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RESUMO

Devido a necessidade de inovacdo no tratamento de algumas doencas, as moléculas de tiossemicarbazonas
vem ganhando destaque na literatura por apresentarem baixa citotoxicidade e alta atividade contra cepas de
microrganismos. O presente estudo tem como objetivo a obtencdo de duas moléculas dessa classe, bem como
a sua caracterizacdo estrutural e avaliagdo da biodisponibilidade oral e citotéxica. Para a sintese dos
compostos foi realizada uma reacdao entre a hidrazina e o 4-cloro-fenil isotiocianato e 4-nitro-fenil
isotiocianato resultando em duas tiossemicarbazidas as quais foram utilizadas como reagentes intermediarios
para uma segunda reagdo com o 4-hidroxibenzaldeido para obtencédo das tiossemicarbazonas LAQOF-TSCO01
e LAQOF-TSC02. Os compostos apresentaram valores de rendimentos de 97% e 90,13%, respectivamente.
Com relacdo a avaliacao da biodisponibilidade oral in silico, os compostos apresentaram peso molecular
316.34g/mol e 305.78g/mol; MlogP 1.32 e 2.80; 4 e 2 aceptores de ligagao de H (LH) e ambos com 3
doadores de LH. Dessa forma, apontaram boa biodisponibilidade oral por nao violar nenhuma regra de
Lipinski. Além disso, os compostos apresentaram a citotoxicidade in vitro em linhagem de macréfagos de
49,1 e 61,3 pM, respectivamente, revelando uma baixa capacidade toxica em células normais. Sendo assim,
esses resultados iniciais apontam os compostos sintetizados como promissores.
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INTRODUCAO
Esta cada vez mais comum o aparecimento de cepas de microrganismos resistentes aos antimicrobianos

existentes no mercado atual, o aumento da viruléncia dessas cepas gera estado de alerta a satde publica
mundial, pois seus mecanismos estdo ameagando cada vez mais a eficacia da prevencdo e do tratamento de
diversas patologias como tuberculose, malaria e HIV (OPAS/OMS, s.d.).

Segundo SANTOS (2020) a resisténcia microbiana pode ser definida como a resisténcia decorrente do
resultado de adaptacées genéticas dos microrganismos aos farmacos utilizados em seu combate, além de ser
um problema de satde publica também afeta economicamente a sociedade visto que como consequéncia da
ineficacia e diminuigao dos efeitos farmacoldgicos se faz necessario tratamentos alternativos e mais caros.
Frente a essa realidade torna-se indispensavel a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos com
atividade bioldgica contra essas novas cepas multirresistentes, nesse cendrio a classe das tiossemicarbazonas
se destacam na literatura por suas diversas atividades bioldgicas entre elas a antimicrobiana, entretanto,
ainda pouco estudada (GRGICEVI, I. et al., 2020).

Dessa forma, o presente estudo busca sintetizar moléculas da classe das tiossemicarbazonas e avaliar sua
estrutura, caracteristicas fisico-quimicas e atividade antimicrobiana contra algumas cepas assim como suas

propriedades farmacocinéticas in silico e citotoxicidade in vitro.

METODOLOGIA

As etapas de sintese dos compostos foram divididas em duas fases, inicialmente foram obtidas duas
tiossemicarbazidas através da reacdao entre a hidrazina e o 4-cloro-fenil isotiocianato e 4-nitro-fenil
isotiocianato na proporgao estequiométrica 1:2, o solvente utilizado nessa etapa foi o diclorometano
(CH2CI2). Em um balao de fundo redondo e temperatura ambiente a reacao ficou sob agitacao magnética por
1 hora e apés a precipitagao, o contetido do baldo foi filtrado e lavado com n-hexano.

A préxima etapa foi referente a sintese das tiossemicarbazonas, para isso foram utilizados os compostos
obtidos na fase inicial e o 4-hidroxibenzaldeido (1:1) junto com o etanol como solvente e 4cido acético como
catalisador, a reacdo foi colocada sob refluxo e agitacdo magnética até a formacao de precipitado, o qual foi
filtrado e lavado com etanol gelado resultando em duas tiossemicarbazonas: LAQOF-TSC01 e LAQOF-TSCO02,
as quais foram submetidas a ressonancia magnética nuclear para identificacdo de algumas estruturas como
os diferentes tipos de hidrogénios e atomos de carbono.

Também foi avaliado a biodisponibilidade oral in silico através da plataforma on-line Swiss ADME
(http://www.swissadme.ch/index.php) onde foi possivel quantificar algumas propriedades e comparar os
resultados com os valores estipulados nas regras de Lipinski. Por ndo violar nenhum parametro da regra dos
cinco conclui-se que os compostos apresentam boa disponibilidade oral.

