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RESUMO

As bases de Schiff sGo uma classe importante de compostos organicos, estes
apresentam o grupo azometina, o qual é responsavel por uma grande variedade de
aplicacdes bioldgicas, incluindo atividade antibacteriana. Assim como as bases de
Schiff, heterociclos como tiazol, piridina e indol sdo farmaco6foros presentes em
varios produtos farmacéuticos, onde s&o relatadas também propriedades
antibacterianas. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo a sintese de
compostos bases de Schiff contendo os heterociclos: tiazol, indol e piridina através
da condensacao de aldeidos com aminas aromaticas. Foram obtidos 6 compostos
(LQM385- LQM390) com rendimentos superiores a 70%. As estruturas foram
caracterizadas pelo método de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de
hidrogénio (*H) e carbono (*3C). A atividade antibacteriana foi avaliada pelo método
de microdiluichio em caldo contra duas cepas bacterianas gram-negativas
(Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) e duas
cepas gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Enterococcus
faecalis ATCC 29212), os compostos apresentaram atividade significativa a
moderada com concentracdes inibitérias minimas (CIM) de 62,5 ug/mL-500 pg/mL
frente a maioria das cepas. A avaliacao da atividade antibacteriana mostrou que os
compostos LQM385, LQM389 e LQM390 exibiram as melhores CIM frente a cepa
S. aureus ATCC 25923, sendo as mais baixas do estudo incluindo também a CIM
do composto LQM 385 frente a E. faecalis ATCC 29212.

Palavras chave: Resisténcia antibacteriana, Iminas, Bases de Schiff.



ABSTRACT

Schiff’s bases are an important class of organic compounds, that have the
azomethine group which is responsible for a wide variety of biological applications
including antibacterial activity. Like Schiff's bases, heterocycles such as thiazole,
pyridine and indole are pharmacophores present in several pharmaceutical
products, where antibacterial properties are also reported. Thus, the present work
aims at the synthesis of Schiff’'s bases compounds containing the heterocycles:
thiazol, indole and pyridine through the condensation of aldehydes with aromatic
amines. Six compounds (LQM385-LQM390) were obtained with yields greater than
70%. The structures were characterized by the Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
method of hydrogen (*H) and carbon (*3C). The antibacterial activity was evaluated
by the broth microdilution method against two gram-negative bacterial strains
(Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) and
two gram-positive strains (Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Enterococcus
faecalis ATCC 29212), the compounds presented significant to moderate activity
with minimal inhibitory concentrations (MIC) of 62.5 pg/mL-500 pg/mL against most
strains. The evaluation of the antibacterial activity showed that the compounds
LQM385, LQM389 and LQM390 exhibited the best MIC against the S. aureus ATCC
25923 strain, being the lowest in the study including also the MIC of the compound
LQM 385 against E. faecalis ATCC 29212.

Keywords: Antimicrobial resistance, Imines, Schiff’s bases.
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1. INTRODUCAO

Os antimicrobianos sé&o substancias que permitem tratar e prevenir infecgdes
causadas pelos virus, fungos, bactérias e parasitas (WHO, 2020a). Segundo a
OMS aresisténcia antimicrobiana é uma das 10 principais ameacas a saude publica
(WHO, 2020a), sendo esse fato relatado pouco tempo apds a introducdo da
penicilina, o primeiro antibiotico utilizado na medicina (KEALEY et al., 2017). O uso
excessivo e desnecessario de antimicrobianos em humanos e animais é uma das
principais causas de resisténcia. Alguns fatores como a melhora no diagnostico das
doencas infecciosas, a limitacdo do uso indevido e o desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos sao algumas formas de reduzir a resisténcia
antimicrobiana (WHO, 2020a).

As iminas ou bases de Schiff sdo compostos organicos que possuem o grupo
imina, também chamado azometina (C=N), o qual é reportado como um
farmacoforo versatil para desenvolver compostos ativos (KAJAL et al., 2013). As
bases de Schiff sdo utilizadas como pigmentos, corantes, catalisadores e
intermediarios na sintese organica. Além de suas propriedades antimicrobianas,
outras diversas atividades biologicas sao referidas: anticancer, antitumoral,
anticonvulsivante, antifUngicas, antivirais, anti-helmintica, esquistossomicida
(SANDIP et al., 2013; HAMEED et al., 2016; KAJAL et al., 2013; SILVA et al., 2011)
e atividade antimalarica (QIN et al., 2013). Isso faz com que exista um grande
interesse na pesquisa desses compostos contra diversas patologias. Igualmente,
outros compostos contendo 0s heterociclos tiazol, indol e piridina apresentam
propriedades antimicrobianas e estdo presentes em diversos farmacos (NAYAK;
POOJARY, 2019; NARTOP et al., 2019; SHANTY et al., 2017).

Portanto, faz-se necessaria a busca de novos antimicrobianos, com maior
eficacia. Dessa forma, este trabalho aborda a sintese de 6 compostos bases de
Schiff heterociclicas contendo os ndcleos tiazol, indol e piridina (LQM385-LQM390),
avaliando sua atividade antibacteriana frente a duas cepas de bactérias do tipo

gram-positivas e duas gram-negativas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Descobrimento de antibioticos e resistencia antibacteriana

As bactérias sdo organismos unicelulares com alta capacidade de
adaptacdo. No século XIX foram identificados microrganismos causadores de
algumas doencas como a tuberculose, colera e febre tifoide (GUIMARAES et al.,
2010). Alguns anos mais tarde, no século XX, o descobrimento de alguns
antibidticos naturais — B-lactamicos, tetraciclinas e macrolideos — permitiu que as
infecgcbes, antes mortais, fossem tratadas rapidamente, o que levou a um grande
impacto na saude humana (KEALEY et al., 2017).

Os antibioticos podem ser de origem natural ou sintética, e dividem-se em
bacteriostaticos, os quais inibem o crescimento de bactérias, ou bactericidas,
guando provocam a morte destas. No entanto, alguns podem atuar como
bactericidas e bacteriostaticos, dependendo das concentracbes e do tipo de
bactéria (CALVO; MARTINEZ-MARTINEZ, 2009). A maioria dos antibioticos séo de
origem natural (descobertos entre os anos 1940-1960) ou semissintéticos
(introduzidos entre os anos 1960-1980 e criados como analogos dos antibioticos
naturais) e sao classificados como: B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas,
carbapeninas e monobactamas), tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos,
estreptograminas (Figura 1), entre outros, em maior parte utilizados para tratar

infeccdes por bactérias gram-positivas (GUIMARAES et al., 2010).
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Figura 1- Estrutura quimica de farmacos representativos de algumas classes
de antibidticos de origem natural.
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Fonte: Goodman; Gilman, 2006; Lima et al, 2020.

