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RESUMO

Bases de Schiff sdo compostos iminicos com amplas aplicagdes nas mais diversas areas
do conhecimento, destacando-se principalmente na area da biologia, com destaque para
aplicagdes como antimicrobianos. A sintese de seis novas bases de Schiff (BS), obtidas
a partir da condensagdo direta de solugdes metanolicas de farmacos ja ativos (4- e 5-
ASA) com diferentes aldeidos, ¢ apresentada. Os compostos sintetizados foram
caracterizados quanto ao seu ponto de fusdo, solubilidade, analise elementar CHN,
espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho, espectroscopia eletronica na
regido do ultravioleta visivel e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio. Os produtos sintetizados foram avaliados em ensaios bioldgicos frente a
estirpes de E. coli, S. aureus e P. aeruginosa. A natureza da classe de compostos
caracterizada confirma a obtencdo dos produtos conforme objetivado. Dois resultados
dos ensaios biologicos foram obtidos, sendo a varidvel analisada, a composi¢ao da
solugdo estoque preparada. Com DMF os resultados se apresentaram tendenciosos, a
partir dos quais nada pode ser afirmado devido a possibilidade de influenciar em um
resultado falso positivo. Ja os demais resultados utilizando-se solugdo estoque com
DMSO, exibiram um panorama positivo em relagdo aos valores de CMI, com atencdo

especial para os ligantes BS6 ¢ BS9 que mostraram melhor atividade.

Palavras-chave: Bases de Schiff, acido 4-aminosalicilico, acido 5-aminosalicilico,

agentes antimicrobianos.



ABSTRACT

Schiff bases are imine compounds with wide applications in several are as of
knowledge, highlighting mainly in the biology fields, especially for antimicrobials
applications. The synthesis of six new Schiff bases (SB) are displayed. They were
obtained from the direct condensation methanolic solutions of drugs already actives (4-
and 5-ASA) with different aldehydes. The synthesized compounds were characterized
as to their fusion point, solubility, CHN elementary analysis, infrared absorption
spectroscopy, ultraviolet visible spectroscopy and nuclear magnetic resonance of
hydrogen. The synthesized products were evaluated in bioassays on E. coli, S. aureus
and P. aeruginosa strains. The nature of the characterized compounds class confirms the
acquired products as objectified. Two biological results were obtained, as the analyzed
variable, the composition of the prepared stock solution. With DMF, the results were
biased, from which nothing can be stated because of the possibility of influencing as a
false positive result. The other results using DMSO stock solution exhibited a positive
prospect regarding the MIC values, with special attention to the BS6 and BS9 ligands

wich showed better activity.

Keywords: Schiff bases, 4-amino salicylic acid, S-aminosalicylic acid, antimicrobial

agents.
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CAPITULO 1



1. INTRODUCAO

1.1. Bases de Schiff

As bases de Schiff estdo entre os compostos organicos mais estudados e
amplamente utilizados da atualidade. Explanadas pelo pesquisador alemdo naturalizado
Italiano, Hugo Schiff em 1864, sdo iminas (também conhecidas como azometinas)
caracterizadas pela ligagdo —HC=N-. Sdo comumente obtidas a partir da condensagao
entre uma cetona ou aldeido, com uma amina primaria apropriada sob as mais variadas
condi¢des, condigdes estas que determinam a posi¢do de equilibrio dependendo da
natureza dos intermediarios. Sao também denominadas como bases devido a capacidade
de ser designada, bem como atuar, como uma Base de Lewis, em virtude da presenca de
um par de elétrons livres no orbital sp” hibridizado do 4tomo de nitrogénio apos
condensagdo, o qual confere a estes compostos importantes potenciais de ligagdo e
consequentemente de aplicagdo (DA SiLvA et al., 2011; MoHINI et al., 2014; EL-
BINDARY et al., 2015).

O mecanismo da reacdo de obtencdo da base de schiff ¢ apresentado na

Figura 1.1.

FIGURA 1.1 — Reacdo de formacao de base de Schiff (CLAYDEN, 2001).

A formagao da base de Schiff ¢ dada a partir da adi¢do nucleofilica de
uma amina ao grupo carbonila. Na primeira parte do mecanismo, a amina reage com o
aldeido ou cetona dando origem a um intermediario instdvel carbonil-amina, com

liberagdo de agua quando catalisado por acido ou base (CAREY, 2008).



Normalmente, a desidratacdo do carbonil-amina é a etapa determinante
da taxa de formagdo de base de Schiff e € por isso que a reagdo ¢ catalisada por acidos.
Na presenca de um 4cido, o ion hidrogénio protona o oxigénio da carbonila diminuindo
a energia de ativacdo para o ataque nucleofilico, visto que o oxigénio adquire elétrons
msem ter que receber um aumento da sua carga negativa. Apesar da necessidade a
concentragdo do mesmo nao pode ser muito alta, uma vez que as aminas sao compostos
basicos. Se a amina ¢ protonada e torna-se ndo nucleofilico, o equilibrio ¢ deslocado
para a esquerda e a formacao carbonil-amina pode ndo ocorrer. Portanto, muitas sinteses
de base Schiff sdo melhores realizadas no pH levemente 4cido (MORRISON e BOYD,

1998; CLAYDEN, 2001).

A natureza dos precursores também ¢ considerada como um fator
determinante na obten¢do das bases de Schiff. Dentre os fatores contribuintes tém-se a
preferéncia pela utilizagao de aldeidos a cetonas, bem como a presenca de substituintes
arila. Tais preferéncias sdo justificadas pela facilidade da adigdo nucleofilica em
aldeidos de compostos aromdticos quando comparadas as cetonas de alquilas

(MORRISON ¢ BOYD, 1998).

Primeiramente, a diferenca de reatividade entre aldeidos e cetonas pode
ser explicada de acordo com o estado de transicdo a qual envolve fatores estéricos e
eletronicos. Dessa forma, o aldeido por conter um grupo menos volumoso ligado a
carbonila (d&tomo de hidrogénio), diferentemente das cetonas (grupo alquil), encontra-se
mais susceptivel ao ataque nucleofilico em virtude do menor efeito estérico presente no

seu estado de transicdo (MORRISON ¢ BOYD, 1998).

Outro fator relevante, em relacdo a cadeia lateral ‘R’ dos aldeidos, é que
quando se tem um grupo substituinte alquil este doa elétrons a carbonila instabilizando
o estado de transi¢do pelo aumento da densidade eletronica sobre o oxigénio. Sendo
assim, quando o substituinte R dos aldeidos ¢ um grupo aril, por efeito indutivo
retirador de elétrons, o estado de transicdo ¢ estabilizado e conseqiientemente a sua
reacdo ¢ acelerada, contudo o grupo estabiliza o estado de transicao por efeito de
ressonancia contribuindo para desestabilizar o carbono da carbonila, favorecendo desta
forma o ataque nucleofilico por parte da amina e a obtencdo da imina correspondente

(MORRISON ¢ BOYD, 1998).



O processo de obtencdo de bases de Schiff ¢ completamente reversivel.
Grupos iminicos sdo facilmente hidrolisados em condi¢des acidas dando origem aos
compostos de partida. Na maioria das vezes essa pratica ¢ muito comum para identificar

as entidades geradoras desses compostos.

As Bases de Schiff apresentam um papel importante na quimica de
coordenacdo, pois estas tém a capacidade de formar complexos estdveis com vdrios
metais de transi¢do. A consolidacdo desses compostos de coordenagdo se d4 em parte
pela coordenacdo ao nitrogénio iminico, o que faz com que esses compostos sejam
considerados ligantes “privilegiados”. No entanto, a for¢a da ligacdo C=N ¢
insuficiente para, sozinha, formar complexos de coordenacdo através do par de elétrons

livres a um ion metélico (Cozzi, 2004).

Em contraste a essa ocorréncia, ¢ visando a formag¢dao de compostos
estaveis, € necessario que esta ligagdo tenha outro grupo funcional préximo a um dtomo
de hidrogénio substituivel, preferencialmente um grupo hidroxila, bom doador de
elétrons (BARREIRO e FRAGA, 2005). Dessa forma, as propriedades reconhecidas desses
compostos se devem a sua capacidade de ligar-se as bases de Lewis, no caso especifico
as bases de Schiff, dando origem a complexos estdveis em virtude do modo de
coordenacdo quelante, as quais favorecem a formagdo de anéis de cinco ou seis
membros, conferindo aos complexos formados uma estabilidade favoravel e, no geral,

caracteristicas coloridas (ECHEVARRIA et al., 2004).

Desta forma, complexos de metais de transi¢do contendo oxigénio e
nitrogénio sdo considerados bons ligantes doadores nas bases de Schiff e t€ém sido
objeto de intensas investigacdes devido a versatilidade de suas propriedades estéricas e
eletronicas. Os metais nestes complexos atuam como sitios ativos e, assim, tem
capacidade de catalisar as reacdes quimicas, visto que constituem uma das classes de
ligantes mais eficientes capazes de formar catalisadores de alto desempenho. A
oxidacao dessas bases tem sido utilizada como indicadores de reagdes na catalise de
oxidacao-reducdo, especialmente quando a taxa de reagcdo ¢ determinada por meio de
medigOes fluorimétricas ou fotométricas (CHAKRABORTI et al., 2004; KRISHNARAJ et

al., 2008; NAGHIPOUR e FAKHRI, 2016) .

Recentemente, as bases de Schiff foram reconhecidas como excelentes

alternativas para fosfinas em reag¢des organicas do tipo Suzuki-Miyaura. Semelhante a



fosfinas, as caracteristicas estéricas e eletronicas das bases de Schiff podem ser
manipuladas escolhendo-se os aldeidos e aminas de condensacao adequados, mas o
diferencial mesmo envolve o melhor manuseio e insensibilidade a umidade, bem como
a capacidade de estabilizar matais nos seus mais variados numeros de oxidacdo. Tal fato
permite que muitos catalisadores homogénios e heterogéneos sejam derivados dessas
bases de Schiff, os mesmos com capacidade de serem aplicados ndo s6 em reagdes do
tipo Suzuki-Miyaura, mas também como epoxidagdo (GAO et al., 2009), polimerizagido
(SAKUMA et al., 2007), hidrogenagdo e reagdes de acoplamento cruzado (MOLNAR,
2011; DAS e LINERT, 2016).

Ainda, como ja reportado para essa classe de compostos, 0s mesmos sao
portadores de uma estrutura interessante que tém sido amplamente exploradas nas mais
variadas areas do conhecimento, destacando-se em varios campos e proporcionado uma
vasta gama de aplicacdes, dentre elas, t€ém-se mostrado funcionais em quimica analitica,
onde por meio da sintese de funcionalizacdo de compostos obtendo-se um produto final
com seletividade especifica tanto para determinacdo de metais quanto para o tratamento,
por meio da adsorgdo, de amostras reais (MONIER, 2012; AWUAL et al., 2015), como
cristais liquidos, pela capacidade do grupamento (C=N) estabelecer ponte para a
transmissdo dos efeitos eletronicos entre os anéis aromaticos, favorecendo a planaridade
do sistema e conferindo propriedades mesogénicas (ESTEVES-Souza et al., 2004;
GALLARDO et al., 2010), ainda em ciéncia de materiais (KAUR et al., 2012), eletronica e
tecnologias fotonicas (FORREST ¢ THOMPSON, 2007), biologia (MAHMOUD et al., 2015;

NIU et al., 2015) entre outros.

Em 1975, Bob Meyer e colaboradores sintetizaram o primeiro cristal
liquido ferroelétrico a partir do reagente quiral (S)-(-)-2-metil-1-butanol. De forma
analoga, foi sintetizado o composto 4-n-deciloxibenzilideno-4-amino  2-
metilbutilacinamato (DOBAMBC), conforme na figura 1.2, sendo a primeira base de
Schiff cristal liquido possuindo polarizagdo espontdnea (MEYER et al., 1975; MERLO et
al., 2001).
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FIGURA 1.2 — Estrutura quimica do DOBAMBC.

Para aplicacdes em Optica ndo linear, as bases de Schiff, bem como seus
complexos metalicos compdem um diferencial no que diz respeito a versatilidade das
estruturas possiveis, ha uma vasta concep¢ao de materiais com moderna tecnologia de
acordo com a planaridade que ¢ passivel de ocorréncia a partir dessa metodologia de

sintese (PAL et al., 2000; SHEIKHSHOAIE e FABIAN, 2006; CISTERNA et al., 2015).

Apesar de satisfatorio todo o desempenho das bases de Schiff nas mais
diversas aplicacdes, as propriedades de cunho bioldgico sdo as responsaveis pelo grande
interesse dessa classe de compostos, a flexibilidade sintética permite na maioria das
vezes a funcionalizagdo de propriedades estruturais especificas, além do que esses
compostos sao conhecidos pelas suas semelhangas, bem como por comporem partes
estruturais em sistemas bioldgicos naturais, natural derivado e ndo-naturais (Figura 1.3),
0 que contribui para a potencial aplicacio nesses sistemas, como modelos de
macromoléculas, sejam as bases coordenadas a ions metalicos (metalo-proteinas e

metalo-enzimas), ou livres como ligantes bioativos (COTTON, 1999).
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Ancistrocladidine N-(salicilideno)-2-hidroxianilina
Base de Schiff derivada de ( )
Produto Natural quitosana Produto sintetizado
(Atividade antimalaria) Derivado de Produto Natural (Atividade antimicrobiana)

(Atividade antifungica)

FIGURA 1.3 — Exemplos de bases de Schiff bioativas (DA SILVA et al., 2011).



Além da capacidade de compor parte do sistema bioldgico, ja tem sido
reportadas em literaturas diversas utilizagdes como agentes terapéuticos, bactericidas e
antifingicos. De uma forma geral bases de Schiff derivadas de farmacos, o que
contribui ainda mais para a atividade dos compostos sintetizados (PANDEYA et al.,

1999).

Nesse contexto, Pandeya e colaboradores (1999) avaliaram a atividade
bioldgica da base de Schiff derivada de isatina (Figura 1.4) frente a vinte e oito espécies
bacterianas de interesse clinico. Os autores descreveram que o produto sintetizado é o
mais potente entre os sintetizados contra todas as bactérias patogénicas estudados,
sendo que sua atividade sobressai inclusive ao antibiotico sulfametoxazol

comercialmente utilizado (PANDEYA et al., 1999; DA SiLvA et al., 2011).
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FIGURA 1.4 — Estrutura da base de Schiff derivada de Isatina (DA SiLvA et al., 2011).

Outro derivado, a base de isoniazida (Figura 1.5), mostrou-se ativo contra
M. tuberculosis, o mesmo que exibiu valor de CMI bem satisfatorio, 0,03 mg.L'l.
Ainda, além do baixo valor de CMI, a base apresentou atividade superior a do proprio
farmaco comercial, da mesma forma que ndo apresentou toxicidade contra nenhuma

linhagem celular sadia.



N

FIGURA 1.5 — Estrutura da base de Schiff derivada de Isoniazida (DA SILVA et al.,
2011).

Conjugados de bases de Schiff com acido p-aminossalicilico (PAS)
contendo cadeias laterais variaveis (R = L1, L2, L3, L4, L5, L6) ricas em hidroxila
mostram refor¢ada atividade antimicobacteriana contra o género Mycobacterium.
Compostos a base de PAS, com diferentes grupos substituintes (Figura 1.6) foram
sintetizados e avaliados contra a estirpe bacteriana. Os resultados dos ensaios para os
compostos antimicrobacterianos apresentaram uma porcentagem de inibicdo numa
concentragdo Unica, 650 pM para o género M. smegmatis e 52 uM para o M. bovis,
indicando que a conjugagdo de ligantes contendo grupos hidroxilas ¢ eficaz para
aumentar sinergicamente a atividade antimicrobiana dos compostos. No mais, ambos 0s
resultados foram positivos em relagdo a atividade do farmaco livre (PATOLE et al.,

2006).
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FIGURA 1.6 — Esquema de obtencdo de bases de Schiff a partir da conjugagdo de
diferentes ligantes com acido p-aminossalicilico (PATOLE et al., 2006).



Em estudos recentes, pesquisadores avaliaram a atividade da base de
Schiff de N, N'-bis (salicilideno) -1,2-fenilenodiamina, salophen, substancia que
apresenta o sinergismo quando combinado com amicacina contra Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. O composto sintetizado apresentou que a atividade
antibidtica dos amicacina contra S. aureus e E. coli (39 e 19,5 ug / mL) foi aumentada
na presen¢a do produto em comparag¢ao com o controle (156,25 e 78 ug / mL), enquanto
ndo mostrou qualquer efeito sobre a atividade de gentamicina e
neomicina. Contra P.aeruginosa foi observada nenhuma atividade modificadora em
contraste com antibidtico desta base de Schiff, o que ja era esperado com base na maior
resisténcia por parte dessa estirpe. Em conclusdo, a base de Schiff de N, N '-bis
(salicilideno)-1,2-fenilenodiamina mostrou sinergismo quando combinado com
amicacina contra o S. aureus ¢ E.coli, o que demonstrou a capacidade de sintese desses
novos compostos como agentes terapéuticos contra essa linhagem de patogenos (DE

ToLEDO et al., 2016).

Além da utiliza¢do de fAirmacos na formacgao das bases de Schiff, outras
moléculas, sejam elas de origem natural ou ndo s3o plataformas para a sintese de bases
de Schiff com atividades antibacterianas, as mesmas que incluem aminoacidos,
cumarinas, sulfonamidas, ou resacetophenones, bromocoumarins aminotiazolilo, éteres

de coroa ou 2-aminofenol e 1,2, 4-triazois (DA SiLvaA et al., 2011).

Tais compostos apresentam ainda uma atividade melhorada quando

associada a metais que contém uma atividade ja bem reconhecida.

A interagdo de bases de Schiff com complexos metalicos € o sistema
biologico tem sido amplamente estudadas nas tltimas décadas. Complexos de metais e
ligantes organicos mistos desempenham um papel importante na ativagcdo de enzimas e
exibem boa atividade de clivagem nucleolitica, além do que sdo utilizados para
armazenamento ¢ transporte de material ativo através da membrana celular

(PRIYADHARSHINI et al., 2015).

A curcumina [1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-
diona] com atividades terapéuticas ja reconhecidas (atividade anti-oxigenagao,
antibiose, anti-tumoral) a tempos tem sido avaliada mediante modificagdes estruturais e
associada a diferentes metais, em compostos de coordenagdo, com objetivo de definir a

tenacidade que tal associacdo confere as atividade tumorais no organismo, bem como



compreender melhor o modo de ligacdo de tais compostos com moléculas bioativas

(PRIYADHARSHINI et al., 2015).

Complexos de base de Schiff e cefradina estdo entre os mais conhecidos
complexos metalicos foto-reativos (NAMAN et al., 2002). Tais bases quando ligadas ao
cobre tem chamado muita aten¢do, além do metal ser um elemento essencial para a vida,
as mesmas estdo associadas com nimero de enzimas dependentes do cobre que sdo a
chave em processos bioldgicos (SORENSON, 1998). Além disso, o zinco também tem
papel multifacetado no sistema bioldgico como um constituinte de proteinas e enzimas
que pertencem a vias de sinalizagdao celular. Metais de transicdo tém um lugar
importante dentro de bioquimica medicinal, ainda mais quando associados a moléculas
que j& apresentam alguma atividade bioldgica, tal associacdo agrega funcionalidade nos
compostos, em consequéncia aumenta a atividade biologica das mesmas (ABDEL-

KADER et al., 2016).