Além da avaliacdo in silico as moléculas LAQOF-TSC01 e LAQOF-TSCO02 foram submetidos a ensaios de
citotoxicidade in vitro, nessa etapa as células J774 foram cultivadas em placas de 96 pocos na concentragao
de 1x105 células/pogo e incubadas em atmosfera de 5% de CO2 a 372 C por 24 horas. Apds esse tempo,
foram adicionados os compostos nas concentragdes de 6,25 pM, 12,5 pM, 25 uM, 50 pM, 100 pM e 200 uM e
mantidos por 48 horas. Em seguida, 20 pL da solugdo de MTT (3-(4,5-dimentil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium, 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-difenil-tetrazolium bromide) foi adicionada a uma
concentragao de 5 mg/mL em tampéao PBS (Solugdo Tamponada de Fosfato), e as células foram incubadas por
3 horas nas mesmas condicdes de cultivo.

Apds o tempo de incubacdo, o sobrenadante foi retirado e os cristais de formazan formados foram
solubilizados em 20pL de DMSO. A leitura da absorbancia dos cristais de formazan foi realizada através de

leitor ELISA Benchmark Plus (Bio-Rad), no comprimento de onda de 590 nm. A concentracdo capaz de causar
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50% (CC50) de perda de viabilidade celular foi determinada por andlise de regresséao linear. Os testes foram

realizados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O composto LAQOF-TSCO1 se caracterizou como um sélido laranja com rendimento de 97% e ponto de fusdo
de 190 °C ja o LAQOF-TSCO02 se apresentou como um soélido na cor verde com um rendimento menor que o
primeiro composto alcangando um valor de 90,13% e maior ponto de fusdao sendo ele de 204 °C. Os
rendimentos apresentados foram satisfatorios visto que alguns resultados da sintese de tiossemicarbazonas
de forma indireta presentes na literatura apresentaram taxas de rendimento entre 47% e 78% (FIGUEIREDO,
2017).

Para analise estrutural foi utilizado o método de ressonancia magnética nuclear (RMN), assim, o valor de
deslocamento quimico dos hidrogénios azometinicos (N=CH) foi de 8.07 ppm em ambos 0s compostos alvos
da anédlise, um resultado semelhante com os obtidos por Silva et al. (2016) onde foi evidenciado um
deslocamento quimico de 8.38 ppm e o estudo de Sens et al. (2018) com 8,18 ppm, relativo ao hidrogénio
azometinico, confirmando a formacdo dos compostos planejados neste estudo.

Também foi avaliado uma ligacdo tipica das tiossemicarbazonas (C=S). Esse carbono da tiocarbonila,
mostrou um deslocamento de 174.65 ppm no primeiro composto e de 175.38 ppm no segundo. Valores
semelhantes foram encontrados nos estudos de Silva et al. (2016) e Sousa et al. (2013), onde os
deslocamentos quimicos desse carbono foram de 174.60 ppm e 178,00 ppm, respectivamente.

Para determinar a biodisponibilidade oral das moléculas foi utilizada a ferramenta computacional Swiss
ADME onde foram avaliadas um conjunto de regras estabelecidas por Lipinski que institui parametros de
propriedades fisico-quimicas, tais como: peso molecular menor que 500 Da; presenca de no maximo 5 grupos
doadores de ligacdo de hidrogénio; até 10 grupos aceptores de ligagao de hidrogénio; e MLogP calculado
inferior a 4,15 (BARREIRO; FRAGA, 2015).

As moléculas avaliadas (LAQOF-TSC01 E LAQOF-TSC02) apresentaram peso molecular 316.34g/mol e
305.78g/mol; MlogP 1.32 e 2.80; 4 e 2 aceptores de ligacdo de H (LH) e ambos com 3 doadores de LH, com
todos os valores de acordo com a regra de Lipinski, portanto, apresentam caracteristicas de boa
disponibilidade oral.

Em relagdo a citotoxicidade dos compostos o LAQOF/TSC-01 apresentou um valor de IC,, de 49,1 e o
LAQOF/TSC-02 de 61,3. Concluindo que o primeiro composto por apresentar um valor de IC,, menor tende a
ser mais prejudicial que o segundo, pois quanto menor a concentracdo mais se tem riscos de danos. Se
comparados com resultados encontrados em outras pesquisas como na de Sens (2018) que foram obtidos
valores de 9,5 uM e 17,8 uM os resultados dos compostos LAQOF/TSC-01 e LAQOF/TSC-02 foram
satisfatorios (menos citotdxicos). Entretanto, quando comparados com os resultados apresentados por

Oliveira et.al (2008), as moléculas deste estudo foram mais citotoxicas (73,5 pM).

CONCLUSOES

Tendo em vista os resultados obtidos entende-se que as moléculas de tiossemicarbazonas LAQOF/TSC-01 e
LAQOF/TSC-02 apresentaram resultados satisfatorios com boas taxas de rendimento de 97% e 90,13%,
respectivamente, boa biodisponibilidade oral in silico obedecendo os parametros estabelecidos por Lipinski
com peso molecular 316.34g/mol e 305.78g/mol; MlogP 1.32 e 2.80; 4 e 2 aceptores de ligacdo de H (LH) e
ambos com 3 doadores de LH, além de baixa capacidade tdxica com citotoxicidade in vitro em linhagem de

macrofagos de 49,1 e 61,3 uM, mas necessitam de mais estudos para avaliar outras caracteristicas essenciais
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no desenvolvimento de um farmaco.
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