Antibioticos de origem sintética sdo classificados como sulfonamidas,
fluoroquinolonas ou oxazolidinonas (Figura 2) (GUIMARAES et al., 2010). Em
1910 Ehrlich desenvolveu o primeiro antibidtico sintético, o Salvarsan, utilizado
contra a sifilis (Figura 3) (GUIMARAES et al., 2010).
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Figura 2- Estrutura quimica de farmacos representativos das classes de

antibioticos sintéticos.
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Figura 3- Estrutura quimica do Salvarsan.
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Fonte: Adaptado de Guimaraes et al., 2010.

Estudos mostram que alguns antibidticos apresentam atividades biolégicas
adicionais, como anticancer, podendo ser ainda mais importantes do que a
atividade antibiética (DAVIES; DAVIES, 2010). Como exemplo, temos a
dactinomicina, um antibiotico antitumoral isolado de Streptomyces, plicamicina, um
antibiotico natural utilizado no tratamento de cancer; estes antibiéticos-antitumorais
atuam ligando-se ao DNA (ALMEIDA et al., 2005). Atualmente existe um nimero
amplo de familias de antibidticos os quais exibem diversos mecanismos de agéo,

tais como a inibicdo da sintese da parede bacteriana, blogueio da sintese e/ou
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funcdo dos acidos nucleicos, alteracdo da integridade da membrana citoplasmética
e o impedimento da sintese de proteinas (CALVO; MARTINEZ-MARTINEZ, 2009).

O descobrimento da penicilina (Figura 4) € um dos mais importantes do
século XX e da histéria (CALIXTO; CAVALHEIRO, 2012), porém, alguns anos apos
o descobrimento da penicilina, foi identificada uma enzima chamada penicilinase,
a qual confere resisténcia ao romper o anel B-lactamico (Figura 4) das penicilinas
(DAVIES; DAVIES, 2010; CALIXTO; CAVALHEIRO, 2012). Na década de 1940
também foi observada resisténcia a um grupo de antibidticos sintéticos, as
sulfonamidas (KEALEY et al., 2017).

Figura 4- Estrutura da Penicilina e anel B-lactamico.
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Fonte: Adaptada de Calixto; Cavalheiro, 2012.

A resisténcia a antibacterianos acontece quando o medicamento antes ativo,
se torna ineficaz; onde seu efeito contra bactérias diminui ou cessa, o que faz com
gue o tratamento seja mais complexo, as hospitaliza¢cdes sejam mais longas, haja
necessidade de medicamentos mais caros ou mesmo levando a morte (WHO,
2020a; WHO, 2020b). A resisténcia bacteriana ocorre em nivel mundial, no entanto,
0 mau uso desses faz com que o processo seja mais rapido, justificado pela compra
sem receita em alguns paises ou 0 uso excessivo. Mesmo que nos dias atuais
sejam desenvolvidos novos antibiéticos, € possivel que estes ndo sejam eficazes
contra as bactérias resistentes mais perigosas (WHO, 2020b). Estima-se que nos
Estados Unidos pelo menos 2,8 milhes de pessoas sejam infectadas com
bactérias ou fungos resistentes a antibioticos ao ano e cerca de 35.000 pessoas
morrerdo (CDC, 2020) (COOPER; SHLAES, 2011). Nos ultimos 40 anos apenas
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guatro novas classes de antibioticos tém sido desenvolvidas (COOPER; SHLAES,
2011).

Diversas bactérias sao resistentes a muitos antibioticos, estas podem levar
a morte e ter uma transmissibilidade mais alta em alguns casos. Entre as bactérias
multirresistentes, Staphylococcus aureus € uma das mais notorias, apresentando
resisténcia a meticilina (MRSA- Methicillin Resistant S. aureus) e a outros
antibidticos. Em 1959, a meticilina foi o primeiro antibiético desenhado contra a
resisténcia e dois anos depois, S. aureus tornou-se resistente a meticilina (DAVIES;
DAVIES, 2010). Essas cepas causam principalmente infec¢cdes hospitalares, mas
também tém sido relatadas na comunidade. Sua resisténcia frente a todos os
antibidticos B-lactamicos, tais como penicilinas e cefalosporinas, isto € devido a
producdo de uma proteina transpeptidase, chamada proteina de ligacdo a
penicilina, PBP 2a ou PBP 2' (penicillin binding protein), a qual apresenta afinidade
reduzida a meticilina e € codificada pelo gene mecA, que é responsavel pela
resisténcia, ausente nas cepas S. aureus sensivel a meticilina (HIRAMATSU, K., et
al, 2000; KATAYAMA, Y; ITO, T; HIRAMATSU, K., 2002). Os pacientes com
infeccbes causadas por MRSA tém 64% mais probabilidade de morrer do que

pacientes com infec¢des sensiveis a medicamentos (WHO, 2020a).

Em 2017, a OMS publicou uma lista das bactérias para as quais é urgente o
desenvolvimento de novos antibidticos; a lista “patégenos prioritarios” foi feita para
promover a pesquisa e desenvolvimento de novos antibioticos (WHO, 2017c). Esta
lista inclui Pseudomonas, E. coli e enterobactérias, as quais foram categorizadas
como prioridade critica, logo que causam infec¢Bes graves e letais apresentando
resisténcia a antibidticos, como os carbapenémicos e cefalosporinas de terceira
geracdo. Outras bactérias também incluidas na lista tais como S. aureus,
Enterococcus faecium, Helicobacter pylori e Streptococcus pneumoniae (WHO,
2017c).

Um pequeno grupo de bactérias multirresistentes tem sido chamadas pelo
acrénimo ESKAPE, fazendo referéncia a Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e espécies de Enterobacterias. Estas bactérias encontradas

principalmente no ambito hospitalar causam infecgbes graves, onde pacientes
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imunocomprometidos sdo os mais vulneraveis, as opc¢les terapéuticas s&o
limitadas e associadas a toxicidade (RICE, L. B. 2008; PENDLETON, J. N;
GORMAN, S.P; GILMORE, B. F. 2013; BOUCHER, H. W et al., 2009). A colistina é
um antibiotico utilizado como dltimo recurso quando os demais antibiéticos ndo
funcionam, mas atualmente esta sob ameaca (KEALEY et al., 2017), em 2015, o

primeiro gene de resisténcia foi observado (USUI et al., 2021).