Complexos de platina (II) contendo base de Schiff de salicilaldeido e 2-
furaldeido com o- e p-fenilenodiamina foram relatados como agentes antibacterianos
contra as estirpes de E. coli, B. subtilis, P. aeruginosa ,S. aureus.Os dados da
atividade mostraram que os complexos de platina (II) s3o antimicrobianos mais potentes
do que os ligantes base de Schiff contra um ou mais microorganismos (GABALLA et al.,

2007).

As atividades mais elevadas dos complexos metalicos podem ser
relacionadas ao efeito dos ions metalicos na membrana celular normal. Quelatos de
metais suportam propriedades polares e ndo polares em conjunto;isso 0s torna
adequados para a permeagdo para as cé¢lulas e tecidos. Além disso, a quelacdo pode
aumentar ou suprimir o potencial bioquimico das espécies bioativas organicas (ABU-

DIEF e MOHAMED, 2015).

Adicionalmente ao que ja foi apresentado, diversas outras aplicacdes de
bases de Schiff sdo reportadas, sendo que grande parte destas como antibacterianas e
antifingicas (WALSH et al., 1996; SRIDHAR et al., 2001; MLADENOVA et al., 2002;
PANNEERSELVAM et al., 2005), como também antivirais (JAYANDRAN et al., 2014),
fungicidas (WALSH et al., 1996), anti-HIV (KHADRA et al., 2015) e de uma forma bem

expressiva como anticancerigena (LI et al., 2015), essa ultima que tem tido grande
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expressdo, uma vez que cada vez mais se faz necessarias novas alternativas terapéuticas

contra patologias de maior complexidade.

Compostos de coordenagdo contendo bases de Schiff também tém
recebido consideravel atengdo, tendo em vista a sua importancia em muitos campos da
quimica Bioinorganica. As bases de Schiff compdem intermediarios-chave em muitas
reacdes metabolicas de aminoacidos catalisadas por enzimas (ADNAN e MIKA, 2006;

TRZESOWSKA-KRUSZYNSKA, 2012).

O mecanismo de acdo biologica em muitos casos envolve a
complementaridade das drogas com o receptor ativo no organismo, dessa forma a
utilizagdo de ligantes, bem como complexos metalicos desses compostos
funcionalizados s3o os principais responsaveis pelo avango do desenvolvimento de
terapias funcionais de doengas. A modificacdo estrutural de formulacdes ja ativas tem
sido uma estratégia promissora em diversos casos.O novo produto obtido, modificado, ¢
mais ativo que o seu principio livre, podendo desencadear atividade como agente
citotoxico e fazer decrescer a resisténcia celular a droga. Alguns efeitos colaterais
causados pelas formulacdes convencionais podem também ser suprimidas pela sua

modificagdo e/ou complexacdo ao centro metalico (WEST et al., 1991).

Desta forma, o estudo de novos compostos, complexos com bases de
Schiff quimioterapéuticas tem atraindo bastante aten¢do dos quimicos medicinais pelo

amplo espectro de atividades bioldgicas oferecidas.

1.2. Infeccdes bacterianas comumente evidenciadas em humanos

As infecgdes representam alvo importante de discussdes em nivel
mundial, seja em unidades de saude e/ou institui¢des que realizem a assisténcia ao
humano, ou em centros de ensino e pesquisa que buscam novas alternativas de combate
a essa patogenia. Em geral, a preocupacdo dos orgdos vigilantes competentes esta
associada as infec¢des nosocomiais; nomenclatura comumente usada para elucidar
enfermidades adquiridas pds-internacao. Contudo, sob o ponto de vista etimologico
nosocomial tem origem grega nosokomeion e significa nosos (doenga) + komeon (cuidar
de). Assim, infeccdo nosocomial refere-se a infec¢do adquirida em quaisquer outras

instituigoes (MACEDO et al., 2003; JAY, 2005; LECOUR, 2010)
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Cabe destacar que a instalacdo e proliferacao das infecgdes geram uma
desordem socioecondémica (MACEDO et al., 2003), pois ¢ necessario investir elevado
recurso financeiro para implantar medidas corretivas para evitar o 6bito dos pacientes.
De acordo com o Ministério da Saude, as infeccdes de ambito cirlirgico sdo
responsaveis por boa parte dos casos de todas as infecgdes hospitalares recorrentes no
Brasil, diferentemente do que € observado em paises desenvolvidos, onde a média de
casos ndo ultrapassam os 10%.Com indices de morbidade e mortalidade elevados, ha
um aumentonos custos hospitalares o que causa um desprendimento maiorem relagdo ao

tempo de recuperacdo do paciente (MALONE et al., 2002).

De fato, a melhor forma ¢ prevenir a instalagdo da enfermidade ou
controla-la, ambas atividades supervisionadas pela Comissdo de Controle de Infecgdo
Hospitalar (CCIH) de cada instituicdo. Tal monitoramento, caracteriza importante
indicador critico de qualidade da assisténcia médica prestada (AMAVISIT et al., 2001;
MEDEIROS et al., 2003).

r

O ambiente hospitalar ¢ inevitavelmente suscetivel as mais diversas
bactérias patogénicas e oportunistas, de modo que infecgdes estdo sujeitam a todos e em
todo momento, podendo ser adquirida também, mesmo que em menor frequéncia, por
funciondrios e acompanhantes do local. Geralmente os sitios de infeccdo hospitalar
comumente atingidos sdo as feridas cirurgicas e em geral, os tratos respiratorio e

urinario (Tabela 1.1).

TABELA 1.1 — Espécies bacterianas comuns em infec¢des nosocomiais.

Grupos Microbianos Sitios comuns de isolamento do patégeno

Bactérias Gram negativas

Enterobacter sp, Klebsiella sp Feridas cirargicas, trato respiratorio e urinario

Escherichia coli Feridas cirurgicas, sangue e trato urinario
Proteus sp Feridas cirurgicas e trato urinario
Pseudomonas sp Queimaduras, trato respiratdrio € urinario

Bactérias Gram positivas
Streptococcus sp Feridas cirurgicas, trato respiratorio e urinario
Staphylococcus aureus,

) o Feridas cirurgicas, pele e sangue
Staphylococcus epidermidis

Fonte: Adaptado de Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (2004).
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Dentre os micro-organismos responsaveis pelas infecgdes pos internagao,
destacam-se as bactérias. Essas, em geral, constituem a microbiota humana e estabelece
uma relacdo comensal com esse hospedeiro. Todavia, essas bactérias podem se
oportunizar da deficiéncia no sistema imune do individuo, desencandeando a patologia.
As espécies bacterianas frequentemente registradas em infecgcdes nosocomiais sao
Escherichia coli, Pseudomonas sp. e Staphylococcus aureus, como cita PELEG e
HOOPER (2010) (LEVY, 2004; KAYSER, 2005).

1.2.1. Escherichia coli

A Escherichia coli ou simplesmente E.coli, foi descrita pela primeira vez
em 1885 pelo Dr. Theodor Echerich, no decorrer das suas investigagdes acerca do
agente etiologico da colera e causas de enfermidades infantis comuns da época (TH e

BETTELHEIM, 1989).

A E.coli (Figura 1.7) é caracterizada como sendo um espécie bacilar nao
esporulada Gram-negativa, pertencente a familia Enterobacteriaceae. Algumas cepas
sdo imoveis, outras movimentam-se por flagelos que se posicionam em toda a extensao
da célula, designando uma célula peritriquia. Ainda, destaca-se o fato de serem quimio-
organotroficas, aerobias facultativas e apresentarem O6timo desenvolvimento em
temperatura corporal humana (MADIGAN et al., 2000).
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FIGURA 1.7 — Coloragdo de Gram de uma preparacdo de sedimento de urina:
bastonetes Gram-negativos arredondados, alguns cocoide (LEVY, 2004; KAYSER, 2005).
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Em ensaios laboratoriais, as estirpes de E. coli podem ser diferenciadas
com base nos antigenos encontrados em estrutura da superficie bacteriana, sendo eles os
somaticos “O” termoestaveis (relacionados aos polissacarideos de membrana externa),
flagelares “H” termoléabeis (relacionados a proteinas dos flagelos) e capsulares “K”
termoestaveis (relacionados aos polissacarideos capsulares) (DE MELO FRANCO e

LANDGRAF, 1996; MACEDO et al., 2003).

A E. coli pertence ao grupo de coliformes termotolerantes, anteriormente,
denominados coliformes fecais. Esses, sdo capazes de desenvolver em temperatura entre
44° - 45°C. E considerada o segundo principal agente responsavel por doencas de
origem alimentar nos Estados Unidos, onde corresponderam a 7,4% dos surtos e 28,6%

das mortes provocadas por bactérias no periodo de 1993-1997 (SiLvA et al., 2003).

‘O carater comensal também ¢ caracteristica desse micro-organismo, o
qual é predominante na microbiota anaerdbica facultativa do trato intestinal de humanos
e de animais homeotérmicos. Sao comumente associadas a gastroenterites em criancgas,
adultos e animais, diferenciando quanto as manifestacdes clinicas e epidemioldgicas,

bem como aos fatores de viruléncia (DRASAR ¢ SHINER, 1969; LUNESTAD et al., 2016).

No que se refere as Doengas Veiculadas por Alimentos — DV As, as cepas
de E. coli sdo destaques, sendo também importante bioindicador da contaminagdo da
matriz alimenticia por fezes e presenga de outros micro-organismos enteropatogénicos.
Desenvolvem muito bem em temperaturas baixas o que faz com que as mesmas
sobrevivam bem e por um prolongado tempo em alimentos congelados (VARNAM e

EvANs, 1991).

A susceptibilidade a infeccdo por Escherichia coli segue o exemplo
habitual da idade, onde jovens individuos susceptiveis as infecgdes sofrem grandes
riscos, € que pode ser agravado de acordo com o estado do individuo infectado.
Contaminagdes por E. coli sio causadas pela ingestio de quantidades de 10° a 10"
células viaveis e cultivaveis que devem colonizar o intestino e produzir enterotoxinas

(JAY e VILAS, 1981).

O processo de adesdo em nivel intestinal, é primordial para o inicio da
interacdo do micro-organismo a célula hospedeira. Esse ¢ mediado pelo por um
plasmideo, que sintetiza um fator de enteroaderéncia ao enterdcito (DE MELO FRANCO e

LANDGRAF, 1996). Posterior a isso a E.coli invade as células epiteliais do intestino
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(ROSENSHINE et al., 1992), podendo destruir suas microvilosidades (KNUTTON et al.,
1987).

Em um Hospital Universitario localizado no sudeste do Ird, o
monitoramento de casos de infecg¢do hospitalar, permitiu constatar que 26,1% (129/493)
foram vitimas de infeccdo nosocomial. Dentre esses, 18,5% apresentaram infec¢cdo no

trato urinario causado por Escherichia coli (TABATABAEI et al., 2015).

No Estado indiano, Nova Bombaim, dentre os 122 agentes causadores de
infeccdes nosocomiais, 45 foram identificados como Escherichia coli, os quais foram
isolados da urina (40%) seguida da amostra de sangue (10,52%) (CHAUDHARY et al.,
2014).

As Unidades de Terapia Intensiva — UTI sdo também pode ser ambientes
de colonizagdo de Escherichia coli. No Brasil, cepas de Escherichia coli com perfil
resistente a antibidticos e nao resistentes foram isoladas de individuos com infeccao
nosocomial atendidos na UTI de um hospital universitario, sendo responsaveis por
15,1% e 10,8% dos casos de infecgdes nosocomiais, nessa ordem (OLIVEIRA et al.,

2010).
1.2.2. Pseudomonas sp

O género Pseudomonas ¢ pertencente a familia Pseudomonadaceae,
apresenta morfotipo bacilar retos ou ligeiramente curvos e carater Gram-negativos, sao
aerdbios estritos ¢ a maioria das cepas apresentam motilidade por meio de um ou mais
flagelos polares. Trata-se de um patdégeno oportunista de infecgdes articulares, Osseas,

sist€micas e do trato urinario (LEVY, 2004; KAYSER, 2005).

Uma caracteristica da género, em especifico da Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa) ¢ a capacidade de produzir um pigmento azul-esverdeado (piocianina),
uma espécie de fluido que caracteriza o processo infeccioso por parte desses patdgenos.
Presente em queimaduras, fibrose cistica, leucemia aguda, transplante de 6rgdos e
drogas endovenosas, tais infecgdes sdo observadas em sitios onde exista tendéncia ao
acumulo de umidade: traqueostomias, cateteres permanentes, queimaduras, ouvido
externo (ouvido de nadador) e feridas cutaneas exsudativos o qual & passivel de

contaminagdao (KONEMAN e ALLEN, 2008).
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O patdgeno P. aeruginosa ¢ considerado como um dos mais prevalentes
agentes de infeccdo hospitalar em virtude da sua habilidade de no ar, fluidos,

reservatorios de dgua e superficies inanimada.

Considerada um potencial de contaminagdo, o género Pseudomonas ¢
considerado um dos grandes responsaveis pelos casos de bacteremia causada por Gram-
negativos. A mortalidade causada por esses microrganismos chega a ser alarmante,
resultante do alto poder de resisténcia aos antibidticos. Essa resisténcia ¢ mediada por
uma barreira de permeabilidade oferecida pela membrana externa composta de
lipopolissacarideos (LPS) presente em micro-organismos Gram-negativos, que
dificultam a penetragdo do antibidtico no interior da célula, causando uma série de
efeitos colaterais bem como troca de material genético, resultando em mutagdo e

consequente resisténcia a um antibidtico (LEVY, 2004; KAYSER, 2005).

Dentre os representantes do género Pseudomonas, destaca-se a espécie P.
aeruginosa. Essa bactéria foi apontada por Khan, Ahmad e Mehboob (2015) como uma
das responsaveis por 11 % de todas as infecgdes nosocomiais, resultando em elevados
escores de mortalidade e morbidade, principalmente no que se refere aos individuos

imuno-comprometidos.

1.2.3. Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivas
anaerdbias facultativas ou aerdbias pertencentes a familia Micrococcaceae. Apresentam
temperatura de crescimento na faixa de 7 a 47,8 °C, com capacidade de produzir
enterotoxinas na faixa aproximada de 10 e 46 °C. A maioria das cepas de S. aureus
cresce na faixa de pH 4,5 a 9,3, sendo que o valor de pH mais adequado para a produ¢do

de toxinas ¢é proximo a neutralidade (pH ~ 6-7) (LEVY, 2004; KAYSER, 2005).

Os estafilococospossuem didmetro aproximando de 0,5 a 1,5 pm
dispostos na forma de cachos, pares ou cadeias curtas. Esporos e flagelos ndo sdo
observados, a presenca de capsula ¢ varidvel e a parede celular consiste em proteinas e
polissacarideos. Pigmentos carotenoides na membrana celular podem conferir coloragao
“aurea” (do latim aureus) as colonias de S. aureus, motivo pelo qual o género recebe

essa denominagdo (QUINN et al., 2005).
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A espécie S. aureus (Figura 1.8) faz parte da microbiota humana, sendo
encontrada na regido nasofaringea e pele (ANDRADE e ZELANTE, 1989). E considerado
um dos principais causadores de infec¢des hospitalares e bacteremia adquirida, sendo a
taxa de incidéncia global atingida de 14-40 casos por 100 mil habitantes (VOGEL et al.,
2016).

FIGURA 1.8 — Coloragdo de Gram de uma preparacdo pus: cocos Gram-positivos
caracteristicos da espécie S. aureus (KAYSER, 2005).

O contdgio por S. aureus pode ser relacionado a intoxicagdes
provenientes de alimentos, sendo associado a capacidade de sobrevivéncia em um teor
de umidade bastante varidvel e em condi¢des aerdbias, podendo também de produzir

enterotoxinas (LEVY, 2004; KAYSER, 2005).

A sintese de toxinas possui correlagdo positiva ao aumento de células
viaveis fato que explica a presenca de proteinas tdxicas em alimentos contaminados
com indice igual ou superior a 10° células de S. aureus (JAY, 2005). As contaminacdes
por esse patogeno ¢ variavel dependendo do estado imune do individuo, mas ha registro
de diarréia, vomito, fadiga, nduseas, dores de cabeca e abdominais. Em alguns casos ¢

possivel acarretar o 6bito do individuo (RIEDEL, 2005; SAAD, 2006).

As enterotoxinas sdo particularmente importantes no processo de
gastroenterite de origem alimentar e intoxicacao estafilococica que na maioria das vezes

¢ provocada pela ingestdo de alimentos contendo a enterotoxina pré-formada.
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Sdo wvarios os tipos de enterotoxina envolvidos em intoxicagdes
alimentares por Staphylococcus, no entanto a maioria das intoxicagdes tém sido

causadas preferencialmente pelo género Staphylococcus aureus (SAAD, 2006)

A prevaléncia da incidéncia de casos infecciosos causados, em partes,
pelo género ¢ antigo. Desde o primeiro relato de resisténcia de Staphylococcus aureus
aos antibioticos sulfanilamida (1930), penicilina (1959), meticilina (1970) e
vancomicina (1997) os numero de casos infecciosos tem crescido de maneira
vertiginosa em todo o mundo. Embora os registros sejam mais recorrentes em ambientes
hospitalares, casos graves podem ser relatados no cotidiano da populagdo (SANTOS et

al., 2007).

Esse perfil de resisténcia, primeiro nos hospitais e depois na comunidade
¢ hoje um padrao conhecido que recorre a cada introdugdo e uso de um antimicrobiano
na pratica clinica. Vale destacar que as infec¢des ocorrem tipicamente como infecgdes
na pele, tecidos moles, pulmonares, e representam cerca de 16,7% das incidéncias em
toda Europa, dado até o ano de 2008. Tal situagdo gerou uma preocupagdo em nivel
mundial o que fez com que autoridades da area de saude investissem mais ¢ melhor na

qualidade dos servigos (GELATTI et al., 2009; VOGEL et al., 2016).

Casos preocupantes envolvendo a resisténcia aos antibidticos também
tem sido registrados no Japao, pais este que tem se destacado pela alta prevaléncia de
estirpes resistentes adquiridas no ambiente ambulatorial. Cerca e 50-60% (dados de
2015) de casos sdo evidenciados como sendo decorrentes dessa resisténcia (DIEKEMA et

al., 2001; KimMURrA et al., 2016; VOGEL et al., 2016).

1.3. Transmissdo Cruzada Da Microbiota Patogénica

Os patogenos implicados nas infecgdes hospitalares sdo transmitidos ao
individuo através dos mais diversificados vetores e normalmente por vias endoégena
(pela propria microbiota do paciente) e/ou exodgena (maos, secrecdo salivar, fluidos
corporeos, ar € materiais contaminados, como por exemplo, equipamentos e

instrumentos utilizados em procedimentos médicos) (LEVY, 2004; KAYSER, 2005).
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No ambiente hospitalar parte dos procedimentos utilizados sdo invasivos
(Tabela 1.2), isto €, penetram as barreiras de prote¢ao do corpo humano, de modo a

elevar ainda mais o risco de infec¢do, conforme apresentado.

TABELA 1.2 - Procedimentos médicos comuns associados com infecgdes
nosocomiais.
Procedimento Doenca Patogeno
o o Bacilos Gram-negativos,
Cateterizacao urinaria Cistite
enterococos
o Feridas, Bacilo Gram-negativos,
Cirurgia o )
septicemia bacteroides Staphylococcus sp,

Staphylococcus aureus,
- Sepse, reacdo
Dialise renal ' i Pseudomonas sp, Virus da
pirogénica )
hepatite B,

. ' ' Klebsiella sp, Serratia sp e
Intubagdo respiratoria Pneumonia
Pseudomonas sp,

Infecgao no .
o . Enterobacter sp, Klebsiella sp,
Terapia intravenosa local de injecao, )
- Serratia sp, Staphylococcus sp
septicemia

Fonte: Adaptado de ANVISA (2004).