2.2 Bases de Schiff

As bases de Schiff (Figura 5) foram reportadas por Hugo Schiff em 1864,
constituidas por um grupo imina, também chamado de azometina (KAJAL et al.,
2013). Esse grupo € formado por um carbono ligado através de uma dupla ligacéo
ao nitrogénio (C=N). A sintese desses compostos se da a partir da condensacéao
entre uma amina primaria e uma cetona ou aldeido. As iminas formadas a partir de
amoniaco nao sao estaveis e as formadas a partir de aminas sdo mais estaveis,
especialmente quando o atomo de nitrogénio tem um anel aromatico como
substituinte (MOLDOVEANU, 2010).

Figura 5- Estrutura quimica das iminas.

|| R1, Rz, R3= hidrogénio,
_C. grupo alquilo ou arilo

Fonte: ChEBI, 2019.

As iminas sdo compostos organicos amplamente utilizados como
pigmentos, corantes, catalisadores, intermediarios na sintese organica e como
estabilizadores de polimeros. Também apresentam diversas atividades biologicas,
incluindo antifungica, antibacteriana, antimalarica, antiinflamatéria, antiviral e
antipirética, mantendo o interesse no grupo (HAMEED et al., 2016; KAJAL et al.,

2013; SILVA et al., 2011). O grupo imina ou azometina esta presente em varios
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compostos de ocorréncia natural e sintética, onde desempenham papel essencial
para suas atividades biolégicas (SILVA et al, 2011). Alguns estudos demonstraram
que a presenca do par de elétrons solitarios no orbital hibrido sp? do a&tomo de
nitrogénio do grupo imina é de importancia biolégica e quimica (MUHAMMAD et al.,
2011; SANDIP et al., 2013). Adicionalmente, o atomo de nitrogénio das iminas pode
participar na formacédo de ligagbes de hidrogénio com os centros ativos dos
constituintes celulares e interferir nos processos celulares normais (SHANTY et al.,
2017; KAJAL et al., 2013). O grupo imina representa um farmacoéforo versétil para
o desenvolvimento de compostos ativos (KAJAL et al.,, 2013) e sua estrutura
permite a introducdo de grupos que aumentam sua bioatividade (AVILA et al.,
2020). Na figura 6 é mostrada a estrutura de uma base de Schiff com atividade

antibacteriana.

Figura 6- Base de Schiff com atividade antibacteriana.

Fonte: Souza, 2007.

2.2.1 Aspectos quimicos das Bases de Schiff

As iminas podem ser chamadas de cetiminas ou aldiminas se forem
derivadas de cetonas ou aldeidos respectivamente (ABDEL-MAGID, 2014). A
reacdo de formacdo de iminas a partir de cetona € mais lenta do que com um
aldeido (SMITH; TATCHELL, 1969) e as cetonas aromaticas reagem de maneira

mais lentamente quando comparadas com as cetonas alifaticas (QIN, et al., 2013).

Existem diferencas eletrbnicas entre nitrogénio e oxigénio, o que torna os
niveis de reatividade diferentes entre compostos carbonilicos e iminas (ESTEVES-
SOUZA et al., 2004; CAREY; SUNDBERG, 2007). O grupo azometina (-C=N-)

funciona como uma ponte que transmite os efeitos eletrénicos (Figura 7) entre
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anéis aromaticos, conferindo propriedades mesogénicas e planaridade ao sistema
(ESTEVES-SOUZA et al., 2004).

Figura 7- Influéncia de efeitos eletrénicos do carbono iminico.

Fonte: Esteves-Souza et al., 2004.

As iminas sdo amplamente utilizadas no campo da quimica de coordenacéo,
a ligacao dupla carbono-nitrogénio assim como a ligacdo dupla carbono-oxigénio
podem ser rapidamente reduzidas por complexos de hidretos de metal, além disso
sao intermediarios em reacdes enzimaticas (MEENACHI; CHITRA, 2019).

O grupo imino pode unir-se a multiplos nucledfilos e eletréfilos, inibindo
assim enzimas e a replicacdo do DNA, visto que o carbono atua como um eletrofilo
e 0 nitrogénio como um nucledfilo (MERMER et al.,, 2019). Estes compostos
apresentam isomeria E/Z (Figura 8) sendo o isdmero E mais estavel (BELOWICH,
et al., 2012).

Figura 8- Isdbmeros Z/E nas iminas.

H R H %
E-imina Z-imina

Fonte: Padwa, 1977.
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2.2.2 Sintese de Iminas

A reacdo quimica para formacao de iminas (Figura 9) resulta na perda de
moléculas de agua. Quando uma amina primaria € um composto com um grupo
carbonila reagem, eles formam uma ligagdo C=N intra ou intermolecularmente
(BELOWICH, 2012). As condicdes em que tal reacdo é realizada geralmente
incluem refluxo do solvente contendo os materiais de partida sob condi¢gbes
azeotropicas, quantidades cataliticas de acido para protonar o oxigénio da carbonila
tornando assim o ataque nucleofilico da amina mais rapido (ABDEL-MAGID, 2014).
As aminas secundarias ndo podem formar iminas e a desidratacdo prossegue para
dar uma ligacdo dupla carbono-carbono contendo um substituinte amino, estes
compostos sdo chamados enaminas (CAREY; SUNDBERG, 2007).

A formacédo de imina € uma condensacéao reversivel, visto que a adi¢cao de
agua provoca a sua hidrolise, fornecendo os reagentes de partida. Alguns dos
fatores que determinam o equilibrio da reacdo podem incluir o solvente,
concentracdo, pH e temperatura, bem como fatores estéricos e eletrénicos. Uma
maneira de direcionar o equilibrio para frente € eliminando a agua que se forma, o
gue pode ser alcancado usando o aparelho Dean-Stark ou adicionando agentes de
secagem, como peneiras moleculares, sulfato de soédio e sulfato de magnésio
(ABDEL-MAGID, 2014).

Figura 9- Reacao de formacéo de iminas

o R—NH; N~
lL - ,LL + H2O

Fonte: Autora, 2021.

Chakraborti et al mostraram que a eficacia dos métodos para a sintese de
bases de Schiff depende do uso de compostos carbonilicos altamente eletrofilicos
e aminas nucleofilicas. Substancias como ZnCly, TiCls, CuSOa4, HCI, MgSO4 podem

atuar como acidos de Lewis, catalisando o ataque nucleofilico das aminas ao grupo



27

carbonila, ajudando ainda na eliminacdo da agua formada no sistema como etapa
final (CHAKRABORTI et al.,2004).

Nos ultimos anos, além do uso de solvente junto com um agente de
secagem, varios métodos tém sido descritos na sintese de iminas, incluindo
irradiacdo por micro-ondas, suspensdo em meio aquoso, livre de solvente,
irradiacao por ultrassom (MEENACHI; CHITRA, 2015; KAMARIA; KAWATHEKAR,;
CHATURVEDI, 2011; SIMION et al., 2001). Na literatura séo citadas diferentes
metodologias para obtencéo de bases de Schiff. Castillo et al reportaram a sintese
de 12 N-ariliminas em condi¢des livres de solvente e aquecimento superior a 100
°C, sem uso de catalisador (CASTILLO et al, 2018). A reacdo em meio aquoso &
vista como desvantagem para alguns, embora outros autores mencionem a sintese
efetiva e com bons rendimentos em meio aquoso, sem catalisador e temperatura
ambiente (SIMION et al, 2001), com acido férmico aquoso a temperatura ambiente
(GHAFURI; ROSHANI, 2014), ou mesmo em uma suspensdo em agua sem
catalisador e a temperatura ambiente (TANAKA; SHIRAISHI, 2000). Sandip et al.,
avaliaram duas metodologias: uma metodologia convencional utilizando etanol
anidro como solvente, 2 gotas de HCI e refluxo por 1 h, e uma metodologia
utilizando micro-ondas, etanol como solvente e sem catalisador; com essa ultima,
os rendimentos foram maiores comparados a metodologia convencional (SANDIP
et al, 2013).

A obtencdo de bases de Schiff em alguns solventes como etanol a
temperatura ambiente e sem catalisador € reportada (LIU et al., 2017), etanol a
temperatura ambiente e apds banho de gelo (WONG, et al., 2016), tolueno durante
4 dias junto com peneira molecular e temperatura de 110 ° C em aparelho Dean
Stark (CORNEC, et al., 2017), etanol, AcOH e refluxo (CHANDER et al., 2017),
metanol e refluxo por 4 h sem catalisador (SEFEROGLU; SAHIN, 2015).
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2.2.3 Mecanismo de formacao de iminas.

O mecanismo utilizando catalise acida (Figura 10) inicia através da
protonacdo da carbonila, aumentando o caréater eletrofilico do carbono, o que
favorece o ataque nucleofilico da amina priméaria a carbonila, formando-se um
composto intermédio hemiaminal, finalmente a protonacdo do grupo hidroxila
formado é necesséria para transforma-lo em um bom grupo abandonador, com
perda de agua e formacdo da imina (CAREY; SUNDBERG, 2007; FERNANDEZ,
2020). Catalise basica pode ser utilizada (Figura 11), a adicdo nucleofilica ocorre
pela desprotonacdo do nucledéfilo gerando um anion o qual é mais reativo,
posteriormente o hemiaminal € formado, perda de agua por expulsdo do ion
hidréxido e finalmente a formacao da imina (CAREY; SUNDBERG, 2007).

A adicdo nucleofilica permite a formagdo de hemiaminal ou carbinolamina
como intermediario, que € labil e geralmente nédo é isolado ou detectado. (CIACCIA,
DI ESTEFANO, 2015).

. A velocidade desta reacédo depende do pH da solucéo, a basicidade da
amina e reatividade do aldeido. Em pH muito baixo a velocidade diminui devido a
protonacdo da amina o que pode dificultar o ataque nucleofilico, em pH muito alto
a protonacao da carbonila ndo é favorecida, no entanto aminas altamente basicas
e aldeidos muito reativos podem reagir mais facilmente sem necessidade de
catalisador. (CAREY; SUNDBERG, 2007; FERNANDEZ, 2020).



Figura 10- Adicéo nucleofilica por meio de catalise acida.
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Figura 11- Adigcdo nucleofilica por meio de catalise basica.
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Existem quatro reacBes das bases de schiff com aplicacdes importantes

(Figura 12): a) adicdo de reagentes organometalicos ou hidreto a ligacdo C=N, b)

reacdo Hetero Diels Alder; c) formacdo de complexos metalicos quirais; d)

cicloadicdo de Staudinger com cetena para produzir um anel B-lactamico, com

importancia na sintese de antibioticos p-lactamicos. As iminas funcionam como

intermediarias em bioprocessos como a reacdo de transaminacéo, glicacdo da

albumina que conduzem a formacédo de importantes biomarcadores preditivos da

diabetes tipo Il (QIN, 2013). Além disso, 0 grupo imina é importante na elucidacao

dos mecanismos das reacdes de trasaminacdo e racemizagcdo nos sistemas

biolégicos (KAMARIA; KAWATHEKAR; CHATURVEDI, 2011).
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Figura 12- Reacdes das bases de Schiff com aplicacdes importantes
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2.2.4 Bases de Schiff com atividade antibacteriana derivadas de heterociclos.

O aumento da taxa de mortalidade associada a doencas infecciosas esta
diretamente relacionado as bactérias com resisténcia multipla aos antibioticos
(SILVA et al, 2011). As bases de Schiff tem sido apontadas como agentes

antibacterianos promissores (SILVA et al, 2011).

As bases de Schiff heterociclicas constituem uma ampla variedade de

compostos farmacologicamente ativos (SHANTY et al., 2017), com ac¢des tais como
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antimicrobianas, antitumorais e antioxidantes (MESBAH et al.,, 2018). Este
farmacoforo estd presente em diversos agentes antimicrobianos atualmente
disponiveis, como a nitrofurantoina, furazolidona, nifuroxazida, furoxona (Figura
13) e alguns anti-helminticos (AMNERKAR; BHONGADE; BHUSARI, 2015).

Figura 13- Estrutura de fArmacos antimicrobianos contendo o grupo

azometina.
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Fonte: Autora, 2021.

Mesbah e colaboradores sintetizaram trés bases de Schiff a partir de 2-
pirrolcarboxaldeido, 2-tiofenocarboxaldeido e 2-furancarboxaldeido, os trés

compostos apresentaram atividade contra E. coli (MESBAH et al., 2018).