O status imunoloégico, idade, procedimentos médicos, imunossupressao,
falhas nos procedimentos de controle de infec¢do, ambiente e uso abusivo de
antibioticos, também constituem fatores determinantes que influenciam diretamente na
ocorréncia e evolugao do processo infeccioso (LEVY, 2004; KAYSER, 2005; OLIVEIRA et

al., 2010).

1.4. A Quimica No Tratamento Das Enfermidades Bacterianas

O advento dos antibidticos no inicio do século XX impulsionou a
revolucdo médica reduzindo drasticamente a mortalidade devido a infeccoes

bacterianas. Juntamente com varios outros avangos na area da saude, tais como vacinas
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e saneamento basico, os antibidticos contribuiram para uma extensao da expectativa de

vida mensuravel (MAXSON e MITCHELL, 2015).

Os antibiodticos por vezes sdo considerados o elemento critico de uma
série de procedimentos médicos, os quais incluem desde tratamento de patologias de
menor expressdo a cirurgias e transplantes, os mesmos sujeitos a uma taxa de
complicacdes graves e morte por infeccdo que de outra forma seria inaceitavelmente
elevado. Décadas de pesquisa em desenvolvimento antibidtico produziram antibidticos
altamente eficazes e seguros, oferecendo tanto aos médicos quanto aos pacientes uma
ampla gama de ferramentas para prevenir e combater as infeccdes bacterianas. No
entanto, a resisténcia tem acompanhado de igual maneira o lancamento de cada novo
medicamento (SABOL et al., 2005; GENTRY et al., 2008; MAXSON ¢ MITCHELL, 2015). A
rapida propagacdo de patdgenos resistentes tornou-se um problema grave, resultando

em pelo menos 23.000 mortes s6 no ano de 2013 nos Estados Unidos (CbDcP, 2013).

Os mecanismos de resisténcia ou mesmo insensibilidade as drogas sdo
diversos e sujeitos em areas terapéuticas distintas. No entanto, a resisténcia por parte de
agentes infecciosos € a unica resisténcia passivel de contaminagdo direta transmissivel
de pessoa para pessoa, o que contribui ainda mais para o agravo da situagdo. Varias
alternativas tem sido avaliadas no intuito de minimizar tais indices de resisténcia,
entretanto sem grandes sucessos, devido a persisténcia do uso irracional de antibioticos

por médicos e populagdo leiga (SANTOS et al., 2007; VAz, 2009) (Cbcp, 2013).

As estratégias para a descoberta de novos antibidticos tém sido cada vez
mais raras. Na maioria das vezes portando uma farmacodindmica complexa, ou mesmo
com um mecanismo de agdo nao conhecido completamente, os provaveis antibioticos
ficam restritos no que diz respeito ao progresso de seu desenvolvimento, além do fator
financeiro, se ndo o maior determinante, um fator muito importante (ROCHA et al.,

2011; BUTLER et al., 2013).

O retorno financeiro baixo ¢ a principal causa da falta de incentivo. A
inser¢ao de novos antibidticos no mercado ¢ visto como um mau investimento, € por
isso sdo reservados como drogas de ultima instdncia ou ainda de curta duragdo do
tratamento. Ainda, estdo sujeitos a um regime de precos ditados por um mercado
saturado de intimeras outras drogas genéricas de atividade similares(BUTLER et al.,

2013; WRIGHT, 2015) (SHLAES et al., 2013; SHLAES, 2015).
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Cabe destacar que as empresas que investem no ramo farmacéutico sao
ambiciosas a ponto de buscarem formulagdes com agentes de amplo espectro de agao
visando ampliar seu potencial no mercado. Todavia essa proposta nem sempre ¢ bem
vista, uma vez que esses casos requerem um maior tempo de pesquisa, e
consequentemente investimentos elevados, correndo o risco de apresentarem baixa
efetividade diante da biodiversidade microbiana. Tal alternativa, quando mal sucedida,

acaba entrando para as estatisticas.

Nos ultimos 30 anos notou-se um decaimento significativo nas recusas de
novos antibioticos pelo principal 6rgao de regulamentacao dos Estados Unidos FDA -
Food and Drug Administration (Administracao de Alimentos e Medicamentos), o que
acaba gerando uma preocupagdo geral da populacio em detrimento da répida e
crescente resisténcia aos medicamentos ja disponiveis, levando a situa¢do a um estado
critico por parte de especialistas (SPELLBERG et al., 2008; GouLD, 2009; COOPER ¢
SHLAES, 2011).

Com o declinio do desenvolvimento de novos antibidticos, novas

politicas de incentivo tém sido criadas para impulsionar as pesquisas nesse seguimento.

Em 2012 o Congresso dos Estados Unidos aprovou a lei denominada
GAIN, do inglés “Generating Antibiotic Incentives Now”, “Lei de Incentivos a Geragao
de Antibidticos ja (agora)” (BROWN, 2013) seguido por uma Ordem Executiva 13676 de
combate a bactérias resistentes a antibidticos, que orienta os 6rgdos governamentais a
promoverem o desenvolvimento de novas drogas e diagnoésticos, identificar meios de
retardar a resisténcia, e reforcar as diligéncias de vigilancia para as bactérias resistentes

(13676, 2014).

Uma série de sugestdes especificas foram apresentadas para estimular o
desenvolvimento de antibidticos, incluindo o fornecimento de mais incentivos
financeiros, como créditos e bolsas de investigagao e desenvolvimento, flexibilizando as
restrigdes regulamentares, e promover colabora¢des académicas do setor (HWANG et al.,

2015; MAXSON e MITCHELL, 2015).

A partir das politicas de incentivo, uma série de novas ideias tem surgido:
estratégias que promovam a descoberta de produtos naturais, funcionalizagdo de
farmacos inativos em decorréncia do aparecimento de resisténcia sdo consideradas

estratégias promissoras no desenvolvimento de novos antibidticos.
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Vale ressaltar que outra abordagem potencialmente bem-sucedida ¢
reavaliar antigas formulagdes, sejam elas as vetadas pelos orgaos de regulacao, as
abandonadas em fases de desenvolvimento (testes) e/ou mesmo as contendo baixa
atividade(KOEHN, 2008). Drogas “de aproveitamento”, desenvolvidas para outras
finalidades terapéuticas, também podem produzir novos antibidticos ou agentes anti-
virulentos, com o beneficio adicional de perfis farmacocinéticos e de seguranga

conhecidas (GOULD e VAN DER MEER, 2011).

1.4.1. Acido 4-amonosalicilico ou acido p-aminosalicilico (4-ASA ou PAS)

O 4acido 4-aminosalicilico ou ainda, acido p-aminosalicilico (4-ASA ou
PAS) (Figura 1.9) foi sintetizado pela primeira vez em 1902 por Seidel e Bittner.
Classificado como um composto organico, desde a sua descoberta como agente
terapéutico o mesmo vem sendo utilizado como agente anti-tuberculose (CHINSEMBU,
2016), bem como contra inflamacdes associadas complicagdes intestinais (LEHMANN,

1946; LEHMANN, 1949; DHANESHWAR et al., 2009; Li et al., 2016).

HO\C/O

OH

NH,
FIGURA 1.9 — Estrutura molecular do PAS.
O primeiro episodio da efetividade quimioterapéutica do PAS foi em
1943, onde Lehmann e seus colaboradores, observaram que o mesmo inibia alguns

precursores essenciais ao metabolismo de micobactérias, resultando na morte desse

patogeno (CHINSEMBU, 2016).
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O PAS foi utilizado pela primeira vez (1943) e de forma bem sucedida
fazendo uso de uma solugdo neutra de 10%, contra abscessos tuberculosos. Em 1944, no
Sanatorio Renstroemska em Gothenburg, Suécia, foi realizado um monitoramento em
um grupo de 20 pacientes portadores de tuberculose, onde por via oral o farmaco foi
administrado. Em relacdo aos estudos microbiologicos, nenhuma resposta concreta foi
disponibilizada, entretanto foi notoria a resposta clinica observada por meio da
normalizacdo da temperatura corporal, ganho de peso e diminui¢cdo da taxa de

sedimentos de eritrocitos dos pacientes (LEHMANN, 1946).

Desde entdao, uma infinidade de formulagdes, agregados de PAS, foram
desenvolvidos com o intuito de otimizar a atividade, bem como a liberagdo do principio

frente a tuberculose, como forma da eficiéncia no tratamento.

Com o sucesso clinico inicial apresentado, investiu-se em novos estudos
randomicos objetivando avaliar as diferentes formas de administracdo do medicamento,
bem como as dosagens e combina¢des com demais drogas. A maioria das respostas
obtidas nessa fase foram positivas, em resumo, a presenca de baixas concentragdes de
PAS so6 atrasou o aparecimento de resisténcia a outras formulagdes, enquanto que em
concentragdes maiores a utilizagdo de PAS, e em conjunto com outras drogas
antibidticas, suprimiu o crescimento de bacilos resistentes, retardando assim o progresso

e até mesmo a erradicacao da doenca (LEHMANN, 1946).

Dois mecanismos principais mediam a atividade anti-tuberculose por
parte do PAS. O primeiro consiste no bloqueio da sintese de sider6foros por parte da
acdo anti-salicilato do mesmo. A presenga de acido salicilico é essencial para a
conversao dos sideroforos responsaveis pelo armazenamento intracelular e liberagao
controlada de ferro para o citoplasma, atividade que conduz o desenvolvimento
bacteriano (RATLEDGE, 2004), de forma analoga bloqueia o metabolismo em func¢do do
consumo de oxigénio das células (CHINSEMBU, 2016).

Outro mecanismo baseia-se na atividade do PAS por meio da
biotransformagdo, seja pela por meio da acetilagdo (Acetil-PAS) ou conjugacao,
interagdo com proteinas (glicina-PAS) (LEHMANN, 1969; MCCRAY e ONORATO, 2000).
A atividade mediada pela biotransformacdo ocorre com a absor¢do do PAS sendo
acompanhada pela passagem da primeira acetilacao rapida no intestino e em seguida no
figado, sendo o PAS, nessa condi¢do, rapidamente detectado e alcancando sua
concentragdo maxima dentro de duas horas. No entanto ¢ um processo limitado em
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virtude da baixa disponibilidade da coenzima acetil-CoA, que inibe a fungdo enzimatica

das células (DONALD e DIACON, 2015).

Recentemente, varios trabalhos abordando o tratamento da Tuberculose
(TB) mediada por PAS tém sido publicados(PATOLE et al., 2006; KIBLEUR et al., 2014;

DONALD e DIACON, 2015; PHAM et al., 2015; DASGUPTA et al., 2016).

Palote e colaboradores (2006) publicaram em seu trabalho os resultados
referentes a sintese de seis diferentes ligantes bases de Schiff (iminas produtos da
condensagdo de aminas primarias com aldeidos) contendo PAS.A analise dos ensaios
desenvolvidos forneceram respostas satisfatorias comparadas as do PAS livre. Um
aumento significativo da atividade antimicrobiana dos novos agregados foi observada
(PATOLE et al., 2006). Ja DAsSGUPTA et al. (2016) publicaram em seu trabalho
mecanismos de liberagdo de PAS mediada por sistemas de encapsulamento compostos
por diferentes polimeros. Uma certa por¢do do farmaco foi incorporada no sistema de
encapsulamento composto por poliésteres e xilitol o qual foi responsavel pela liberagao
adequada da droga. A medida que o sistema de encapsulamento era degradado pelo
meio bioldgico em questdo o farmaco era entdo liberado e em consequénciaativo,desta
forma, a atividade antimicrobiana era alcancada com éxito de acordo com a condi¢des
fisiologicas do meio de liberagdo. A degradacdo dos poliésteres variou de 48% a 76% e

a liberacao de PAS 54% a 65% da sua carga inicial num periodocontrolado de 7 dias.

De forma geral, desde a primeira sintese até¢ os dias atuais, varios
andlogos de PAS foram sintetizados. Desta forma, seria agora oportuno reavaliar esta
molécula bem como sua potencialidade, e produzir novas modificacdes da mesma,
objetivando encontrar agentes quimioterapicos que podem, eventualmente, ser mais

eficazes contra as estirpes resistentes ao PAS livre.

1.4.2 Acido 5-aminossalicilico (5-ASA)

O é4cido 5-aminossalicilico (5-ASA) (Figura 1.10) ¢ um composto organico
pertencente a classe dos salicilatos muito comum por apresentar propriedades terapéuticas
contra diferentes patologias vinculadas a tuberculose, em virtude da sua similaridade
estrutural com o PAS (farmaco de segunda linha que exibe grande atividade
antituberculose), antitumoral (KM et al., 2009), imunomodulador (RAJU et al., 2014) e

principalmente a inflamagéo intestinal (HORACIO LOPES, 2009; XU et al., 2014).

24



Estudos recentes apresentam ainda a sua aplicagdo na area bioldgica, assim
como reporta Soliman ¢ Mohamed (2013), em seu estudo abordando a sintese e emprego

desses em compostos de coordenagdo, bem como ensaios microbioldgicos.

OH i)

C

\OH
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FIGURA 1.10 — Estrutura molecular do 5-ASA.

1.5 Atividade Antimicrobiana in vitro

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessaria devido ao
surgimento de microrganismos resistentes e de infecgdes oportunistas fatais, associadas
a diversas ocorréncias, dentre as mais comuns a AIDS, quimioterapia antineoplasica e
transplantes (PENNA et al., 2001). O estudo de agentes antimicrobianos tem grande
abrangéncia, sendo ponto crucial em varios setores. Outro ponto a ser ressaltado ¢ a
utilizagdo desse estudo como primeira triagem na descoberta da atividade farmacologica
de novos agentes, sendo de extrema importancia no desenvolvimento de novas drogas.
Desta forma, tais pesquisas podem contribuir significativamente no desenvolvimento do
campo da saide em nivel mundial, encontrando substincias mais eficazes e menos
toxicas na corrida contra a resisténcia e o surgimento de microrganismos patogénicos
(Ho et al., 2001; MICHELIN et al., 2005; SiLvA et al., 2007; SILVA et al., 2008).

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade
antibacteriana e antifingica de novos compostos sintetizados. Os mais conhecidos
incluem método de difusdo em agar, método de macrodilui¢do e microdilui¢ao, sendo
este ultimo o mais comumente utilizado. Esse método ¢ muito util na determinagao da
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) ou a Concentragdo Minima Bactericida (CMB)

de compostos (OSTROSKY et al., 2008).
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Desenvolvido por Eloff em 1998, tal método ¢ reconhecidamente um dos
mais vidveis (relacdo entre desenvolvimento e tempo de resposta), preciso, de baixo
custo, além do que sua reprodutibilidade ¢ considerada 30 vezes mais sensivel quando
comparada a outros métodos reportados na literatura. Os protocolos para realizagdo
desta técnica requerem ainda uma pequena quantidade de amostra para os ensaios, as
mesmas que podem ser utilizadas para um grande numero destes. Mesmo que existam
alguns inconvenientes, tais como células de alguns microrganismos que se aderem a
base do pogo, precipitacdo de compostos e a coloracdo dos mesmos em concentragao
alta que poderdo interferir na analise, essa técnica ¢ a mais adequada (OSTROSKY et al.,

2008).

A técnica de microdilui¢do em caldo ¢ uma adaptacdo da macrodilui¢cdo
em caldo, e ¢ assim denominada devido a capacidade de envolver o uso de pequenos
volumes de caldo colocados em placas de 80, 96 ou mais pogos de fundo redondo ou
conico estéreis (placa de ELISA), proprias para microdiluicdo. As placas de
microdilui¢do inoculadas devem ser incubadas a 35 °C por 16-24 h, com no méximo
quatro placas em cada pilha, a fim de manter a mesma temperatura de incubagdo para
todas as culturas de forma uniforme. Os fatores primarios que influenciam nos valores
de CMI no método de diluicdo em caldo s3o os mesmos tanto para a técnica de
macrodilui¢do como para de microdilui¢do, ou seja, a sensibilidade do organismo, o
diluente utilizado, o estdgio e a taxa de crescimento bacteriano (CHRISTOFILOGIANNIS,

2001).

Nesta técnica os agentes antimicrobianos sdo geralmente testados em
diluicdes consecutivas, sendo a menor concentragao capaz de inibir o crescimento de
um organismo a considerada como CMI (MURRAY et al., 1995). Segundo Andrews
(2001),as CMI's sao consideradas excelentes ferramentas para determinar a
susceptibilidade dos organismos aos antimicrobianos e, portanto, usadas para julgar a

performance de todos os outros métodos de susceptibilidade (ANDREWS, 2001).

1.6 Processo Inflamatorio

A inflamacdo consiste em um mecanismo adaptativo de resposta a
estimulos agressivos no sentido de manter o equilibrio homeostatico, respostas estas que

incluem uma série de alteragcdes bioquimicas, fisioldgicas e imunoldgicas (WHITE,
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1999). Mediada por diferentes mecanismos, a resposta inflamatoria pode ser dividida

em duas fases distintas: fase aguda e fase cronica (LAWRENCE e GILROY, 2007).

A fase aguda consiste em um evento transitorio, de inicio rapido, com
duracdo curta e caracterizada pela presenca de exsudagdo de fluido e proteinas
plasmaticas (edema) e a migragdo de leucdcitos, predominantemente de neutréfilos; ja a
fase cronica, de duragdo maior e histologicamente associada com a presenca de
linfécitos e macrofagos, proliferagdo de vasos sangiliineos, degeneragdo tissular e
reparagao fibrotica (LAWRENCE e GILROY, 2007).

As caracteristicas fisiologicas do processo inflamatério sdo iniciadas e
reguladas por mediadores inflamatérios (produtos de leucdcitos e plaquetas ativados, do
metabolismo do &cido araquidonico, prostaglandinas e leucotrienos e das cascatas da
coagulacdo e do complemento) que agem localmente no sentido de restringir as
consequéncias e a extensdo do dano tecidual (ABBAS et al., 2000). Neste caso, o
processo inflamatério tem apenas repercussdo local se ndo, quando passa
completamente despercebido. Em condi¢des em que esta capacidade homeostatica local
ndo ¢ superada, ou pela magnitude do estimulo agressor ou pela insuficiéncia dos
mecanismos reguladores, a resposta inflamatoria extravasa os limites do seu
microambiente e pode se manifestar de modo sistémico em todo organismo ou ainda,
dependendo da quantidade de citocinas liberadas pode ter consequéncias catastroficas

(VOLTARELLI, 1994).

A resposta inflamatéria s6 ¢ benéfica quando atua na tentativa de
controlar os danos teciduais locais, de forma a agir para limitar a sobrevivéncia e
proliferacdo dos patdgenos invasores, promovendo a sobrevivéncia do tecido, reparo e
recuperagdo, além de conservar a energia do organismo. No entanto, quando a
inflamacdo torna-se sistémica, ela pode trazer graves consequéncias ao organismo a
ponto de se generalizar dificultando todo e qualquer tratamento terapéutico

(VOLTARELLI, 1994).

1.7  Doencas Inflamatdrias Intestinais e Terapia de Controle

As doencas inflamatorias intestinais (DII) sdo doencas cronicas de
etiologia desconhecida, apesar de algumas ocorréncias ja terem sido avaliadas, que

compreende, principalmente, doenga de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa
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Inespecifica (RU). Ha indicios que as DIl decorram de respostas imunoldgicas
descontroladas, presumivelmente contra a flora presente no intestino, mais precisamente
de anormalidades imunologicas celulares, ou seja, da reatividade anormal dos linfocitos
T da mucosa gastrointestinal a uma microbiota normal ndo patogénica, ainda

desconhecida (MATSUMOTO et al., 2001).