Shi et al sintetizaram uma série de compostos derivados do 5-
clorosalicilaldeido (Figura 14) e observaram que derivados contendo heteroatomos
com oxigénio e nitrogénio favoreceram a atividade antibacteriana dos compostos,
além disso, 0s compostos com anéis aromaticos foram muito mais ativos em
relacdo aos alifaticos. O estudo da relacdo estrutura-atividade indicou que a
aromaticidade e a hidrofilicidade também foram de grande importancia para a
atividade antimicrobiana (SHI et al., 2007).
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Figura 14- Bases de Schiff derivados 5-clorosalicilaldeido com atividade

antibacteriana.

Fonte: Shi et al., 2007.

Entre os heterociclos contendo nitrogénio, a piridina e seus derivados séo
compostos considerados muito interessantes e importantes para aplicacdes
biolégicas como antimicrobiana, anticonvulsivantes e antitumoral (BHATIA et al.,
2009; NAYAK; POOJARY, 2019; MILOSEVIC et al., 2020; SEDAGHAT et al.,
2012). Como exemplo, o grupo de Nayak & Poojary decidiu combinar dois
farmacaoforos ativos, a piridinahidrazona e azometina, afim de verificar sua atividade
antimicrobiana. Foi avaliada a atividade antimicrobiana de uma variedade de
derivados de arilpiridina junto com o grupo azometino com diversas substituicbes
aromaticas (Figura 15). A CIM (1,56 a 12,5 ug/mL) revelou que a maioria dos
compostos mostraram uma boa atividade antibacteriana contra cepas gram-
positivas de S. aureus e E. faecalis, e gram-negativas de E .coli e P. aeruginosa
(NAYAK; POOJARY, 2019).
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Figura 15- Estrutura de composto base de Schiff derivado de

piridinahidrazona.
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Fonte: Nayak; Poojary, 2019.

Em um estudo realizado por MiloSevi¢ e colaboradores foram sintetizadas 16
bis-imino piridinas obtidas a partir de 2,6-diaminopiridina, contendo os substituintes
cloro, bromo, fluor, nitro, hidrogénio, metila e metoxila (Figura 16). Os compostos
mostraram atividade bacteriostatica moderada contra todas as bacterias
estudadas; E. coli, E. faecalis, S. aureus e P. aeruginosa (MILOSEVIC et al., 2020).

Figura 16- Estrutura de compostos bis imino piridina com atividade

bacteridstatica
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Fonte: MiloSevi¢ et al., 2020.

Em outro trabalho, foi descrita a sintese de 18 compostos derivados
contendo o anel piridina e seus analogos (Figura 17), os quais foram testados

contra S. aureus, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, Acinetobacter
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haemolyticus. Nesse estudo, todos o0s compostos apresentaram atividade
antimicrobiana com CIMs < 32 pg/mL (MERMER et al., 2019).

Figura 17- Estrutura de compostos bases de Schiff derivados de piridina e
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Fonte: Mermer et al., 2019.

O nucleo tiazol e seus derivados também sdo de grande importancia
biologica, com destaque para atividade antibacteriana, antifingica, anti-inflamatoria
e antitumoral (BHARTI et al., 2010; CUKUROVALI et al.,, 2006). Alguns
medicamentos disponiveis apresentam na sua estrutura o nucleo tiazol, como a
penicilina, a bleomicina e tiazofurina, o que torna o nucleo tiazol interessante no
desenvolvimento de compostos farmacologicamente ativos (BHARTI et al., 2010).
O farmaco antimicrobiano sulfatiazol apresenta em sua estrutura esse heterociclo
(Figura 18) (BHARTI et al., 2010), composto ainda por um anel 2-aminotiazol
(CUKUROVALI et al., 2006).

Figura 18- Estrutura do antibidtico sulfatiazol.
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Fonte: Autora, 2021.

Heterociclos contendo um anel azol e os derivados fendlicos tem
apresentado variadas atividades biolégicas, como antibacteriana e antitumoral

(SHANTY et al., 2017). Baseado nisso, Shanty e colaboradores sintetizaram 7
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bases de Schiff heterociclicas biologicamente ativas partindo dos aldeidos 2-
pirrolcarboxaldeido e 2-tiofenocarboxaldeido junto com aminas heterociclicas
(Figura 19). A maioria dos compostos apresentou atividade antibacteriana contra
as diferentes cepas testadas, Salmonella typhi, Bacillus coagulans, Bacillus pumills,
E. coli, Bacillus circulans, Pseudomonas, Clostridium e Klebsilla pneumoniae, com
CIMs <100pg/mL (SHANTY et al., 2017).

Figura 19- Compostos bases de Schiff contendo anel azol.
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Bharti e colaboradores sintetizaram uma serie de 30 novas bases de Schiff
com o anel tiazol 2,4 dissustituido por meio da ciclizagcéo de tiossemicarbazona com
brometo de fenacilo substituido (Figura 20). A atividade antimicrobiana dos
compostos foi avaliada e alguns dos compostos mostraram atividade de boa a
moderada com CIMs <50 pg/mL. Foi observado que o0s compostos com
substituintes aceptores de elétrons no anel fenilo (bromo, flGor, nitro) néo

aumentaram a atividade antibacteriana (BHARTI et al., 2010).

Figura 20- Estrutura de base de Schiff contendo anel tiazol 2,4 disustituido.
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Cukurovali et al sintetizaram 18 novas iminas, contendo 0S grupos
ciclobutano e tiazol junto a diversos substituintes (Figura 21). Estes compostos
foram estudados como potenciais agentes antibacterianos e antifingicos, as CIMs
estiveram entre 16 e 512 ug/mL. Foi notado que embora apresentassem

semelhancga estrutural, a atividade antimicrobiana foi significativamente diferente
entre 0os compostos da série.

Figura 21- Estrutura de bases de Schiff contendo o ndcleo tiazol e
ciclobutano.
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Fonte: Cukurovali et al., 2006.