As DII caracterizam-se por inflamagdes intestinais cronicas nao
infecciosas e manifestam-se clinicamente por diarréia, dor abdominal, perda ponderal,
nauseas e, dependendo da evolu¢do do problema, podem atingir um estado critico
causando cancer de cdlon e podendo levar os pacientes até mesmo a morte. A DC
caracteriza-se por episoddios recorrentes de inflamagdo envolvendo qualquer parte do
canal alimentar, da boca ao anus. A inflamag¢do ¢ transmural resultando em fistulas e
perfuragdes, e descontinua, podendo atingir todo o trato gastrointestinal. J& a RU
consiste em uma inflamagdo que envolve a mucosa do célon e do reto, de forma
continua, sendo o principal efeito decorrente desse disturbio a diarréia sanguinolenta,

seguido de dor abdominal e perda de peso (MAS-MOYA e SINGHI, 2015).

Atualmente tem-se observado um agravante tanto no fato que diz respeito
ao surgimento de novas irritagdes quanto no estagio de desenvolvimento de patologias
intestinais. Muitos destes problemas ndo tem uma etiologia bem fundamentada, no
entanto existem hipoteses que supdem a causa como sendo um conjunto de fatores, os
quais incluem, principalmente, uma predisposi¢do genética, carater hereditario,
envolvimento do ambiente (fumo, alimentacdo, dietas, etc), microbiota atipica, bem
como as proprias alteragdes e/ou desregulacao da resposta imune (MAS-MOYA e SINGHI,

2015).

Algumas terapias tém sido avaliadas com objetivo de suprimir a
ocorréncia bem como a reincidéncia das DII, com esse propdsito a melhoria da
atividade tem sido alcangada com a utilizacdo de salicilatos e imunorreguladores.
Tentativas terapéuticas ndo convencionais também compodem alternativa para inibir o
desenvolvimento da doenga, essas incluem a utilizagdo de nicotina, probidticos, dietas e
heparina. Todas essas tentativas t€ém sido avaliadas a partir de estudos em animais,
incluindo inibi¢do de citocinas prod-inflamatorias, em especificas a do fator nuclear

kappa B e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (CANTORNA et al., 2000).
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A descoberta sulfasalazina, por exemplo, apresentou um grande passo
para cura de DII. Potenciais terapéuticos interessantes sao observados neste, no entanto
seu uso continuo apresenta importantes limitagdes. Além de recidivas comuns em
pacientes que fazem uso dessa medicacdo, efeitos adversos sdo comuns em mais de um
terco dos doentes, em muitos casos ocorrendo de forma frequente, necessitando, em

casos mais extremos, da suspensdo da medicagdo (PODOLSKY, 2002).

Desta forma, objetivando a redugdo de tais efeitos colaterais e
consequentemente permitindo manter a administragdo, bem como a eficacia do
tratamento de tais doencas, pesquisas foram realizadas no intuito de avaliar
separadamente os dois componentes que compdem a sulfasalazina. Mediante
investigagdes, ficou comprovado que a fracdo responsavel pela maioria dos efeitos
adversos nos pacientes era causados pelo radical sulfapiridina, enquanto que a fungao
terapéutica (antiinflamatodria) era exercida pela fragdo do acido S-aminosalicilico (5-
ASA), sendo responsavel pela inibicdo da sintese de prostaglandinas, reducdo do
metabolismo do 4cido araquidonico, efeito inibitério na quimiotaxia dos leucécitos e a
secrecdo da adenosina induzida, bloqueio das vias da cicloxigenase e lipoxigenase,
redu¢do da formagao de radicais livres de oxigénio, bem como age na inibi¢ao do fator

de necrose tumoral kappa 3 (PODOLSKY, 2002; CALTABIANO, 2010).

Apesar do grande numero de drogas que podem atuar como
antiinflamatérios gerais ou seletivos contra DII, as mesmas ndo asseguram a cura total
da doenca.Ainda assim, conforme amplo espectro de atividade, a classe de farmacos
mais atrativa na terapia convencional de doencas inflamatdrias do intestino sdo a base

de 5-ASA (BIONDO-SIMOES et al., 2009).

Nos ultimos quinze anos uma variedade de compostos contendo a fragdo
5-ASA foram langados com objetivo de serem melhor adaptados e efetivos ao
tratamento das inflamag¢des conforme estadgio da doenga. Compostos orais com 5-ASA
sao apropriados para diferentes modulagdes da doenga intestinal, dentre os quais

incluem os apresentados na Figura 1.11.
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FIGURA 1.11 - Compostos com 5-ASA e esquema de liberacio (SANDBORN e
FAUBION, 2000; BIONDO-SIMOES et al., 2009).

Na auséncia de atividade satisfatéria de tratamentos convencionais das
DII, e partindo da mesma motivagao das alternativas do PAS,varias opcoes terapéuticas
tem sido avaliadas, dentre elas, a utilizacdio dos corticosteroides, anticorpos
monoclonais quimérico, moduladores do principio ativo e modificagdes estruturais,

conforme a motivacao do referido estudo.

Os corticosterdides agem controlando a doenga de maneira complexa,
incluem modulagdo de fosfolipase A, interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a)), molécula de adesao nas interagdes entre os leucocitos e o endotélio-1 (ELAM-
1) e molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e a lise dos linfécitos e eosinofilos
(PopoLsKY, 2002). Ja o uso de anticorpos monoclonais quimérico, os mesmos que
compreendem regides constantes humanas e regides varidveis murinas que reconhecem
o TNF-a, neutralizando a sua atividade bioldgica, causando em consequéncia disso o
controle da doenga por meio do fechamento de fistulas causadas pelas DII (SANDBORN e
FAUBION, 2000; BEN-HORIN et al., 2014). Ja& a modulacdo do 5-ASA por meio da
funcionalizacdo estrutural intermediada por modificagdes estruturais se mostra uma

interessante alternativa que viabiliza o tratamento das DII.
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CAPITULO 2



2

2.1

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar ligantes do tipo base de Schiff fazendo uso dos

acidos 4- e 5S-aminosalicilico visando aplicagdo biologica.

2.2

Objetivos Especificos

Sintetizar novos ligantes a partir do 4- ¢ 5-ASA;

Caracterizar os ligantes obtidos por meio de ponto de fusdo, solubilidade, analise
elementar CHN, espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho,
espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta visivel, ressonancia
magnética nuclear de 'H;

Avaliar, por meio de ensaios microbioldgicos, a atividade biologica in vitro
[concentragdes minimas inibitorias (CMIs)] dos ligantes obtidos a partir de

cepas de E. coli, P. aeruginosa ¢ S. aureus.
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CAPITULO 3



3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

Todos os materiais de partida, incluindo produtos quimicos e solventes,

estdo comercialmente disponiveis em grau analitico e foram utilizados como adquiridos,

sem purificacdo adicional.

Neste trabalho, foram empregados reagentes e solventes de diferentes

naturezas e procedéncias, conforme listados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Procedéncia, natureza e pureza dos solventes utilizados.

Solvente/ Formula  Massa molecular Procedéncia/ Pureza
Reagente quimica (g.mol'l) Fabricante (%)
Acetona CsHeO 58,08 Isofar P.A
Acetonitrila CH3CN 41,05 Merck P.A
Acido 4-aminossalicilico C,H-NOs 15312 Aldrich 99
, (4-ASA)
Acido 5-aminossalicilico C,H;NO; 153,12 Aldrich 95
(5-ASA)
Benzeno CsHe 78,11 Isofar P.A
Cloroférmio CHCl; 119,38 Synth P.A
Diclorometano CH,Cl, 84,93 Neon P.A
Dimetilformamida (DMF) CsH7NO 73,09 Vetec P.A
Dimetilsulféxido (DMSO) C2HsOS 78,13 Vetec P.A
Etanol (EtOH) C,HgO 46,07 Panreac PA
Hexano CeH14 86,18 Neon P.A
Metanol (MeOH) CH,0 32,04 Synth PA
p-(dietilamino)salicialdeido )
C11H15NO, 193,24 Aldrich 98
(DEAS)
p-(dimetilamino)benzaldeido )
CoH11NO, 149,19 Aldrich 98
(DMAB)
2,3 dihidroxibenzaldeido )
C7HeO3 138,12 Aldrich 97
(DHB)
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3.2 Sintese dos ligantes bases de Schiff obtidas a partir dos principios 4-ASA e
5-ASA
As bases de Schiff sintetizadas foram obtidas pela condensagdo direta

dos principios ativos, cada qual com um aldeido correspondente.

3.2.1 Acido 4-((4’-dimetilamino) benzilideno) amino-2-hidroxibenzoico (BS4)

Em um béquer com capacidade de 25 mL foram adicionados uma
solucdo de aproximadamente 0,1531 g (1 mmol) de 4-ASA em 5 mL de metanol, e em
seguida verteu-se sob a solugdo em agitacdo, 0,1657 g (1 mmol) de p-
(dimetilamino)benzaldeido (DMAB) em 5 mL de metanol, obtendo de forma
instantanea o produto so6lido de interesse, conforme o esquema da sintese apresentada na

figura 3.1, o qual foi filtrado e seco para posterior caracterizagao.

Formula Molecular = C16H16N203

Massa molecular = 284,31 g.mol™

COOH
OH
o_ H
COOH el
OH
N_ H
+ L
NH, N
RN
N

7\

FIGURA 3.1 — Esquema de preparacao do ligante Base de Schiff denominado BS4.
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3.2.2 Acido 5-((4’-dimetilamino) benzilideno) amino-2-hidroxibenzoico (BS5)

Em um béquer com capacidade de 25 mL foram adicionados uma
solugdo de aproximadamente 0,1531 g (1 mmol) de 5-ASA em 5 mL de metanol, ¢ em
seguida verteu-se sob a solucao em agitagao, 0,1657 g (1 mmol) de DMAB em 5 mL de
metanol, obtendo de forma instantanea o produto solido de interesse, conforme o
esquema da sintese apresentada na figura 3.2, o qual foi filtrado e seco para posterior

caracterizagao.

Formula Molecular = CsHsN>O3

Massa molecular = 284,31 g.mol”'

OH
COOH
O, H
\
OH e
COOH
N_ H
+ — N + H,0
NH, N
7/ N\
N
RN

FIGURA 3.2 — Esquema de preparacdo do ligante Base de Schiff denominado BSS.

3.2.3 Acido 4-(2’,4’-dihidroxibenzilideno) amino-2-hidroxibenzoico (BS6)

Em um béquer com capacidade de 25 mL foram adicionados uma
solugdo de aproximadamente 0,1531 g (1 mmol) de 4-ASA em 5 mL de metanol, ¢ em
seguida verteu-se sob a solucdo em agitagdo, 0,13812 g (I mmol) de 24
dihidroxibenzaldeido (DHB) em 5 mL de metanol, obtendo de forma instantanea o
produto sdlido de interesse, conforme o esquema da sintese apresentada na figura 3.3, o

qual foi filtrado e seco para posterior caracterizagao.

Formula Molecular = C14H{1NOs

Massa molecular = 273,25 g.mol”'
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COOH N

OH 0

NH, OH

OH
FIGURA 3.3 — Esquema de preparacdo do ligante Base de Schiff denominado BS6.

3.2.4 Acido 5-(2’,4’-dihidroxibenzilideno) amino-2-hidroxibenzoico (BS7)

Em um béquer com capacidade de 25 mL foram adicionados uma
solucdo de aproximadamente 0,1531 g (1 mmol) de 5-ASA em 5 mL de metanol, e em
seguida verteu-se sob a solugdo em agitagdo, 0,13812 g (1 mmol) de DHB em 5 mL de
metanol, obtendo de forma instantanea o produto so6lido de interesse, conforme o
esquema da sintese apresentada na figura 3.4, o qual foi filtrado e seco para posterior

caracterizagao.

Formula Molecular = C;4H{1NOs

Massa molecular = 273,25 g.mol™

OH
O\ H COOH
OH hed
COOH O
H
o
NH, OH
OH

FIGURA 3.4 — Esquema de preparacdo do ligante Base de Schiff denominado BS7.
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3.2.5 Acido 4-((4’-dietilamino)-2’-hidroxibenzileno) amino)-2-hidroxibenzoico
(BS8)

Em um béquer com capacidade de 25 mL foram adicionados uma
solugdo de aproximadamente 0,1531 g (1 mmol) de 4-ASA em 5 mL de metanol, ¢ em
seguida verteu-se sob a solugdo em agitagao, 0,1934 g (1 mmol) de p-
(dietilamino)salicildeido (DEAS) em 5 mL de metanol, obtendo de forma instantanea o
produto sdlido de interesse, conforme o esquema da sintese apresentada na figura 3.5, o

qual foi filtrado e seco para posterior caracterizagao.

Formula Molecular = C;gH,oN>O4

Massa molecular = 328,37 g.mol”

COOH
OH
o_ H
COOH N
OH HO
N_ H
N\
+ —_ C/ + H,0
HO.
NH, N
AN

CH;CH,” " CH,CH;

CH,CHy” \CHZCH3
FIGURA 3.5 — Esquema de preparacao do ligante Base de Schiff denominada BSS.

3.2.6 Acido 5-((4’-dietilamino)-2’-hidroxibenzileno) amino)-2-hidroxibenzoico
(BS9)

Em um béquer com capacidade de 25 mL foram adicionados uma
solugdo de aproximadamente 0,1531 g (1 mmol) de 5-ASA em 5 mL de metanol, ¢ em
seguida verteu-se sob a solucao em agitacao, 0,1934 g (1 mmol) de DEAS em 5 mL de
metanol, obtendo de forma instantanea o produto solido de interesse, conforme o
esquema da sintese apresentada na figura 3.6, o qual foi filtrado e seco para posterior

caracterizagao.
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Formula Molecular = Ci1gH,0N>O4
Massa molecular = 328,37 g.mol™
OH
COOH

O\ H

OH N
COOH HO
N\
+ —> N + H0
HO

NH, N

/ \

CH;CH,” " CH,CH;

T

CHyCHY CH,CH,

FIGURA 3.6 — Esquema de preparacdo do ligante Base de Schiff denominado BS9.
33 Instrumentacio e Técnicas Experimentais de Caracterizacio

Os compostos sintetizados foram caracterizados no estado so6lido e em

solugdo pelas técnicas descritas abaixo:

3.3.1 Pontos de Fusao (P.F)

Os pontos de fusdo (sem correcdo) foram determinados em um aparelho

modelo PFMII disponivel no Departamento de Quimica UFG/RC.

3.3.2 Testes de Solubilidade

A solubilidade dos produtos formados foi verificada mediante a
realizagdo de testes com diferentes solventes, os mesmos realizados adicionando-se uma
pequena quantidade do produto sélido em aproximadamente 4 mL de solvente. (Tabela

3.2).
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TABELA 3.2 — Solventes utilizados para os testes de solubilidade.

Solvente Polaridade
Acetona Polar
Acetonitrila Alta Polaridade
Agua (H,0) Polar
Benzeno Apolar
Cloroférmio Apolar
Diclorometano Polar

Dimetilformamida (DMF)
Dimetilsulfoxido (DMSO)

Alta Polaridade
Alta Polaridade

Etanol (EtOH) Polar
Hexano Apolar
Metanol (MeOH) Polar

3.3.3 Analise Elementar de Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio (AE CHN)

A andlise elementar (AE) de CHN (carbono, hidrogénio e nitrogénio) ¢
utilizada para medir a fragdo de massa correspondente de tais &tomos em moléculas por
meio de um processo o qual baseia-se no classico método de Pregl-Dumas, em que as
amostras sdo sujeitasa combustdio em uma atmosfera de oxigénio puro, € o0s gases
resultantes dessa combustio sdo quantificados em um detector TCD (detector de condutividade

térmica) (THOMPSON, 2008).

O principio da técnica consiste na combustao completa a temperaturas de
900 a 1200° C de uma amostra de massa conhecida do material de interesse na presenca
de excesso de oxigénio produzindo CO,, H,O, NOy e SOy. Tais gases formados sdao
rapidamente homogeneizados em uma cdmara de mistura. Apds a mistura, os gases sdao
despressurizados e carregados por um gas inerte ¢ de alta pureza através de uma coluna
cromatografica, onde os mesmos sao separados € em seguida analisados através de um
detector de condutividade térmica (MA e GUTTERSON, 1974; SKOOG et al., 2002)
(THOMPSON, 2008).

Na presenga dos demais elementos, alguns até mesmo indesejados, os
mesmos sao convertidos em seus respectivos produtos de combustao e entdao eliminados

por adsorventes, bem como todo oxigénio remanescente do processo, uma vez que O
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sistema ¢ munido ainda de uma camara que contém cobre de alta pureza, que sob
aquecimento de 600° C, tem por funcdo a captura de produtos indesejados antes da

separac¢do e analise pelo detector (THOMPSON, 2008).

Essa técnica se mostra muito util no que diz respeito ndo somente a
caracterizacdo qualitativa dos componentes da substancia (por meio da comparacao das
proporcdes obtidas experimentalmente e as obtidas por cdlculos tedricos), como

também a determinacdo da pureza da amostra.

Desta forma, as determinag¢des dos teores de carbono, hidrogénio e
nitrogénio das amostras foram realizadas em um Analisador Elementar CHNS/O da
Thermo Scientific, modelo FLASH 2000 acoplado a uma ultra-microbalan¢a da Mettler
- Toledo (precisao: 1,000 mg +ou- 0,001) disponivel no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Uberlandia — UFU Campus de Ituiutaba-MG.

3.3.4 Espectroscopia de Absorc¢ao Vibracional na Regiao do Infravermelho (IV)

Um dos mais proeminentes entre os métodos espectroscopicos de
vibragdo ¢ a espectroscopia de absor¢dao na regido infravermelho (IV), tratando-se de
uma técnica, apesar de robusta, padrio para a caracterizagdo de compostos,
principalmente no seu estado solido. Este método oferece informagdes sobre a estrutura
e conformacao molecular através das vibragdes das ligagdes entre os atomos (SKOOG et

al., 2002; PAvIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2012).

De modo geral, a técnica de absor¢do na regido do infravermelho tem
como fundamento as frequéncias vibracionais especificas das ligagdes dos compostos,
as quais correspondem a niveis de energia da molécula, aos modos vibracionais. Tais
frequéncias sdo dependentes da forma da superficie de energia potencial da molécula,
da geometria molecular, das massas dos atomos e eventualmente do acoplamento de
vibragdo. Deste modo, grupos funcionais distintos apresentaram absor¢des com
intensidade e em regides distintas do espectro, fazendo da espectroscopia de
infravermelho uma metodologia bastante util na identificagdo de compostos e na
identificagdo de polimorfos, uma vez que os mesmos terdo espectros caracteristicos. E
por vezes considerada uma técnica de caracterizacdo complementar, no entanto ¢ de

grande relevancia na elucidagdo estrutural quando diz respeito as regides digitais dos

espectros (SKOOG et al., 2002; PAviA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2012).
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A condig¢do para que ocorra absor¢do da radiacdo infravermelha é que
haja variagdo do momento de dipolo elétrico da molécula como conseqiiéncia de seu
movimento vibracional, bem como o espectro de infravermelho tem origem quando a
radiacdo eletromagnética incidente tem uma componente com a frequéncia
correspondente a uma transi¢do entre dois niveis vibracionais (SKOOG et al., 2002;

PAvVIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2012).