Amnerkar et al sintetizaram 28 bases de Schiff a partir de derivados de 2-
aminobenzotiazol e tiazol, com diversos substituintes (Figura 22), baseando-se na
importancia quimioterapéutica deles, foram testados como possiveis agentes
antimicrobianos, a maior parte destes compostos mostraram além de atividade
antifangica e anti-helmintica, atividade antimicrobiana de excelente a moderada
contra duas cepas de bactérias gram-negativas (E coli, P. aeruginosa), duas

bactérias gram-positivas (S. aureus , Bacillus subtilis) (AMNERKAR et al., 2015).
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Figura 22- Compostos bases de Schiff derivados de tiazol e

aminobenzotiazol.
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Finalmente, o heterociclo indol representa uma classe de compostos
organicos de grande importancia, sendo estudado quanto a suas propriedades
antioxidantes, antibacterianas, antifangicas, antiviral, anticancer e
anticonvulsivante (NARTOP et al., 2019; KAMARIA; KAWATHEKAR;
CHATURVEDI, 2011; THANIKACHALAM et al., 2019; TIWARI et al., 2020). O indol
€ um composto abundante em muitos produtos farmacéuticos e naturais,
atualmente sdo muitos os farmacos que contém o nucleo indol na sua estrutura,
tais como a indometacina, ondansetrona e fluvastatina, e alguns alcaléides como a
vincristina e triptamina (MAHENDRA et al., 2017; AVAN; GUVEN; GUVEN, 2013;
GOMHA et al., 2011).

CIULLA e colaboradores mencionam que as moléculas baseadas em indol
tém sido eficazes como inibidores da bomba de efluxo NorA, um sistema
relacionado a multirresistencia antimicrobiana, usado pelas bactérias para remover
um agente antibacteriano das células, reduzindo assim as concentracfes eficazes
do antibiotico. A resisténcia aos antibidticos pela bactéria S. aureus deve-se a
bomba NorA (CIULLA et al., 2018).
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Figura 23- Farmaco atividade antibacteriana de origen natural contendo o

nudcleo indol.
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Fonte: TIWARI et al., 2020.

Kamaria et al descreveu a sintese de 14 compostos contendo o nucleo indol
na estrutura (Figura 24). A concentragao inibitéria minima foi determinada e todos
0S compostos apresentaram uma atividade antibacteriana significativa contra 11
cepas de bacterias gram-positivas e gram-negativas com CIMs na faixa 6,25-100
pg/mL (KAMARIA; KAWATHEKAR; CHATURVEDI, 2011).

Figura 24- Estrutura de compostos bases de Schiff contendo nucleo indol.
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3. JUSTIFICATIVA

Devido ao rapido avanco da resisténcia bacteriana as multiplas drogas e este
ser um sério problema de saude em todo o mundo, entende-se que € necesséria a

descoberta e 0 desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos mais eficazes.

As bases de Schiff sdo compostos organicos nitrogenados com diversas
funcBes bioldgicas, em especial antimicrobianas, 0s quais permitem a integracao
de diversos grupos funcionais. Por outro lado, compostos heterociclicos contendo
enxofre, nitrogénio e oxigénio, tais como indol, tiazol e piridina, também apresentam
ampla gama de propriedades biologicas, incluindo excelente atividade
antibacteriana. Dessa forma, a unido dos dois farmacoforos mencionados, tem
apresentado resultados promissores em diversos estudos. Diante do exposto, esse
trabalho propde a sintese, caracterizagdo estrutural e realizagdo de ensaios de
concentracgao inibitdria minima de novos derivados imina contendo os heterociclos

indol, tiazol e piridina como potenciais agentes antimicrobianos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Sintese e avaliacdo de atividade antibacteriana de novos compostos bases de
Schiff contendo os nucleos indol, tiazol e piridina.

4.2 Especificos

Sintetizar bases de Schiff a partir de aminas e aldeidos aromaticos.

2. Caracterizar estruturalmente os compostos utilizando a técnica de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e 3C.

3. Determinar a concentragdo inibitéria minima das bases de Schiff frente a
bactérias gram-positivas e gram-negativas utilizando o método de

microdiluicdo em caldo.
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MATERIAIS E METODOS
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Cromatografias

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas
de silica gel 60 F254 MERCK® de 0,25mm de espessura e as leituras foram

realizadas atraves de luz Ultravioleta (UV).

A determinacdo do grau de pureza foi realizada utilizando Cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplado ao detector ultravioleta no comprimento de onda
(A) de 254 nm (CLAE/HPLC-UV), fase reversa, utilizando o equipamento
Shimadzu®, modelo SIL20AHT, coluna C-18 Supelco Discovery®, 25 cm 4.6 mm, 5
MM. A fase movel utilizada foi metanol 100%. Com um fluxo de 1 ml/min e volume

de injecéo de 5 pL.
5.2 Espectroscopia RMN H e 3C

Os espectros de RMN 1H e 13C foram obtidos em equipamento Briiker®,

modelo avance DRX 600 MHz — UItraShieId®, utilizando como solvente analitico

CDCls. Os deslocamentos quimicos (8) foram computados em partes por milh&o
(ppm) e constantes de acoplamento (J) foram computadas em Hertz. As
multiplicidades dos sinais foram indicadas da seguinte maneira: simpleto (s),
dubleto (d), duplo dubleto (dd), tripleto (t), e multipleto (m).

5.3 Pontos de fusao

Os pontos de fusdo foram determinados utilizando o equipamento

MSTecnopon® , modelo PFMII Digital, em tubos capilares.



5.4 Reagentes e Solventes

Reagentes Solventes
Feniletilamina Acido cloridrico
Benzilamina Acido féormico

2- (4 metilpiperazin-1-il) etanamina
3-Piridinacarboxaldeido
3-Indolcarboxaldeido
2-Tiazolcarboxaldeido
2-Quinolinacarboxaldeido
4-Quinolinacarboxaldeido
Benzaldeido
TPGS-750-M 5%
Hidréxido de potassio
Peneira molecular 4A
1-piperidina etanamina
1-benzilpiperidin-4-amina

Acido cloridrico

Etanol

Agua destilada

Acetato de etila

Acido acético

Diclorometano

Hexano

Cloroférmio Deuterado (CDClz)
Metanol grau HPLC

Metanol absoluto

5.5 Equipamentos

Balanca analitica (4 decimais) IKA®
Estufa Nova ética®
Bomba de alto vacuo IKA®

Evaporador rotativo IKA®
Vidrarias
Ultrassom

Freezer

43
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5.6 Procedimentos para a obtencao de iminas

5.6.1 Procedimento para obtencdo do composto LQM 385.

Em um baldo foram adicionados 1 eq. de 3-indolcarboxaldeido (150 mg), 15
mL de diclorometano, 1.1 eq. de feniletilamina e 1 eq. de KOH em DCM. A mistura
foi mantida sob agitacédo constante a 40 °C durante 48 h. A reacao foi acompanhada
por CCD usando como fase mével Hex: AcOEt 1:1. ApGs o término da reacao
constatado por CCD, foi realizada uma extracdo liquido-liquido em AcOEt, e
utilizando 4gua como solvente extractor (3x15 mL), a solu¢édo organica foi seca sob

pressao reduzida e o produto foi obtido como um 6leo vermelho.