Durante o movimento vibracional de uma molécula ocorre a mudanga
periddica do momento de dipolo elétrico (n) da mesma, numa mesma direcdo do eixo
das coordenadas fixas no espaco. Quando a frequéncia dessa oscilagdo entra em
ressonancia com a frequéncia da radiacdo incidente ocorre a absor¢do na regido do
infravermelho. A absor¢do de radiacdo infravermelha envolve transi¢des entre estados
vibracionais e a probabilidade com que estas transi¢des ocorrem depende do estado
vibracional inicial, final e do momento de dipolo elétrico da molécula (n). De outra
forma, pode-se dizer que o espectro de absor¢do no infravermelho tem origem quando a
radiacdo eletromagnética incidente tem uma componente com a frequéncia
correspondente a uma transi¢do entre dois niveis vibracionais (SKOOG et al., 2002;
STUART, 2004; PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2012; GAUGLITZ ¢ MOORE,
2014).

Considerando a vibragdo como um oscilador harménico simples, as
frequéncias nas quais as moléculas vibram sdo denominadas frequéncias normais de
vibragdo e correspondem as frequéncias que as moléculas absorvem, e que se associam,
preferencialmente, aos movimentos dos 4tomos nas moléculas, podendo ser de alta ou
baixa frequéncia, absor¢do ativa (associadas a mudanga de momento de dipolo) ou
inativa (frequéncias normais de vibracdo que provocam mudanca somente na

distribuicdo de carga) (STUART, 2004; GAUGLITZ ¢ MOORE, 2014).

Como ja apresentado, para que uma determinada molécula apresente
absorc¢ao no IV, suas vibragdes moleculares devem resultar numa alteracao do momento
dipolar. As vibragdes moleculares podem ser classificadas em deformagdes axiais ou
estiramentos ¢ deformacdes angulares. Os estiramentos sdo as alteragdes da distancia
internuclear dos atomos envolvidos, ou seja, aumento e diminui¢do dessa distancia,
alternadamente. J4 as deformacdes angulares podem consistir de uma mudanga no
angulo de ligacdo com um grupo de 4tomos ou o movimento de um grupo de atomos em
relacdo ao restante da molécula. O numero de modos vibracionais de uma molécula ¢
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determinado de acordo com seus graus de liberdade de vibragdo, por exemplo, uma
molécula nao linear (de n atomos) tem 3n—6 graus de liberdade vibracionais, ja
moléculas lineares apresentam 3n—5 graus de liberdade vibracionais (CANTOR e

SCHIMMEL, 1980).

Quando ha interesse sobre um grupo funcional especifico que pertence a
uma molécula, a regra dos 3n—6 graus de liberdade ndo ¢ aplicavel, pois se trata de uma
pequena por¢do da molécula. Dessa forma devem aparecer varios modos vibracionais.
As transi¢Oes vibracionais normalmente observadas num espectro de IV sdo conhecidas
como transi¢des fundamentais que geram as bandas fundamentais; elas ocorrem entre o
nivel fundamental vibracional da molécula e o seu primeiro estado excitado, respeitando
a regra de sele¢do para osciladores harmodnicos. Além da banda fundamental existem
ainda as bandas de sobreposicdo. A energia necessaria para que haja a transi¢do

fundamental é quantizada e ¢ dada pela equagdo 1:
AE = hf Equacdo 1

Onde AE ¢ a diferenca de energia entre os niveis excitado e fundamental,

h a constante de Planck e f a freqiiéncia vibracional.

A partir de algumas informag¢des das moléculas € possivel ainda calcular
o nimero de onda de absor¢cdo das deformagdes axiais aplicando-se a lei de Hooke,
fazendo analogia a um sistema onde dois atomos e suas ligacdes sdo representados por
duas massas presas a uma mola. O sistema ¢é tratado como um oscilador harmonico
simples, a partir do qual se tem a representacao por meio da equacao 2 que da o valor de
n para uma molécula diatdmica; onde: ¢ ¢ a velocidade da luz; k ¢ a constante de forca
de ligag@o interatomica; m ¢ a massa reduzida de uma molécula diatomica, onde cada
um de seus atomos tem massas m; € mp, respectivamente, de modo que m =

m;m,/m;+m; (CANTOR ¢ SCHIMMEL, 1980; SILVERSTEIN et al., 2012).

1k )
Vv=—_— Equacgéao 2
2me | 1

O equipamento usado nas medidas das vibragdes moleculares ¢ o
espectrofotometro de infravermelho. Os primeiros espectrofotdmetros eram conhecidos

como espectrofotdmetros dispersivos, e faziam uso de um prisma para fazer a separagdo
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dos comprimentos de onda da radiacdo eletromagnética que seria incidida na amostra.
Posteriormente os prismas foram substituidos por grades de difragdo, porém o processo
de medicdo era essencialmente o mesmo. Os espectrofotometros dispersivos comecgaram
a ser substituidos pelos espectrofotdometros de transformada de Fourier no inicio da
década de 1980. Os equipamentos atuais t€ém seu funcionamento baseado na
interferometria para produzir o espectro, e esta técnica ¢ chamada de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (do inglés Fourier transform infrared ~ FT-
IR) (STUART, 2004; PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2012; GAUGLITZ ¢ MOORE,
2014).

O principio da transformada de Fourier ¢ fundamentado, especialmente,
pelo componente optico denominado interferometro de Michelson. Neste, um feixe de
luz, radia¢do infravermelha, ¢ dividida em dois feixes perpendiculares, por intermédio
de um divisor de feixes (beamsplitter), que quando posicionado em um angulo de 45°
reflete parte da feixe para uma fonte mével e outro para uma fonte fixa. Os dois feixes,
provenientes da mesma fonte, sdo refletidos pelas fontes fazendo com que regressem
novamente ao beamsplitter. Quando os dois feixes se reencontram eles se recombinam
por meio de interferéncias construtivas e destrutivas. Este feixe recombinado atravessa a
amostra interagindo com a mesma, tal radiagdo que atravessa ¢ entdo coletada por um
detector, o qual registra o sinal conduzindo-o a um computador que sera responsavel por
realizar a transformada de Fourier e converter o interferograma registrado em um
espectro de infravermelho (STUART, 2004; PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2012;

GAUGLITZ ¢ MOORE, 2014).

Em suma, os analisadores de infravermelho absorvem radiagdo, em
diferentes comprimentos de ondas, dos grupos quimicos especificos presentes nas
moléculas. A resposta, o espectro de infravermelho, é obtido pela passagem da radiacao
infravermelha através de uma amostra determinando a fracdo da radiacao incidente que
¢ absorvida com uma determinada energia. Em resposta a interagcdo das vibragcdes com o
momento de dipolo elétrico da molécula ¢ registrado a porcentagem de radiagdo
eletromagnética que atravessou a amostra (transmitancia (T %)) em funcdo do
comprimento de onda. No entanto, na espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho ndo ¢ usual se expressar em comprimento de ondas e sim o inverso do
comprimento de onda, para se ter uma relagao direta com a frequéncia. Desta forma, o

. . , . , . 7 -1
inverso do comprimento de onda ¢ denominado numero de onda e sua unidade ¢ o cm™,
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logo os espectros sdo expressos em valores de transmitancia (%) vS. nimero de onda

(cm™).

Os espectros de IV foram obtidos utilizando o espectrofotometro FT-IR
de modelo IR PRESTIGIE 21 (na regido entre 4000-400 cm™) da empresa Shimadzu
instalado no laboratério de Instrumentagdo II nas dependéncias do Departamento de
Quimica UFG/RC, onde foi preparada a amostra na forma de pastilhas contendo os
ligantes, os compostos coordenados com o metal e brometo de potassio (KBr) 1% m/m

para a realizacdo da analise.

3.3.5 Espectroscopia Eletronica na Regiao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

A Espectroscopia Eletronica UV/Visivel resulta das transi¢des
eletronicas que ocorrem devido a absor¢do de radiacdo pelos elétrons nas ligacdes ou
grupos funcionais especificos na molécula, os chamados grupos cromoéforos. O
comprimento de onda de absor¢do ¢ uma medida de energia necessaria para a referida
transicdo, enquanto a intensidade, em termos do coeficiente de absor¢do molar, ¢ fung¢ao
da probabilidade da ocorréncia da transi¢do, ou seja, obtém-se bandas de absor¢ao
correspondentes as transi¢cdes eletronicas do estado fundamental a um estado excitado

(OWEN, 1996; LaAkowIcz, 2007).

A espectroscopia eletronica na regido do UV-Vis envolve a absor¢ao de
luz UV/Visivel através de uma molécula, promovendo a passagem de um elétron de um
orbital molecular de menor energia (HOMO) para uma orbital de maior energia
(LUMO). Sendo assim, esta técnica baseia-se na energia de excitacdo que ¢ necessaria
para a transi¢do de elétrons entre orbitais moleculares que permite obter informacao

estruturais do sistema (LAKOWICZ, 2007).

A espectroscopia UV/Visivel ¢ uma técnica quantitativa, uma vez que a
radiagdo absorvida por uma espécie (absorbancia) depende diretamente da sua
concentragcdo na amostra, relacao descrita pela lei de Beer — Lambert (Equagao 1), onde
tem-se a absorbancia representado por A, o coeficiente de absor¢ao molar da espécie (L
mol” cm™) por &, 1 é o caminho 6ptico (cm) do feixe (cubeta utilizada para medida) e C
¢ a concentra¢dao molar da espécie analisada.

A=¢e.l.c Equacao 3
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Para ligantes, moléculas de constituicdo predominantemente organicas,
as principais bandas de absorcdo esperadas correspondem a transi¢cdes de elétrons
provenientes de grupos funcionais, compostos carbonilicos e carboxilicos bem como
compostos com duplas ou triplas conjugadas, compostos aromaticos, em orbitais nao

ligantes, n, ou ligantes, m, para orbitais anti-ligantes (n — n*) e (1 — ©*).

No que diz respeito aos complexos metalicos, a absor¢do da radiagdo
Ultravioleta ou Visivel pode ser resultante de uma ou mais das seguintes transigdes:
- Transigdes de orbitais d—ddo ion metalico, que no caso dos metais de
transicao sao transicoes d —d;
- Transicdes entre orbitais do ligante (conforme ja citado);
- Transigdes de transferéncia de carga ligante-metal, metal-ligante, ligante-

ligante, ou metal-metal;

Todas as transi¢des passiveis de ocorrer dependem diretamente da constituigao
da matéria, do ligante,e para compostos de coordenacdo dependem ainda do ion
metalico, dos 4&tomos envolvidos na coordenagdo e da geometria do complexo. De uma
forma geral, ¢ necessario ter conhecimento prévio do sistema a ser caracterizado uma
vez que provaveis interacdes sempre estdo sujeitas de ocorrer ao longo da
experimentacao interferindo no sinal esperado. Um exemplo comum a ser mencionado ¢
o efeito do solvente, o qual influencia na variacao da posicao, intensidade e formato das
bandas de absor¢ao, refletido pela interagdo soluto-solvente que modifica a diferenca de
energia entre os estados, o que pode a vir a causar resultados diferentes dos esperados

ou mesmo conflitantes (OWEN, 1996; LAKOWICZ, 2007; PAVIA et al., 2010).

Os espectros de excitagdo na regido do UV-Vis foram obtidos em solugao
de metanol usando-se um espectrofotometro VARIN CARY 50 com resolucdo de 1,5

nm, instalado nas dependéncias do Departamento de Quimica UFG/RC.

3.3.6 Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear (RMN)

A Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ¢
reconhecidamente uma das mais importantes técnicas para a investigacdo molecular,

constitui um método analitico, em particular, adequado para a elucidagdo de estruturas
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quimicas de moléculas organicas e inorganicas pela interpretagdo de seus espectros uni
e bidimensionais, originados pelos mais diferentes nticleos como, por exemplo, lH, 13 C,
19% 15%g 3lp Il 119g... 1 13 c .

F, °N, °'P, "B, “Sn; sendo H e °C os mais utilizados na quimica de um modo

geral.

A espectroscopia de RMN baseia-se no estudo das propriedades de spin
nuclear dos 4tomos e explora os efeitos de um campo magnético nos nticleos, baseando-
se na absor¢ao de energia na gama das radiofrequéncias por parte de nucleos numa
molécula na presenga de um campo forte (GIL e DE GUSMAO CAMPOS GERALDES,
2002).

Alguns nucleos possuem momento angular de spin (ou spin nuclear) (J),
que resulta da combina¢do dos spins dos protons e dos néutrons desse nucleo. Quando
os numeros de protons e de néutrons sdo ambos pares, essa combinagdo resulta num
spin nuclear nulo e os nucleos sao inativos em RMN. Para todas as outras combinagdes,
o spin nuclear ¢ diferente de zero e o nucleo assume determinados estados de spin bem
definidos que estdo relacionados com as orientagdes permitidas para o spin nuclear. Na
presenga de um campo magnético muito intenso, a degenerescéncia destes estados
energéticos ¢ avaliada, podendo ocorrer transigdes entre os diferentes estados de spin
nuclear. Essas transi¢des sdo de baixa energia quando comparadas com outras técnicas
espectroscopicas e a radiagdo eletromagnética envolvida encontra-se na gama de
comprimentos de onda das radiofrequéncias. Num espectrometro de RMN, a ocorréncia
de transi¢cdes pode ser detectada através da radiacdo emitida quando os nucleos
excitados regressam ao estado fundamental (PAvIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al.,
2012).

O nucleo de um elemento pode dar origem a varios sinais numa regiao
vizinha, por isso o sinal de ressonancia de um nticleo ndo depende sé das caracteristicas
do proprio nucleo, como também de sinais que compdem toda a vizinhanga quimica, a

qual ¢ composta pela presenca dos d&tomos constituintes da molécula.

O fendmeno de ressondncia magnética ocorre quando pulsos de
radiofrequéncia sdo aplicados sobre uma amostra submersa em um campo magnético
intenso. Alguns nucleos atdmicos irdo absorver energia, uma vez que parte desses
nucleos possui momentos magnéticos notadamente capazes de entrar em ressonancia

com a fonte magnética (alinhando-se a favor do campo) e havendo mudanca de energia,
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enquanto outros ndo, os quais sofrem movimento de precessdo, dependendo das

propriedades magnéticas de cada um (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2012).

Os sinais de RMN detectados sdo dependentes do ambiente eletronico do
nucleo e do movimento das moléculas. Por isso a espectroscopia de RMN ¢ uma técnica
extremamente informativa sobre a estrutura da matéria, uma vez que caracteriza os
deslocamentos quimicos, intensidade, multiplicidade e algumas propriedades de
relaxagdo fornecendo, portanto, informag¢do sobre o ambiente em que se encontra o
nicleo e em consequéncia disso tem-se a elucidacdo da molécula de interesse
(SILVERSTEIN et al., 2012).

As analises de¢ RMN 'H ¢ C foram feitas em amostras dos ligantes,
bases de Schiff, dissolvidas em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6). Os espectros
foram registrados em um espectrometro BRUKER AVANCE III — 11,7 Teslas (500
MHz para frequéncia de 'H e 125 MHz para "°C) pertencentes ao Laboratorio de
Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da Universidade Federal

de Goias — UFG.

3.4  Determinacao da Concentracio Minima Inibitéria (CMI)

Os ensaios microbioldgicos seguiram o protocolo de Determinacdo da
Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) de acordo com CLSI (do inglés, Clinical and
Laboratory Standards Institute — Instituto de padrdes clinicos e laboratoriais) M07-A9
9th edition, 2012 (CLsI, 2002).

As cepas microbianas utilizadas foram: Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Antes dos microrganismos serem utilizadas nos ensaios de
citotoxicidade, uma série de procedimentos e materiais foram utilizados como descritos

a seguir.

Em um primeiro momento todos os materiais utilizados, incluindo o
caldo Miiller-Hinton (MH), foram anteriormente esterilizados em autoclave por 15

minutos a 121 °C e pressao de 15 psi.

Os microrganismos da espécie, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, foram cultivados em 2 mL de caldo MH estéril no
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periodo de 4-6 horas antes do experimento, de modo a obter microrganismos em escala
log. Apos a turvagdo do meio de cultura inoculado, padronizou-se na escala de 0,5 de
McFarland em caldo MH, resultando em 1x10® UFC/mL. Para o teste de microdiluico

em placas de ELISA diluiu-se o padronizado na fra¢ao de 1:40.

Preparou-se uma solugdo estoque (uma em caldo MH com 25% de DMF
(N,N’—dimetilformamida) e outra em caldo MH e 1% de DMSO) de concentragdo

10240 pg/ml (10,24 mg/ml) para cada composto de interesse a ser testado.

Com a pipeta multicanal, dentro da cabine de biosseguranca e de modo
asséptico, distribuiu-se 100 uL. de MH estéril em todos os pocos da placa (Figura 3.7)
que foram utilizados no ensaio. No caso especifico, para as trés espécies microbianas,
preencheram-se os pogos A-F 1-12. Cada par de letras recebeu uma espécie microbiana
em duplicata [E. coli (A-B); P. aeruginosa (C-D); e S. aureus (E-F)], e as diluigdes
testadas (512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 ¢ 1 ug/mL, de acordo com CLSI) foram

distribuidas ao longo dos pogos numerados de 1-10.
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FIGURA 3.7 — Representacao e disposi¢do da placa de Elisa utilizada nos ensaios.
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Micro-organismos

Como apresentado na figura, a coluna 11 foi designada para ser o
controle positivo (+): amoxicilina tri-hidratada 32 pg/mL; e a coluna 12 o controle

negativo (-): caldo MH + 24 uL in6culo respectivo.
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As dilui¢des foram realizadas de forma seriada. Com a pipeta multicanal,
em ambiente estéril da cabine de biosseguranca e de modo asséptico, pipetou-se 100 pul
da solucdo padronizada a ser testada na coluna 1. Homogeneizou a solucdo pipetando-se
duas vezes a mesma solug@o nos pogos. Da mesma forma aspirou-se 100 uL. dos pocos
da coluna 1 e pipetou-se na coluna 2, homogeneizando de forma semelhante ao citado
anteriormente. Repetiu-se o processo até completar a placa, descartando os 100 pL

excedentes.

Com os pogos devidamente preenchidos com caldo MH e os compostos a
serem testados nas suas respectivas concentragdes, 0s microrganismos foram
adicionados (24 pL) aos mesmos e ao controle positivo a fim de obter uma concentragao

aproximada de 5x10* UFC/mL a 5x10° UFC/mL por pogo.

Seguido o protocolo conforme explanado, a placa foi fechada,
devidamente protegida com plastico filme e homogeneizada. Incubou-se a mesma por

18-24h sob estufa a temperatura de 37 °C.

Apo6s o tempo de crescimento, as placas foram novamente levadas a
estufa e adicionou-se 20 pL do corante TCT (do inglés, 2,3,5—triphenyl-2H-tetrazolium
chloride ~ 2,3,5 cloreto de trifeniltetrazolio) (0,25 %) para revelagdo dos ensaios

conforme mudanga de coloragdo dos pogos.

A revelacdo mediada pela utilizagdo do corante baseia-se na atividade
das enzimas desidrogenases as quais catalizam as reacdes respiratdrias nas
mitocondrias, durante a glicdlise e o ciclo de Krebs. Estas enzimas, particularmente a
desidrogenase do acido malico, reduzem o sal de tetrazélio em tecidos vivos, conforme

apresentado na Figura 3.8 (NETO et al., 1998).
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FIGURA 3.8 — Equacao representativa da rea¢do do corante TCT na mitocondria.

Quando o TTC ¢ reduzido, formando o trifenilformazan, isto indica que
ha atividade respiratéria nas mitocondrias, significando que ha viabilidade celular e do
tecido. Portanto, a coloragdo resultante da reacdo ¢ uma indicagdo positiva da
viabilidade através da deteccdo da respiragdo a nivel celular. Tecidos ndo vidveis ndo
reagem e conseqiientemente ndao sdo coloridos. Sendo o tecido vigoroso, haverd a
formacao de uma coloragao avermelhada; se o tecido estd em deterioragao, um
vermelho mais intenso sera formado, em virtude da maior intensidade de difusdo da
solugdo de TTC pelas membranas celulares comprometidas de tais tecidos; se 0 mesmo
¢ ndo viavel, a redugdo do sal ndo ocorrera, ¢ o tecido morto contrastara como branco
(ndo colorido) com o tecido colorido viavel. A observacao de tais diferencas de cor,
juntamente com o conhecimento de diversas caracteristicas dos controles, permite a
determinagdo da presenca, da localizacdo e da natureza dos disturbios que podem

ocorrer nas estirpes (NETO et al., 1998).
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CAPITULO 4



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta se¢do sdo apresentados os resultados e discussdes dos ligantes,
bases de Schiff, que foram caracterizados em solugdo e no estado sélido por técnicas de
ponto de fusdo, solubilidade, analise elementar CHN, espectroscopia de vibragdao na
regido do infravermelho, espectroscopia na regido do ultravioleta visivel e de

A . Lot . A 1
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio H.

Os novos ligantes, representados pelas bases de Schiff, foram obtidos a
partir da sintese dos principios ativos com os precursores aldeidos em uma reacido de

condensagao direta, como proposto na se¢do 3.2.

A escolha dos precursores para a formacdo das bases de Schiff foi
pensada partindo da motivagdo de relatos da atividade biologica dos principios ativos (4
e 5-ASA), o que abre a perspectiva para otimizar esse potencial agregando
funcionalidade no composto quando formador de bases de Schiff. Em relacdo aos
aldeidos, os mesmos foram escolhidos com base em testes experimentais e revisao da
literatura, os quais permitiram a escolha por meio da viabilidade sintética, bem como o
interesse estrutural, uma vez que um dos objetivos do seguinte trabalho ¢ a sintese de
bases de Lewis, ligantes, funcionais e com um amplo espectro de atividade e

coordenacao, por meio dos novos sitios de ligacao obtidos.

Os resultados para as caracterizagdes dos produtos sintetizados sugeriram
a formagao dos ligantes, bases de Schiff, mediante o que foi apresentado nos objetivos.

A primeira evidéncia da formacao dos produtos ¢ tida pela transformacao
da matéria, realgada ndo sé pelo aspecto do solido obtido, mas também a partir das
diferengas do ponto (ou faixas) de fusao (P.F) dos mesmos quando comparados aos seus

precursores (Tabela 4.1).
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TABELA 4.1 — Solventes utilizados para os testes de solubilidade.

Ligante (Base de Schiff) Aspecto Ponto de Fusao (P.F °C)
4-ASA Soélido branco 138-142
5-ASA Sélido marfim 260-262
p-(dietilamino)salicialdeido Solido marrom 57-59
p-(dimetilamino)benzaldeido Soélido branco 66-69
2,3 dihidroxibenzaldeido Solido branco 148-152
BS4 Solido vermelho intenso 208-210
BS5 Sélido vermelho claro 291-293
BS6 Soélido amarelo intenso 175-178
BS7 Soélido esverdeado Decompds
BS8 Soélido amarelo 205-210
BS9 Sélido alaranjado 281-283

A obtengdo dos produtos apresenta uma viabilidade sintética desejavel
quando comparada a outras metodologias. O fato da condensacdo dos precursores
acontecer de forma direta contribui para que se tenha um rendimento satisfatorio,
chegando a ser quantitativo, ainda que para alguns produtos. Desta forma, para os

ligantes temos os rendimentos apresentados na tabela 4.2.

TABELA 4.2 — Rendimento quimico obtido mediante a sintese dos ligantes bases de

Schiff.
Ligante (Base de Schiff) Rendimento (%)
BS4 92,8
BS5 75,6
BS6 83,8
BS7 78,4
BS8 94,6
BS9 95,7
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4.1 Solubilidade

Os testes de solubilidade dos ligantes foram realizadas no intuito de
avaliar as afinidades com diferentes solventes bem como facilitar as posteriores
aplicagdes dos mesmos, uma vez que dependendo do meio bioldgico ha restricdo dos

mesmeos.

Os resultados apresentados para essa varidvel a temperatura ambiente
(25°C) inferem que os ligantes exibem um bom carater de solubilidade em solventes
organicos predominantemente polares, o que ja era esperado conforme as caracteristicas
estruturais dos produtos, bem como ¢ encontrado também estudos semelhantes para essa

classe de compostos (ATAHAN e DURMUS, 2015).
Os testes levaram em considerag@o os seguintes graus de solubilidade:

e Soluvel (++)
e Pouco soluvel (+)

e Insoluvel (-)

E os mesmos sdo apresentados na Tabela 4.3 abaixo.

TABELA 4.3 — Testes de solubilidade para os ligantes base de Schiff sintetizados.

Ligante BS4 BSS BS6 BS7 BS8 BS9
H,0 - - + T _ ~
EtOH ++ — ++ + ++ + +
MeOH ++ ++ ++ + ++ ++
Diclorometano — - — - + _
Cloroférmio - — — — i _
Hexano — — — - - —
Benzeno - - — - — _
DMF ++ ++ ++ ++ ++ ++
DMSO + < s =F + ++
Acetona + — ++ _ + _
Acetonitrila + — + — 4 _
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4.2 Analise Elementar CHN

Os resultados de analise elementar para os ligantes obtidos indicaram que
as proporcdes equivalentes as massas de carbono, hidrogénio e nitrogénio presentes nos
mesmos foram bem préximas aos valores das proporgdes encontradas teoricamente, o
que se mostra de acordo com as formulas propostas, bem como o grau de pureza destes,
uma vez que, como apresentado na tabela 4.4, a relacdo foi préxima o suficiente para

alegar tais condigoes.

TABELA 4.4 — Resultados da analise elementar CNH para os ligantes sintetizados.

Ligante Férmula %C exp. %H exp. %N exp.
(Base de Schiff) Molecular (calc.) (calc.) (calc.)
67,119 5,532 9,927
BS4 C16H16N203
(67,592) (5,672) (9,853)
67,193 5,511 9,939
BS5 Ci6H16N203
(67,592) (5,672) (9,853)
60,949 4,152 4,999
BS6 C14H1NOs
(61,539) (4,057) (5,126)
60,796 4,512 5,009
BS7 C14H11NOs
(61,539) (4,057) (5,126)
65,368 6,092 7,401
BS8 C18H20N>04
(65,839) (6,139) (8,531)
63,018 6,195 8,368
BS9 C1sH20N204
(65,839) (6,139) (8,531)

4.3  Espectroscopia de Absor¢io na Regido do Infravermelho (IV)

Nesse trabalho foi utilizado a espectroscopia de absor¢do na regidao do
infravermelho (IV) para identificar os modos vibracionais dos precursores e dos ligantes
sintetizados, objetivando otimizar a elucidacdo estrutural dos produtos, uma vez que a
presenga de algumas bandas caracteristicas nos precursores a0 mesmo tempo em que
ausentes nas bases de Schiff, sdo as evidéncias chave para a elucidagdo da estrutura dos

ligantes sintetizados.
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Os resultados de espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho
obtidos para os ligantes BS4, BS5, BS6, BS7, BS8 ¢ BS9 foram, em um primeiro
momento, comparados com os espectros obtidos para seus precursores, no intuito de
identificar visualmente as principais diferengas. De um modo geral os espectros de
infravermelho possuem semelhangas entre si, uma vez que, o que difere uns dos outros
sdo basicamente os deslocamentos, a presenca e/ou auséncia de bandas de vibragdo dos

grupos substituintes.

Os espectros de infravermelho possuem uma semelhanca na formagao
com seus farmacos de partida, no entanto nota-se de forma aparente no resultado obtido
para o produto BS4 a influéncia da formagdo do novo ligante por meio da presenga de
uma banda acentuada caracteristica de estiramento (v) C=N, proveniente da
condensacdo da amina primaria do 4-ASA com o aldeido correspondente, em numeros
de onda igual a 1592 cm™ (Figura 4.1), bem como de forma direta ¢ perceptivel
auséncia das duas bandas (dubleto) de deformagdao axial simétrica e assimétrica,
estiramento, da ligagio N-H em numeros de onda 3481-3360 cm™ (Figura 4.2),

provenientes da amina primaria presente no 4-ASA (SILVERSTEIN et al., 2012).
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FIGURA 4.1 — Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho (IV) do ligante BS4
em pastilha de KBr (1% m/m).
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FIGURA 4.2 — Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho (IV) do precursor 4-
ASA em pastilha de KBr (1% m/m).

Mesmo com algumas semelhancas com os farmacos precursores,
adicionalmente as evidéncias ja apresentadas, outra diferenga do espectro do produto
obtido ¢ dada em relagdo ao espectro do aldeido, onde a discrepancia deste para com o

produto ¢ evidente, conforme observado na figura 4.3.
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FIGURA 4.3 — Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV) do precursor
aldeido DMAB em pastilha de KBr (1% m/m).

58



Além das bandas classificadas como evidéncias chave, o espectro do
ligante sintetizado BS4 (Figura 4.1) apresenta ainda sinais tipicos de vibracao de grupos

funcionais caracteristicos das moléculas, os mesmos que sdo apresentados na tabela 4.5.

TABELA 4.5 — Principais frequéncias (cm™) atribuidas ao espectro de absor¢io na
regido do infravermelho do ligante BS4 (PAviIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2012).

Atr(ib“i?)ﬁes vVO-H vC=N 8C-0O-H vC-O JO0-H vC-H g
cm

BS4 3296-2824 1592 1342 1166 833 685

A contribui¢do da estrutura de ressonancia idnica explica a larga e
intensa vibracdo de deformagdo axial da hidroxila livre em 3296-2824 cm™'. Bandas de
deformagdo axial de C—H mais fracas se sobrepdem geralmente a larga banda de O-H.
Outra peculiaridade na regido do espectro caracteristica de grupos carboxilicos ¢ a
presenga de bandas de deformagdo axial de C=0, que nesse caso especifico fica
sobreposta a banda de estiramento C=N na regido de namero de onda de 1592 cm™. A
presenca de bandas em 1166 cm’ e 1342 ¢cm™ sdo resultados da interacdo entre a
deformacdo axial de C—O e a deformacdo angular (8) no plano de C-O-H,
respectivamente. Ja a deformacdo angular fora do plano do grupo O—H ¢ evidente na
regidio proxima a 833 cm™. Entre 1926-1759 cm™ tem-se bandas fracas de combinagio e
harmoénicos e o aspecto dessas bandas ajudam a identificar o modo de substitui¢do do
anel. Segundo Pavia (2010), tais bandas identificadas (Figura 4.1) sdo proeminéncias
caracteristicas de anel aromatico predominantemente dissubstituido na posi¢ao para, o
que estd de acordo com parte da estrutura proposta. Em uma regido de mais baixa
frequéncia, nimero de onda 685 cm™ tem-se a deformagao fora do plano da ligagio C-H

caracteristica de anel aromatico (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2012).

Tendo como base as estruturas propostas, ¢ esperado a presenga de
algumas bandas de vibracdo além das ja citadas, a omissdo destas podem estar
relacionadas seja com a complexidade da estrutura e do espectro, o que infere na
dificuldade de identificagdo das mesmas, ou mesmo com as possiveis sobreposigdes que
sdo passiveis de ocorrer, uma vez que algumas bandas por possuirem nimeros de onda
proximos e na maioria das vezes ocorrem em intensidades e até mesmo larguras

diferentes sdo caracterizadas preferencialmente de acordo com a vibragdo de maior

59



evidéncia e influéncia no espectro, em concordancia sempre com o que ja é reportado

em literaturas.

Em relacdo ao ligante BSS as evidéncias se resumem na diferenca com o
precursor aldeido (Figura 4.3) e na presenca de uma banda melhor resolvida de
estiramento C=N em ntiimero de onda igual a 1602 cm™ (Figura 4.4), uma vez que em
relacdo a auséncia das deformacdes axiais simétrica e assimétrica de N—H nada pode ser
afirmado, devido a falta de identificacao das mesmas em decorréncia da larga banda de
deformagdo axial da hidroxila livre em 3453-1879 cm™', como pode ser visto na figura

4.5.
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FIGURA 4.4 — Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho (IV) do ligante BS5
em pastilha de KBr (1% m/m).
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FIGURA 4.5 — Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho (IV) do precursor 5-
ASA em pastilha de KBr (1% m/m).

Os sinais atribuidos as bandas das moléculas sdo apresentados na tabela

4.6, da mesma forma que justificados posteriormente.

TABELA 4.6 — Principais frequéncias (cm™) atribuidas ao espectro de absorgdo na
regido do infravermelho do ligante BS5 (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2012).

Atr(ib“_il‘;f’es VO-H vC=N vCCuy 8C-OH vCO S60-H vC-H gp
cm

BSS 3453-1879 1602 1490 1352 1166 916 794

Apesar da presenca de grupos carboxilicos, as bandas de deformacgao
axial de C=0O encontram-se ocultas, se ndo sobrepostas as deformagdes axiais C=N em
1602 cm™. As deformagdes, axial de C—O e angular () no plano de C—O-H encontram-
se em torno de 1166 cm™ e 1361 cm™, respectivamente. Bandas de deformagio angular
fora do plano do grupo O-H em ligacdo de hidrogénio sdo evidentes na regido proximo
a 916 cm’, da mesma forma que em nimero de onda 1490 cm’ encontram-se

estiramentos referentes a ligagdo C—C de anel aromatico, em 794 cm™ a deformacio
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fora do plano de ligacdes C—H de anel aromatico (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN et

al., 2012).

De forma anéaloga ¢ apresentada a caracterizacdo para os produtos BS6 e
BS7, BS8 e BS9 (Figuras 4.6, 4.7, 4.9 e 4.10 respectivamente), onde a principal
evidéncia continua sendo a predominancia do estiramento da ligacdo C=N marcada em
numeros de onda 1612, 1620, 1621 ¢ 1619 cm™ para os ligantes respectivamente, bem
como a diferenga notdria relacionada a comparagdo com os aldeidos precursores DHB

(Figura 4.8) e DEAS (Figura 4.11) (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2012).

Em relacdo as demais vibracdes -caracteristicas, as mesmas sao
apresentadas na tabela 4.7, onde sdo relacionados os numeros de onda com as

respectivas atribuigdes das vibragdes para cada ligante.

TABELA 4.7 — Principais frequéncias (cm™) atribuidas aos espectros de absor¢do na
regido do infravermelho dos ligantes BS6 ¢ BS7, BS8 ¢ BS9 (Pavia et al., 2010;
SILVERSTEIN et al., 2012).

Atr(ib“_if)ﬁes VOOH vC=N vCCuy VvO-H vC-O BSO0-H vC-H g
cm

BS6 3416-2648 1612 1485 1324 1212 814 676
BS7 3462-2351 1620 1481 1361 1130 796 676
BS8 3647-3184 1621 1342 1139 944 685
BS9 3768-3194 1619 1518 1352 797
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Figura 4.6 — Espectros de absor¢do na regido do infravermelho (IV) do ligante BS6 em
pastilha de KBr (1% m/m).
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FIGURA 4.7 — Espectros de absor¢ao na regiao do infravermelho (IV) do ligante BS7
em pastilha de KBr (1% m/m).
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FIGURA 4.8 — Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV) do precursor
aldeido DHB em pastilha de KBr (1% m/m).
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FIGURA 4.9 — Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho (IV) do ligante BS8
em pastilha de KBr (1% m/m).

64



BS9

T %

T I T T T T T T
4000 3500

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm'l)

FIGURA 4.10 — Espectros de absorc¢ao na regido do infravermelho (IV) do ligante BS9
em pastilha de KBr (1% m/m).
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FIGURA 4.11 — Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV) do precursor
aldeido DEAS em pastilha de KBr (1% m/m).
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4.4  Espectroscopia Eletronica na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

As caracterizagdes de espectroscopia UV-Vis sdo apresentadas de forma
semelhante para todos os ligantes sintetizados, uma vez que os mesmos apresentam
grande similaridade estrutural, além disso, os resultados sdo comparados com os
espectros dos precursores (Apéndice), os mesmos que confirmam a formagdo do novo

composto.

Apesar da absor¢do de radiagdo ultravioleta resultar na excitacdo de
elétrons do estado fundamental, os nicleos que os elétrons unem em ligagdes t€m um
papel importante na determinagdo de quais comprimentos de onda da radiacdo serdo
absorvidos. Os nucleos determinam a for¢a com a qual os elétrons sao ligados e, assim,
influenciam o espacamento de energia entre os estados fundamental e excitado. Por
conseguinte, a energia caracteristica de uma transicdo e o comprimento de onda da
radiagdo absorvida sdo propriedades de um grupo de atomos e ndo dos elétrons
individualmente. Portanto a caracterizagdo dos compostos deve ser avaliada como um

todo, o conjunto ¢ influéncia dos cromoforos presentes (PAVIA et al., 2010).

De forma geral a estrutura das bases de Schiff obtidas tem contribui¢des
de compostos aromadticos, grupos substituintes que absorvem em energias
caracteristicas, bem como a natureza dos substituintes que agregam ainda para
ressonancia da estrutura como um todo. Espera-se, baseando-se nas estruturas das
mesmas a presenga de bandas na regido de 200 a 400 nm do espectro atribuidas
principalmente as transi¢gdes m — nw* e n — w* de compostos aromaticos, grupos
carbonilicos e iminicos, sendo a ultima transicdo considerada uma das mais
interessantes ¢ estudadas (PAVIA et al., 2010). Transi¢oes localizadas em comprimentos
de onda mais altos (400 a 800 nm), regido do visivel, podem ser atribuidas a transi¢des

n — w* relativas as transi¢des de elétrons nao ligantes.

Os compostos sintetizados sdo de natureza conjugada, o que faz deles
bons agentes cromoforos. Para o produto BS4 a principal evidéncia que caracteriza o
croméforo conjugado ¢ a presenga de trés bandas deslocadas, em relacdo aos
precursores (ANEXO), na regido do ultravioleta, como apresentado na figura 4.12, as

quais sdo atribuidas, preferencialmente, as transi¢des eletronicas do tipo T — m*.
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FIGURA 4.12 — Espectros Eletronica na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) (— -)
para o ligante BS4 em metanol.

O deslocamento apresentado ¢ explicado, em partes, pela extensdo da
conjugagdo, originando um deslocamento batocrémico. O mesmo ¢ evidenciado pela
proximidade dos niveis de energias que reduzem a energia necessaria para a transicao
eletronica, aumentando, em consequéncia, o comprimento de onda de absorcdo. Tal
deslocamento pode ser melhor explicado fazendo uso da teoria do orbital molecular
(TOM) conforme exemplificado para o eteno (H,C=CH,) na figura 4.13 (PAVIA et al.,
2010).
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FIGURA 4.13 — Formagao dos orbitais moleculares (PAVIA et al., 2010).

Combinagdes lineares de orbitais atomicos (OA’s) e suas respectivas
fungdes de onda dao origem a orbitais moleculares (OM’s), sendo eles: o ligante de
menor energia (resultante da soma das fungdes de onda dos OA's) e o antiligante de
maior energia (resultante da subtracdo das fungdes de onda dos OA’s). Como resultado
dessa combinagdo os elétrons que haviam em cada um dos OA's passam a pertencer
agora aos OM’s, no caso especifico, no orbital de mais baixa energia (m ligante),
constituindo uma ligagdo quimica (SHRIVER e ATKINS, 2008). Logo, a transi¢do
eletronica possivel nesse sistema ¢ a 1 — w*.