Figura 25- Sintese do composto LQM 385.
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e Dados e caracterizacédo de (E)-N-(1H-indol-3-il)-metileno-2-
feniletanamina (LQM 385).

Oleo vermelho; formula molecular: CizHieN2; massa molar: 248,13 g/mol,
Rendimento: 98%, Fator de retencéo: 0,42, Hex/AcOEt 1:1.

e RMN 'H (600 MHz, CDCls) d (ppm): 3,11 (t, 2H, J=7,5 Hz, CH>); 3,93 (t, 2H,
J=7,5 Hz, CHy); 7,26-7,27 (m, 3H, H-Ar); 7,33-7,36 (m, 5H, H-Ar); 7,4 (s, 1H-
indol); 8,3-8,32 (m, 1H-indol); 8,41 (s, 1H, HC=N).

e RMN 3C (150 MHz, CDCIls) & (ppm): 38,1; 63,2; 111,7; 114,8; 121,1; 121,3;
123,2; 125,6; 126,1; 128,4; 129,0; 129,2; 136,9; 140,2; 156,3 (Apéndice A).
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5.6.2 Procedimento para obtencdo dos compostos LQM 386-387, LQM 389-390

Em 20 mL de etanol foram adicionadas quantidades equimolares das aminas
(feniletlamina e benzilamina) com o0s correspondentes aldeidos: 3-
piridinacarboxaldeido, e 2-tiazolcarboxaldeido (100 mg), foram adicionados 3.5 eq.
de peneira molecular 4A e 2 gotas de acido acético. A mistura foi mantida sob
agitacao por 24 h a 80 °C. Ap0s o término da reacao, foi realizada uma extracéo
liquido-liquido utilizando AcOEt e como solvente extractor, agua (3x15 mL), a
solucao orgéanica foi seca utilizando Na>SOa.

Figura 26- Sintese de compostos LQM 386-387 e LQM 389-390.
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e Dados e caracterizacdo de (E)-(2-fenil-N-piridin-3-il)-metileno-
etanamina (LQM 386).

Solido café; formula molecular: C14H14N2; massa molar: 210,27 g/mol; Rendimento:
84%, Fator de retencao: 0,40, Hex/AcOEt 1:1, PF: 51-52 °C.
e RMN 'H (600MHz, CDCI3) d (ppm): 3,04 (t, 2H, J=7,4 Hz); 3,91 (t, 2H, J=7,4
Hz); 7,21-7,24 (m, 3H); 7,28-7,32 (m, 2H); 7,35-7,37 (m, 1H); 8,1 (dt, 1H,
J=1,9e7,9)8,66 (dd, 1H, J=1,7 e 4,8); 8,19 (s, 1H); 8,83 (d, 1 H, J=1,9 Hz).
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e RMN 3C (150 MHz, CDCI3) & (ppm): 37,3; 63,3; 123,7; 126,2; 128,4; 129,0;
131,7; 134,4; 139,6; 150,1; 151,3; 158,5 (Apéndice B).

e Dados e caracterizagdo de (E)-1-fenil-N-(piridin-3-il-metilen)
metanamina (LQM 387).

Oleo amarelo; férmula molecular: CizHi12N2; massa molar: 196,25 g/mol;
rendimento: 94 %, Fator de retencéo: 0,45, Hex/AcOEt 7:3.
e RMN H (600MHz, CDClz) d (ppm): 4,86 (s, 2H); 7,28-7,31 (m, 1H); 7,34-
7,39 (m, 5H); 8,18 (d, 1H, J=8,0 Hz); 8,43(s,1H); 8,66 (d, 1H, J=4,4 Hz); 8,91
(s, 1H).
e RMN *3C (150 MHz, CDCI3) & (ppm): 65,2; 123,7; 127,2; 128,0; 128,6; 131,7;
134,6; 138,7; 150,3; 151,5; 159,0 (Apéndice C).

e Dados e caracterizacdo de (E)-fenil-N-((tiazol-2-il) metileno)
metanamina (LQM 389)
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Oleo preto; formula molecular: C11H1oN2S; massa molar: 202,27 g/mol; rendimento:
82 %, Fator de retencao: 0,54, Hex/AcOEt 7:3.
e RMN !H (600MHz, CDClI3) & (ppm): 4,90 (s, 2H); 7,28-7,34 (m, 3H) ;7,37-
7,39 (m, 2H); 7,43-7,44 (m, 1H); 7,94-7,95 (m, 1H); 8,55 (s, 1H).
e RMN *3C (150 MHz, CDCls) & (ppm): 64,3; 121,6; 127,3; 128,2; 128,6;
138,0; 144,0; 155,8; 167,1. (Apéndice E).

e Dados e caracterizacdo de (E)-2-fenil-N-((tiazol-2-il) metileno)
etanamina (LQM 390)
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Oleo preto; férmula molecular: C12H12N2S; massa molar: 216,30 g/mol; rendimento:
72 %, Fator de retencao: 0,71, Hex/AcOEt 7:3.

e RMN 'H (600MHz, CDCI3) d (ppm): 3,06 (t, 2H, J=7,5 Hz); 3,93 (t, 2H, J=7,5
Hz); 7,21-7,24 (m, 3H); 7,28-7,32 (m, 2H); 7,42 (d, 1H, J=3,1 Hz); 7,92 (d,
1H, J=3,1 Hz); 8,35 (s, 1H)

e RMN 3C (150 MHz, CDCl3) & (ppm): 37,0; 62,5; 121,4; 126,3; 128,4; 128,9;
139,3; 143,9; 155,4; 167,1. (Apéndice F)

5.6.3 Procedimento para obtencdo do composto LQM 388

Em 15 mL de &gua foram adicionadas quantidades equimolares de 3-
indolcarboxaldeido (100 mg) e benzilamina junto a 1 mL de TPGS-750-M 5%. A
reacao foi mantida sob agitacédo constante a temperatura ambiente durante 24 h. O
término da reacao foi verificado por CCD usando como fase movel Hex/AcOEt 1:1.
Foi realizada uma extracdo liquido-liquido AcOEt/H20O, onde a fase orgéanica foi
coletada e seca, para posteriormente ser realizada uma recristalizacdo EtOH/H20,

onde foi obtido um soélido laranja.