Sistemas contendo mais duplas conjugadas, maior nimero de OA's, terao
uma maior quantidade de OM’s, visto que haverd uma quantidade maior de
combinagdes dos orbitais entre si. Nota-se que para o 1,3-butadieno (H,C=CH-

CH=CH,;) os quatro OA's deram origem a quatro novos OM’s (Figura 4.14).
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FIGURA 4.14 — Comparag¢ao dos niveis de energia do orbital molecular e a energia das
transi¢des © — 7* no eteno e no 1,3-butadieno (PAVIA et al., 2010).

Fazendo analogia no que ja foi explanado, a transi¢ao de menor energia
para este ¢ uma transicdo do tipo 1 — ©* com uma energia menor quando comparado
com o eteno (Figura 4.11). Essa ocorréncia ¢ geral. Quanto maior o nimero de orbitais p
no sistema conjugado, a transicdo do orbital molecular ocupado de maior energia
(HOMO) para o orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO) tem energia
cada vez menor. O espacamento de energia separando os orbitais ligante e antiligante
torna-se cada vez menor com o aumento da conjugagdo (Figura 4.15), o que
desencadeia o aumento no comprimento de onda de absor¢do da transi¢do (PAVIA et al.,

2010).
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FIGURA 4.15 — Comparagdo dos espagamentos de energia m—n* em uma série de
polienos de comprimento de cadeia crescente (PAVIA et al., 2010).

Apesar das quatro transi¢cdes que sdo possiveis para o benzeno, todas sdao
de mesma energia, e por isso o espectro de UV € composto por um pico de absor¢ao.
Entretanto, existem fatores que fazem com que o aspecto obtido para compostos dessa
natureza sejam diferentes do que ¢ esperado. As repulsdes elétron-elétron e as
consideracdes de simetria fazem com que os estados de energia reais a partir de onde
ocorrem as transi¢des eletronicas sejam modificados. Desta forma trés transicdes
eletronicas ocorrem para os estados excitados, dentre elas as bandas chamadas de

primarias (duas ocorréncias) e secundarias (uma ocorréncia) (PAVIA et al., 2010).

Para compostos aromaticos mononucleares ¢ comum a aparicdo de
apenas duas dessas bandas, sendo a primeira banda primdria ndo observada em
decorréncia da sua apari¢ado em uma regiao do ultravioleta de vacuo do espectro, o que
ndo ¢ verificado em condigdes experimentais dos equipamentos. Logo, a justificativa
para a apari¢do de todas as bandas correspondentes aos compostos aromaticos do BS4
se ddo pela extensdo da conjugagdo por meio da presenga de anéis policiclicos,que
adicionalmente com a presenga dos grupos substituintes, 0s mesmos que contribuem
para os diferentes valores de energia das transi¢cdes passiveis de ocorréncia, influenciam

nos valores de absor¢ao.
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As possiveis substituigdes em estruturas de anéis benzénicos influenciam
os deslocamentos batocrémicos e hipercromicos das transigdes. Isso acontece devido as
contribui¢cdes dos proprios substituintes, se 0s mesmos possuem ou nao elétrons ndo
ligantes que participam da conjuga¢do do sistema. No espectro do BS4 os sinais de
contribui¢cdo da estrutura do anel aparecem tdo deslocados em relagdo ao que ¢ referido
na teoria que sao explicados em virtude dos varios grupos funcionais presentes na
estrutura, os mesmos que contribuem tanto para a ressonancia quando para transi¢des de

natureza n — w¥.

Um fato interessante observado ¢ que independente da influéncia de
distribuicdo de elétrons, efeito doador e/ou retirador, as bandas primarias caracteristicas
desses cromoforos apresentam-se sempre em comprimentos de onda deslocados, o que
explica a presenca em 264 nm e 302 nm, e ndo em 184 nm e 202 nm como cita a

literatura (PAVIA et al., 2010).

A banda em 344 nm ¢ proveniente dos demais grupos do anel, os
mesmos que sao, por si so, considerados grupos cromoéforos|carboxilas, hidroxilas (0), e
iminas(p)], contendo, em geral, elétrons 7, assim como elétrons ndo ligantes, exercendo
grande influéncia nas absor¢des. A interagdo entre o anel e os elétrons n dos
substituintes podem produzir uma nova banda de transferéncia de elétrons
predominante, ocultando inclusive a banda secundaria de sistemas aromadticos. A
tendéncia dessas substituicdes sdo observadas de acordo com os grupos, uma vez que
podem ser doadores ou retiradores da densidade do anel. De toda forma, os sinais para
esses sistemas sdo modificados, a resposta ¢ dependente da magnitude do efeito
predominante dos grupos, que causa o deslocamento e até mesmo a sobreposicao dos

sinais (PAVIA et al., 2010).

De forma anéloga, a explicag@o para a banda na regido do visivel (Figura
4.9) ¢ devido a extensdo da conjugagdo de compostos aromadticos policiclicos
juntamente com a presenca de substituintes na estrutura, os mesmos que dao origem a

transi¢coes de natureza n — w*.

A similaridade estrutural dos produtos ¢ fundamentada também nas
caracterizagdes de UV-Vis. A tendéncia observada para BS5 e BS6 segue a mesma

apresentada para BS4, conforme representado nas figuras 4.16 e 4.17.
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FIGURA 4.16 — Espectros Eletronica na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) (— -)
para o ligante BS5 em metanol
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FIGURA 4.17 — Espectros Eletronica na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) (— -)

para o ligante BS6 em metanol.
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As estruturas dos demais compostos sintetizados seguem uma mesma
analogia de caracterizacao, sendo as alteragdes apresentadas nos resultados, originadas
pelos diferentes cromodforos adicionais que compdem a estrutura dos compostos, 0s

mesmos que contribuem distintamente para os deslocamentos e intensidades das bandas.

A presenca do cromoforo principal, composto aromatico policiclico
agregado a um sistema conjugado (por meio de onde se tem a extensdo da conjugacio),
¢ atribuida as bandas presentes na regido do ultravioleta do espectro, as mesmas
provenientes de transi¢des m1 — ©* e n — 7*, sujeitas a deslocamento batocromico em
virtude da presenca das diferentes substituigdesnos compostos em questdo. J& a banda
na regido do visivel ¢ atribuida as transi¢des n — ©* em decorréncia da extensdo da
conjugacdo de compostos aromaticos policiclicos juntamente com a presenca de

substituintes portadores de elétrons nao ligantes na estrutura.

Desta forma, as alteragdes apresentadas nos resultados de UV-Vis para os
demais produtos se ddo pelos deslocamentos acima mencionados, estes diretamente
associados a presenga de cromoféros adicionais ligados a estrutura, contribuindo de

maneira e intensidade distintas na estrutura.

Os resultados para BS7, BS8 e BS9 diferem em quantidade de bandas em

relacao aos demais.

Para o BS7 (Figura 4.18), a auséncia de uma banda primdria apresentada
na regido tipica de UV do espectro é explicada, em partes, pela condigcdo experimental
do equipamento. Apesar de percepitivel o sinal dentro da fronteira da regido UV, sinal
este que ultrapassa o limite de Absorbancia (Abs) do equipamento, o0 mesmo nao ¢
evidenciado quando a amostra ¢ diluida. Tal observagao remete a teoria explanada para
classe de compostos aromaticos, onde algumas bandas primarias destes absorvem em

regides que a maioria dos equipamentos ndo conseguem detectar.
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FIGURA 4.18 — Espectros Eletronica na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) (— -)
para o ligante BS7 em metanol.

O inverso ¢ apresentado para BS8, onde a presenca de uma quantidade
maior de bandas ¢ observada (Figura 4.19).
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FIGURA 4.19 — Espectros Eletronica na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) (— -)
para o ligante BS8 em metanol.
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Era de se esperar uma similaridade dos resultados para os produtos BS6 ¢
BS7, entretanto a presenga de uma banda atipica em comprimento de onda 345 nm no
espectro do BS7 foge o padrdo de caracterizagdo dos compostos. Tal presenga gera
davida sobre a real obtencdo do produto objetivado como majoritario, uma vez que o
sinal obtido tem contribui¢des de bandas adicionais em regido semelhante ao espectro
do aldeido precursor (Figura A.5 — Apéndice). Tal afirmacao pode ser confirmada pela
auséncia de sinais semelhantes nos demais compostos, 0s mesmos que possuem grandes

semelhangas estruturais.

A larga banda em comprimento de onda 398 nm e presenca de um
‘ombro’ apresentados no espectro do BS9 (Figura 4.20) ¢ o grande diferencial da
caracterizacdo desse produto. Essa ocorréncia ¢ explicada pela sobreposi¢ao da intensa
banda no visivel com a banda secundaria na regido do UV confirmada tanto pelo ombro
presente quanto pela regido do espectro por onde a banda comecga aparecer, regiao tipica

do visivel.

——BS9[10° M]

1,0 | 1 | 1

211

0,8 H

0,6

0,4 +

Abs

0,2 H

274

0,0

T T T T
200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 4.20 — Espectros Eletronica na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) (— -)
para o ligante BS9 em metanol.

75



4.5  Espectroscopia de Ressonidncia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio
1
H

A fim de identificar as estruturas dos ligantes, bases de Schiff, espectros
de 'H RMN foram registados em dimetilsulféxido (DMSO-ds) como solvente. Os

resultados de RMN confirmam a identidade dos ligantes preparados.

No espectro de RMN de 'H para o ligante BS4 (Figura 4.21) ¢ possivel
identificar a presenca de um singleto (s) bem evidente em deslocamento quimico (8y)
0,5344 que ¢ atribuido aos hidrogénios ligados aos carbonos de hibridiza¢do sp> dos
grupos metila presentes, os quais tem ressonancia caracteristica em regides de
deslocamento entre 0-2 ppm (PAviA et al., 2010). De acordo com Pavia ¢
colaboradores (2010) as caracteristicas dos picos presentes nos espectros de RMN
fornecem ainda valiosas informagdes acerca das caracteristicas dos protons presentes.
Protons encontrados em regides quimicamente idénticas dentro de uma molécula sao
considerados quimicamente equivalentes, bem como a area do pico ¢ considerada
proporcional ao numero de hidrogénios presentes na molécula. Desta forma conforme
caracterizado para o composto sintetizado, a area integrada do pico fornece o valor de 6
hidrogénios, o que estd de acordo com a molécula proposta, uma vez que corresponde

aos hidrogénios metilicos que sdo quimicamente idénticos em virtude da simetria da

molécula.
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FIGURA 4.21 — Espectro de RMN de 'H (DMSO0-ds, 500 MHz) do ligante BS4.

76



Em relacdo aos demais picos, na regido ampliada da figura 4.21, ¢

possivel caracterizar os sinais dos demais hidrogénios (Figura 4.22).
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FIGURA 4.22 — Espectro de RMN de 'H (DMSO-d®, 500 MHz) na regido ampliada
para o ligante BS4.

Hidrogénios ligados a anéis aromaticos sdo facilmente identificados.
Encontram-se em uma regido caracteristica no espectro (6,5-8,0 ppm) em que poucos
outros tipos de hidrogénios apresentam absor¢do. No entanto, em contraste a essa
propriedade, hidrogénios ndo equivalentes ligados em um anel benzénico irdo interagir
uns com os outros produzindo padroes de separagdo spin-spin. A intensidade de
interacao entre esses hidrogénios dependem diretamente da separagao ou distancia entre
os mesmos. Desta forma, hidrogénios orto (*J ~ 7-10 Hz) acoplam-se com mais
intensidade que hidrogénios meta (*J ~ 2-3 Hz), que, por sua vez, acoplam-se com mais

intensidade do que hidrogénios para (°J ~ 0-1 Hz) (PAvIA et al., 2010).

O dubleto (d) em oy 3,4687-3,4727 ppm tem constante de acoplamento
(J) 2,02 Hz e ¢ atribuido ao H3, uma vez que o mesmo acopla em meta com o nucleo do

H5. De forma andloga, porém em uma regido mais desblindada (o 4,9096-4,9264 ppm)
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em decorréncia da proximidade da carboxila (grupo anisotropico) que atrai a densidade
eletronica, tem-se um dubleto referente ao H6, o mesmo que acopla em orto com H5 (°J
= 8,41 Hz). Ja o sinal de multiplicidade duplo-dubleto (dd) na regido de oy 3,5757-
3,5972 ppm ¢ caracterizado como sendo do HS5, uma vez que suas constantes de
acoplamento sugerem acoplamento em orto com H6 (°J = 8,75 Hz) e meta com H3 (*J =

2,02 Hz).

Como ja explanado anteriormente, hidrogénios em ambientes
quimicamente idénticos sdo consideradas quimicamente equivalentes, sendo assim, os
hidrogénios 2° ¢ 6” e os 3’ ¢ 5° sao considerados semelhantes entre si, condicao
confirmada pelos valores de integrais calculados para os mesmos (2,14 e 2,10). Os
mesmos sdo identificados na regido de oy 4,2662-4,2951 ppm e 5,1653-5,1953 ppm
respectivamente, onde os sinais de H2’ e H6’ encontram-se mais deslocados em relagdo
aos outros hidrogénios (H3’ e H5’) e ao TMS. A explicagdo para este consiste no fato
de que o sinal para H2’ e H6’ ¢ mais desblindado devido a presenca de um atomo de
Nitrogénio e dupla ligagdo proximos, os quais por possuirem uma densidade
eletronegativa consideravel atraem a densidade eletronica e desblindam os sinais
sentidos por parte dos hidrogénios em questao, além do fato de que os hidrogénios 3’ e
5’ encontrarem-se mais impedidos tanto estericamente, em detrimento a presenca de
grupos volumosos ligados aos nitrogénio sp’ ¢ os mesmos, grupos N-R, contribuirem
para a densidade do anel a partir do efeito indutivo doador de elétrons, por meio de

hiperconjugacao.

O singleto presente na regido mais deslocada — oy 7,1574 ppm e
integral ~ 1,09 — (Figura 4.23) ¢ atribuido ao sinal do H7, que encontra-se mais
desblindado pela imina, isso em virtude da eletronegatividade e concentragdo de
densidade eletronica tanto do par de elétrons disponivel do nitrogénio proximo a
ligagdo, bem como na dupla ligacdo da imina caracteristica do ligante, ambos atraindo a

densidade deixando o nucleo do hidrogénio mais livre.
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FIGURA 4.23 — Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do ligante BS4.

Os espectros obtidos para os ligantes BS5 e BS6 ndo apresentam uma
boa resolucdo, o que dificulta, em partes, as atribui¢des dos sinais. A falta de resolug¢do
pode ser associada tanto ao pouco tempo de analise, como também a possivel mistura de

compostos no produto.

O resultado para BSS ¢ apresentado nas figuras 4.24 e 4.25, a partir dos
quais € notoria a presenga de picos com multiplicidades duvidosas, bem como sinais

suprimidos.
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FIGURA 4.24 — Espectro de RMN de 'H (DMSO-de, 500 MHz) do ligante BS5.
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FIGURA 4.25 — Espectro de RMN de 'H (DMSO-d®, 500 MHz) na regido ampliada
para o ligante BSS5.

Mesmo com a possibilidade de comparagdo com o BS4, a dificuldade
pertinente a atribuicdo e correlacdo dos sinais dos picos para os hidrogénios

pertencentes a molécula inviabilizam a elucidacdo para este ligante.

Diferentemente, ¢ possivel prever a resolucdo do espectro para o BS6,

como pode ser visto nas figuras 4.26, 4.27 ¢ 4.28.
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o
=1

iy 18688
o \|‘|‘|\“1.
3 ENOB e
Z =
o
o]
o
: IR R L Aa L ML
= ] b M~ © It = b
— [=] (=] = = = (=] =

FIGURA 4.27 — Espectro de RMN de 'H (DMSO-d®, 500 MHz) na regido ampliada

para o ligante BS6.

81



H6

BS6 B _ESP HE'

75273
—7.4395

7.5447

8.8353
7.4398
74221

I_

_~-7.5447 75973

8.8353

MNormalized Intensity

0.50 1.02 1.04
H H H

T T
9.0 85 80 7.5
Chemical Shift (ppm)

FIGURA 4.28 — Espectro de RMN de 'H (DMSO-d®, 500 MHz) na regido ampliada
para o ligante BS6.

Os picos evidenciados, cada qual com sua multiplicidade ampliada, sdo
atribuidos como pertencentes a molécula BS6. O dubleto presente na regido mais
desblindada em oy 5,9778-5,9823 ppm ¢ designado ao sinal do H3’, o mesmo que
acopla em meta com o nticleo de H5 (*J = 2,29 Hz). Tal sinal apresenta-se nessa regiio
em virtude das contribui¢des das hidroxilas vizinhas a este hidrogénio, as quais doam
densidade ao anel por meio da ressondncia dos pares de elétrons ndo ligantes. Em
consequéncia deste fato, a posi¢do o a hidroxila encontra-se mais carregada,
influenciando na ressonancia do nucleo. Os dois sinais dd em regides proximas, Oy
6,0848—6,1068 ppm e dy 6,3933-6,4162 ppm, sdo apresentados como pertencentes aos
HS5 e HS’, respectivamente, cada qual acoplando com seus respectivos vizinhos em orto
(*J = 8,24 Hz) e meta (*J = 2,29 Hz).

O dubleto distorcido em dy 6,8967—6,9013 ppm ¢ atribuido ao sinal de
H3, 0 mesmo com valor de acoplamento em meta *J = 2,29 Hz. Ja os dois dubletos

proximos em Oy 7,4221-7,4395 ppm e oy 7,5273-7,5447 ppm sdo sinais pertencentes a
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ressonancia dos H6’ e H6, respectivamente, ambos acoplando com seus respectivos
vizinhos em orto (*J = 8,70 Hz).

Os dois singletos presentes na regido mais desblindada do espectro sdo
provenientes dos hidrogénios da imina (6 8,8353 ppm) e hidroxila (dy 9,9254 ppm).

Os resultados de caracterizagdo para o ligante BS7 sdo apresentados na
figura 4.29, com base nos sinais resolvidos ¢ possivel identificar os mesmos como
sendo da estrutura do ligante em questdo, entretanto € notdria a presenca de sinais sem
atribuicdo, isso em virtude da possivel mistura de produtos. Acredita-se que ndo trata-se
de um produto de natureza completamente impura, visto que os resultados de
caracterizagOes de faixa de fusdo (Secdo 3.3.1) e AE CHN (Sec¢do 3.3.3) confirmam o
grau de pureza das amostras, o que ¢ esperado na verdade ¢ que seja a presenca de
material de partida (precursores) que nao tenham reagido, o que justificaria os

resultados apresentados.
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FIGURA 4.29 — Espectro de RMN de 'H (DMSO-dg, 500 MHz) do ligante BS7.

Em uma visdo ampliada do espectro (Figura 4.30) é possivel caracterizar
os sinais para os hidrogénios da molécula em uma regido caracteristica de compostos

aromaticos, sinais comuns em deslocamentos variando de 6,5-8,0.
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FIGURA 4.30 — Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) na regido ampliada
para o ligante BS7.

Na regido mais blindada do espectro, préximo ao TMS (tetrametilsilano),
¢ possivel identificar os sinais para os hidrogénios 5’ ¢ 3. O duplo dubleto em oy
6,4024-6,4244 ppm ¢ atribuido ao sinal do H5’, o mesmo que tem valores de
acoplamento em orto (H3’) e meta (H6’) (J=824Hze 41 =2,29 Hz, respectivamente),
enquanto que o dubleto em Jdy 6,9315-6,9489 ppm ¢ caracterizado para o H3, o qual
acopla em orto como H4 (J=8,70 Hz).

Apesar da presenga de um sinal (d) a ser atribuido ao H3’ em dy 7,3562-
7,3617 ppm, o mesmo com constante de acoplamento *J = 2,75 Hz (valor consistente ao
acoplamento em meta com HS5’), € perceptivel uma incoeréncia no que diz respeito ao
valor da integral para este sinal. Integrando para 4 hidrogénios, este ¢ mais uma
confirmagdo da mistura de produtos que compdem a amostra. Como mencionado, a
presenga de picos adicionais no espectro sugere sobre a pureza do produto obtido,

sugestdo essa que ¢ agora confirmada.
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Normalized Intensity

De forma andloga, os sinais dos hidrogénios H6’ (d) (d47,4285-7,4450)
(J = 8,24 Hz), H4 (dd) (617,4834-7,5063 ppm) (*J = 2,75 Hz ¢ °J = 8,70 Hz) e
principalmente o H6 (d) (0yx7,7728-7,7781 ppm) (‘1 = 2,75 Hz) aparecem em uma
regido mais desblindada no espectro de RMN 'H. A presenca dessa disparidade de
sinais, mesmos que para alguns ainda que semelhantes em termos de atribuicdes se
devem ao fato das diferentes contribuicdes dos grupos substituintes presentes, os
mesmos que em sua maioria sdo anisotropicos, retirando densidade eletronica do
sistema e deixando os nucleos de parte dos Hidrogénios mais ressonantes quando

comparado aos demais.

O singleto presente na regido mais desblindada (o 8,8060 ppm) do
espectro segue a mesma tendéncia apresentada para os demais ligantes, ¢ caracteristico
do H7, o qual encontra-se mais desblindado em virtude da imina, tanto da
eletronegatividade e concentragdo de densidade eletronica no Nitrogénio proximo a
ligacdo bem como a dupla ligagdo da imina caracteristica do ligante, ambos atraindo a

densidade deixando o nucleo do Hidrogénio mais livre.

As caracterizagdes para os ligantes BS8 ¢ BS9 seguem uma tendéncia

semelhante entre si, como pode ser visto nas figuras 4.31 e 4.32 abaixo.
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FIGURA 4.31 - Espectro de RMN de 'H (DMSO-dg, 500 MHz) do ligante BSS.
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FIGURA 4.32 — Espectro de RMN de 'H (DMSO-de, 500 MHz) do ligante BS9.

O conjunto de sinais dos hidrogénios equivalentes do substituinte etil sdo
evidenciados na regido mais blindada do espectro, mais proximos ao TMS. No
substituinte dos ligantes BS8 ¢ BS9 existem dois tipos de hidrogénios que diferem o
sinal quando caracterizados. A principio a diferenga desses sinais pode ser distinguida
observando-se a multiplicidade dos picos, onde temos que a multiplicidade do sinal para
um determinado nucleo ¢ dada pela relagdo desse niicleo com a vizinhanga, sendo assim
segue a formula n + 1, em que n € o numero de hidrogénios o qual o nucleo estd sob
efeito de ressonancia. Desta forma, € possivel prever as caracteristicas basicas dos sinais

para cada nucleo apenas pela multiplicidade do sinal (PAVIA et al., 2010).

Pela regra (n + 1), teoria esplanada ¢ de acordo com as figuras 4.33 e
4.34 ampliadas, os sinais de multiplicidade tripleto (t) em oy 1,1167-1,1441 ppm para
ambas as bases (BS8 e BS9), sdo atribuidos aos hidrogénios —CH,CH3 dos dois
substituintes etil equivalentes, enquanto que o quadrupleto, ou quarteto (q)em Jn
3,3939-3,4333 ppm para BS8 e oy 3,3893-3,4314 ppm para BS9 sdo atribuidos aos

hidrogénios —CH,CH;, dos substituintes etil equivalentes. Tais designagdes sao
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confirmadas pelos valores de integrais calculados, onde, com base neles, é possivel

identificar a quantidade de ntcleos referentes a cada sinal.

BS8 3
-CH_CH 3
273 S
103 e
0.9
3 -
0.8 - 3
= w -
E z )
0.7 = Y
> 3
2 3
g 0673
E 3
kel E I
£ 054 = g
. o
3 -
S 047 5
0.3
0.25
O.l—é 6.29
E [—]
3 r—
E l 115 1
0 3 -
6.29
5]
—_——
35 3.0 25 2.0 15 1.0

Chemical Shift (opm)

FIGURA 4.33 — Espectro de RMN de 'H (DMSO-dq, 500 MHz) na regido ampliada
para o ligante BS8.
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FIGURA 4.34 — Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) na regido ampliada
para o ligante BS9.
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O sinal do hidrogénio iminico aparece na regido mais desblindada do
espectro, com multiplicidade singleto, para ambos os compostos.

De forma semelhante aos que ja foram apresentados, os demais sinais
seguem o mesmo padrdo de atribuicdo, aqui de forma mais clara e reforgada pela

comparagdo de regides proximas para os dois produtos, conforme figura 4.35.
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FIGURA 4.35 — Comparagdo entre regides ampliadas do espectro de RMN de 'H
(DMSO-dg, 500 MHz) para os ligantes BS8 e BSO.

Apesar das semelhangas apresentadas, as caracterizacdes dos sinais
diferem em termos de deslocamento quimico e consequentemente atribuicdo dos
mesmos, como podem ser evidenciadas baseando-se nos espectros ampliados e

caracterizados separadamente, conforme as figuras 4.36 e 4.37.
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FIGURA 4.36 — Espectro de RMN de 'H (DMSO-dq, 500 MHz) na regido ampliada
para o ligante BSS.

Dos compostos sintetizados, esses sdo 0s que apresentam sinais a serem
melhor atribuidos. Além de todos os grupos semelhantes aos compostos anteriormente
ja citados, para os ligantes BS8 e BS9 ha presenca de grupos mais volumosos, esses que
além de influenciarem a partir do consideravel impedimento estérico, influenciam na
densidade do anel, uma vez que tais grupos sao do tipo N-R,, por efeito indutivo doador
de elétrons. Os carbonos do substituinte doam densidade ao nitrogénio, que por si sO
comporta tal carga. O mesmo com par de elétrons remanescente e hibridizado em sp’
participa da ressondncia, contribuindo ainda mais para o acimulo de densidade
eletronica no anel, e consequentemente, para blindagem dos sinais dos nucleos
proximos. Desta forma, o dubleto mais blindado, em virtude ao que ja foi explanado,
em Oy 6,0848-6,0903 ppm ¢ atribuido ao H3’, 0 mesmo que acopla em meta com o HS’,
como confirmado pelo valor da constante *J = 2,75 Hz. O dd proximo ¢ caracterizado
para o H5” ('] = 2,75 Hz ¢ °J = 9,16 Hz), da mesma forma que os dubletos em

deslocamentos intermediarios do espectro sdo caracterizados como sendo do H3 (6n
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6,8711-6,8747 ppm) e H6 (6y 7,3708-7,3891 ppm), sendo que o primeiro acopla em
meta com H5 (*J = 1,83 Hz) e o segundo em orto com H5 (°J = 9,16 Hz).

O dd presente na regido mais desblindada ¢ atribuido ao sinal do HS, da
mesma forma que o dubleto mais desblindado ao H6’, ambos presentes em tal regido
provenientes as contribuigdes dos grupos retiradores de densidade préximos, os mesmos

que favorecem para a maior ressonancia dos nucleos.

Normalized Intensity
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FIGURA 4.37 — Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) na regido ampliada
para o ligante BS9.

Semelhantemente ao que ja foi apresentado, o dubleto encontrado na
regido mais blindada ¢ atribuido ao H3’ (dy 6,1626-6,1681 ppm), acoplando em meta
com H5” (*J = 2,75 Hz). O dd proximo a essa regido ¢ equivalente ao H5’, este que
acopla em orto com H6’ (°J = 8,70 Hz) ¢ em meta com H3’ (*J = 2,29).

Os dubletos presentes na regido mediana, de deslocamentos oy 6,9498-
6,9272 ppm e oy 7,4523-7,4706 ppm, sdo apresentados aos H3 e H6’, ambos acoplando
em orto com H4 e H5* (T = 8,70 Hz ¢ *J = 9,16 Hz), respectivamente.
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J4 na regido mais desblindada do espectro espera-se obter sinais de
hidrogénios préximos a grupos anisotropicos, ou mesmo, grupos que favorecam no
deslocamento da densidade da estrutura. Desta forma, o dd nessa mesma regido ¢
designado ao sinal de H4 (*J = 8,70 Hz ¢ *J = 2,29 Hz) ¢ o dubleto mais desblindado ao
H6 (‘] = 2,75 Hz).

4.6  Determinac¢ao da Concentracao Minima Inibitéria (CMI)

De acordo com a aplicabilidade das bases de Schiff explanada
anteriormente, resolveu-se avaliar a atividade dos compostos sintetizados como forma
de determinar o qudo eficiente os mesmos sdo, frente a uma linhagem de estirpes

bacterianas comumente associadas a infec¢des evidenciadas em humanos.

Os resultados dos ensaios microbioldgicos foram avaliados conforme a
inibi¢do das estirpes, desta forma os mesmos sdo apresentados em conformidade com
diferentes controles, sendo eles o positivo, o negativo, € os respectivos farmacos

precursores.

O controle positivo, coluna 11, foi designado para a inibi¢ao total dos
microrganismos, o negativo (12) ao crescimento, € os demais controles foram a titulo de
comparagdo, uma vez que os mesmos ja apresentam atividade, bem como formam parte

da estrutura sintetizada (4- e 5-ASA).

Dois diferentes ensaios foram realizados, os quais diferiram no passo de

preparo das amostras.

Os resultados para a primeira batelada de ensaios, com solucdes a 25%
de DMF, apresentaram uma tendéncia um tanto quanto diferenciada. As cepas
microbianas cresceram em uma faixa especifica da placa, na regido mediana da mesma,

enquanto que a inibi¢do foi percebida nas suas extremidades (Figura 4.38).
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FIGURA 4.38 — Revelacdo por TCT da primeira batelada de ensaios microbiologicos.
Colocagao rdsea evidenciando o crescimento bacteriano, translucido morte.

Um fato interessante e inesperado ¢ que nenhum crescimento foi
observado no controle negativo (12). Essa ocorréncia gera varios questionamentos, tanto

sobre o desenvolvimento do protocolo quanto sobre a real atividade dos compostos.

A ocorréncia de um resultado tendencioso para todas as placas descarta a
possibilidade de erro humano na execucao do ensaio. Em contrapartida abre perspectiva

sobre a explicagdo da atividade apresentada para os mesmos.

Segundo resolugdo presente no protocolo da CLSI MO07-A9 (2002),
solugdes estoque com a 25% de DMF sao alternativas para preparacdo de solugdes dos
compostos a serem testados, no entanto, baseado na pratica realizada, ficou claro que a
presenca do DMF interfere nos resultados, favorecendo inclusive em um resultado falso

positivo.

Barry e Lasner (1975) obtiveram um resultado semelhante diante seus
ensaios de atividade microbioldgica do composto nitrofurantoina. Fazendo uso do
mesmo meio de preparacao da solucdo estoque e utilizando a mesma para diferentes
linhagens bacterianas, descreveu em seu trabalho uma observagao similar. Trabalhando

com concentracoes de 2,0, 1,0, 0,4, 0,2, ¢ 0,1 mL de DMF em 20 mL de caldo MH foi
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observado que para os ensaios que continham uma maior concentragdo de DMF, 2,0 e
1,0 mL, inibiram completamente o crescimento das estirpes, bem como o crescimento
vertiginoso das cepas foi observado para concentracdes medianas, 0,4 e 0,2 mL, assim

como ¢ observado para os ensaios aqui apresentados.

Acredita-se que em altas concentracdes, a presenca de DMF seja
considerada toxica para os microrganismos, ao passo em que a reducdo dessas
concentragdes favorece o crescimento por meio da nutricdo do metabolismo dos
microrganismos, 0s mesmos que se oportunizam da presenga de possiveis substratos
presentes no meio, os quais sao mediados pelas interagdes com o proprio DMF (BARRY

e LASNER, 1975).

Desta forma, nenhum antagonismo claro ou sinergismo entre os
compostos poderiam ser documentados, pois as reais concentragdes inibidoras dos
mesmos foram mascararam pelos efeitos do proprio DMF, pelos motivos ja

documentados.

Em decorréncia de um primeiro resultado ndo satisfatorio, um segundo
ensaio foi realizado, porém em outro meio de’ solucdo (DMSO 1%). Os valores de
inibicdo bacterianos obtidos a partir desses sdo apresentados na tabela 4.8 e
adicionalmente nos graficos das figuras 4.39 e 4.40, esses ultimos que correlacionam as
bases sintetizadas, cada qual com o farmaco precursor especifico, fazendo uma

correlagdo direta dos valores de CMI para ambos.

TABELA 4.8 — Resultado da CMI das bases de Schiff sintetizadas nas diferentes doses

espécies microbioldgicas testadas.

Ligantes (Bases de Schiff)

Microrganismos CMI (ug.mL™)
4-ASA 5-ASA BS4 BS5 BS6 BS7 BS8 BS9
E. coli 128 256 512 **512 64 *¥*%256  **256  **512
P. aeruginosa 256 512 512 **512 128 **512 512 **256
S. aureus 128 256 512 **512 64 *¥*256  *¥*256  **512

** CMIso — Concentragdo minima inibitoria de 50 % da populagao.

93



CMI

mE.coli mP.aeruginosa WS aureus

=

o 256

g R
s
o8
s

~ N 128
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De forma geral, os resultados para as bases de Schiff modificadas a partir
do 4-ASA apresentaram melhores valores de CMI quando relacionados as demais,
entretanto nao sdo tdo satisfatorias, uma vez que possui CMI elevada até mesmo quando

comparados aos controles dos farmacos.
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Nao ha nada referenciado sobre tais compostos na literatura, tampouco
sobre a sua aplicacdo, visto que a sua obten¢do ¢ inédita. Sendo assim, o embasamento

aqui apresentado ¢ tido de forma generalizada.

O que ¢ esperado para o resultado dos ensaios microbioldgicos € que os
valores de CMI encontrados sejam os menores possiveis, 0 que nao ¢ 0 caso para esses.
A inibicdo ndo foi obtida na faixa esperada (baixas concentragdes), assim como ¢

evidente a maior resisténcia das cepas por parte de um grupo de produtos (BS4 e BSS).

O produto BS6 foi o que apresentou uma CMI mais baixa, sendo duas
vezes menor que o proprio controle 4-ASA. Essa ocorréncia ¢ considerada interessante
do ponto de vista microbiologico. A redu¢ao de metade da CMI oferece grandes
beneficios ao passo que ¢ capaz de exercer uma mesma funcdo como agente
antimicrobiano em uma concentra¢ao bem reduzida, o que ¢ capaz de reduzir inclusive
os efeitos adversos que alguns antibidticos podem vir a causar no organismo, ainda mais

quando em altas concentragdes.

A maior tenacidade apresentada pela estirpe P. aeruginosa ¢ explicitada
em decorréncia de ser um microrganismo mais resistente, em comparagdo com o0s
demais. Essa peculiaridade ¢ explicada em virtude dessa espécie ser Gram-negativa, a
mesma que possui uma parede celular mais complexa, composta por uma camada extra
de polissacarideos (LPS) que dificulta a absor¢do por parte dos antibidticos e outros
medicamentos, sobressaindo, portanto, aos agentes antimicrobianos (LEVY, 2004;

KAYSER, 2005).

Outro fator pode ser mencionado ainda em relagdo a resisténcia por parte
desta. Multiplos mecanismos de resisténcia associados a enzimas modificadoras podem
ser expressos, 0s mesmos que acabam conferindo uma resisténcia natural ou adquirida a
um grande niimero de antibidticos, dificultando o tratamento e reduzindo as opgdes

terapéuticas (AZZOPARDI et al., 2011).

Apesar da maior resisténcia aos compostos apresentada por parte da
espécie P. aeruginosa, esta foi melhor suprimida na presenga do ligante BS9, o mesmo
que reduziu a concentragdo toxica suficiente para inibir seu metabolismo pela metade, o
que apresenta-se como um resultado satisfatério tendo em vista a maior prevaléncia de

resisténcia por parte dessa espécie, como ja reportado.
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A explicagdo para essa peculiaridade ainda nao foi definida, em virtude
até mesmo da complexidade de agdo e combate dessa espécie, entretanto baseando-se
nos mecanismos de resisténcia aos antibidticos por parte desta, pode-se prever que a
acdo de algum desses mecanismos esteja sendo afetado, ou até mesmo bloqueado,
desencadeando assim a inibigdo do crescimento bacteriano ou até mesmo a morte do

microrganismo quando na presenca do composto.

De um modo geral, mesmo que em concentragdes elevadas os resultados
CMI mostraram-se satisfatorios para as estirpes estudas com destaque para a BS6 que
apresentou resultado de inibicdo em uma concentragao reduzida a metade comparada ao
controle do farmaco, e ainda a BS9 com grande potencial antimicrobiano para a espécie

P. aeruginosa.
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5 CONCLUSOES

A sintese de seis novas bases de Schiff foi obtida, obtendo-se
rendimentos satisfatorios, sendo as estruturas dos produtos confirmados pelo conjunto
de técnicas de caracterizacdo utilizado, mediados, em um primeiro momento, pela
diferenga das faixas de fusdo quando comparadas aos pontos de fusdo dos precursores,
correspondéncia dos valores das caracterizagdes elementares CHN e sendo confirmados

pelos resultados espectroscopicos.

A evidéncia da formagao dos compostos foi dada pela presenca de uma
banda de deformagdo axial (v) da ligagdo C=N nos espectros dos produtos, ligacao
caracteristica de iminas, ¢ auséncia da banda de deformacdo axial da ligagdo N—H das
aminas dos farmacos. Os espectros de UV-Vis confirmaram a estrutura dos compostos
obtidos com base na presenga de bandas caracteristicas do cromoéforo majoritario,
representado pela extensdo da conjugacdo do sistema, ¢ por fim, a estrutura foi
confirmada com base nas atribui¢des dos sinais do espectro de 'H RMN aos hidrogénios

caracteristicos da molécula.

A aplicacdo das bases de Schiff como agentes antimicrobianos, avaliada
frente a diferentes estirpes, exibiu uma resposta satisfatoria. Ainda que os compostos
tenham demonstrado atividade em CMI elevada, notou-se uma atividade melhorada, em
relagdo aos controles dos fadrmacos, para os produtos sintetizados BS6 e BS9, os

mesmos que abrem grande perspectiva de melhor avaliagdo como agente terapéutico.

Em suma, conclui-se que a obtengdo de compostos pertencentes a essa
classe compreendem uma alternativa interessante do ponto de vista biologico, visto que
a sua utilizagdo ¢ muito visada como agente antimicrobiano € mesmo terapéutico, em

decorréncia de toda a sua versatilidade estrutural e sintética.
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APENDICE: Espectros Adicionais
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Figura A.1. Espectro Eletronica na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) do precursor 4-ASA em metanol.
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Figura A.2. Espectro Eletronica na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) do precursor 5-ASA em metanol.
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Figura A.3. Espectro Eletronica na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) do precursor DMBA em metanol.
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Figura A.4. Espectro Eletronica na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) do precursor DHB em metanol.
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Figura A.5. Espectro Eletronica na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) do precursor DEAS em metanol.
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