Figura 27- Sintese do composto LQM 388
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e Dados e caracterizacdo de (E)-N-(1H-indol-3-il)  metileno)
fenilmetanamina) (LQM 388)
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Solido laranja; formula molecular: CisH14N2; massa molar: 234 g/mol; rendimento:
86 %, Fator de retencéo: 0,35, Hex/AcOEt 1:1, PF: 118-120 °C.
e RMN !H (600MHz, CDCls) d (ppm): 4,84 (s, 2H); 7,21-7,26 (m, 2H); 7,28 (d,
1H, J=7,3 Hz); 7,35-7,39 (m, 3H); 7,42 (d, 2H, J=7,6 Hz); 7,66 (s, 1H); 8,31
(d, 1 H, J=7,5 Hz); 8,56 (s, 1H)
e RMN 3C (150 MHz, CDCI3) d (ppm): 64,4; 111,5; 114,9; 121,4; 121,7;
123,5; 125,5; 126,9; 127,9; 128,5; 129,6; 136,8; 139,7; 156,4 (Apéndice D).

5.7 Ensaios biolégicos in vitro.

5.7.1 Microrganismos utilizados.

Os testes de atividade antibacteriana foram realizados com as seguintes
cepas padrdo, bacterias gram-positivas: S. aureus (ATCC 25923), E. faecalis
(ATCC 29212), e bactérias gram-negativas: P. aeruginosa (ATCC 27853) e E. coli
(ATCC 25922), escolhidos por serem microrganismos que apresentam resisténcia

contra antibiéticos atualmente disponiveis.

5.7.2 Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM) por meio de

microdiluicdo em caldo.

Para avaliar a atividade antibacteriana foi realizado o ensaio de microdiluicao
em caldo Mueller Hinton baseado no documento do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2018). O experimento foi realizado em triplicata. Para o
controle da viabilidade microbiana utilizou-se o caldo de cultivo Mueller Hinton e o

in6culo bacteriano. O controle negativo foi realizado com soluc¢do salina (0,9%),
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enquanto que o controle de esterilidade foi feito com o caldo Mueller Hinton e

ciprofloxacino foi usado como controle positivo.

Foi utilizado o revelador Trifenil Tetraz6lio Brometo 2,3,5 (TTB) 1%, como
indicador do crescimento microbiano. A auséncia de cor nos pocos foi interpretada
como microrganismo sensivel ao composto testado (auséncia de crescimento). De
modo contrario, 0s po¢os que apresentaram coloracao azulada foram interpretados
como microrganismo resistente, presenca de crescimento. A CIM foi definida como

a menor concentragao em pg/mL capaz de inibir o crescimento bacteriano.

O grau de atividade antimicrobiana foi determinado segundo os critérios
estabelecidos por Ayres et al. CIM de até 100 ug/mL (ativa), CIM de 100- 500 ug/mL
(atividade inibitéria moderada), CIM de 500-1000 pg/mL (atividade fraca) e CIM
maiores que 1000 ug/mL (inativos) (AYRES et al., 2008).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Obtencé&o de iminas

Inicialmente, diversos aldeidos e aminas arométicas foram planejados
(Figura 28), no entanto, problemas de reatividade n&o permitiram que todas as
iminas planejadas fossem sintetizadas. Embora diversas alteragdes na metodologia
(Tabela 1) tenham sido realizadas, apenas as iminas (LQM 385-390) contendo os

nucleos marcados em vermelho foram sintetizadas com bons rendimentos.

Figura 28- Aldeidos e aminas planejados.
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Fonte: Autora, 2021.



Tabela 1- Diferentes metodologias testadas.

Solvente Temperatura Tempo Catalisador Referencias
Adaptada de
DCM 40 °C 48 h NaxSO4 Barbarotto et al.,
2009
o Come sem Chander et al.,
EtOH 80 °C 24 h ACOH 2017
o Castillo et al.,
-- 100 °C 96 h -- 2018
Tolueno 110 °C 72 h AcOH, Na>S0O4 Cornzeoclit al.
Seferoglu; Sahin,
MetOH Amb. e refluxo 72 h Na>SO4 2015
o Sandip et al.,
EtOH 80 °C 48 h HCI 2013
c Amb.; Peneira Cornec et al.,
Eter Molecular 2h - 2017
MetOH  Amb./64 °C 120h  Acido formico G Roshant
Adaptada de
ACN 100 °C 48 h -- Castillo et al.,
2018
, . Tanaka,;
Agua Ambiente 24 h -- Shiraishi, 2000
] o Com e sem Sandip et al.,
EtOH MW:200W,85°C 1h ACOH 2013

Fonte: Autora, 2021. * Amb: ambiente; MW: microondas; W; watts.
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As iminas foram obtidas a partir da condensacéo entre aldeidos e aminas

primarias aromaticas, mediante reacfes de adicdo nucleofilica. Empregando trés

metodologias simples (Tabela 2) foram obtidas 6 iminas derivadas de indol, tiazol

e piridina com rendimentos superiores a 70% (Figura 29-pagina 53).
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Tabela 2 - Metodologias utilizadas na sintese dos compostos obtidos.

Solvente Temperatura Tempo Catalisador Referéncias
EtOH 80 °C 24 h AcOH, peneira Chander et al.,
molecular 2017
Adaptada de
DCM 40 °C 48 h KOH Barbarotto et al.,
2009
i Adaptada de
Agua Ambiente 24 h TPGS-750-M 5% Tanaka;

Shiraishi, 2000

Fonte: Autora, 2021

Na maioria dos casos foi necessario o uso de acido acético como catalisador,
KOH utilizou-se na sintese de um composto, ambos os catalisadores fazem com
gue os reagentes sejam mais reativos, o catalisador acido no caso dos aldeidos e
0 basico para as aminas nucledfilas. Etanol, agua e diclorometano foram utilizados
como solventes, peneiras moleculares foram empregadas como agente secante
guando o solvente utilizado foi etanol ja que n&o era anidro, mas isto principalmente
para evitar a hidrélise dos compostos obtidos a qual acontece mais facilmente em
solucdo aquosa acida, pela formacdo de agua na reacdo de sintese de iminas.
Compostos derivados de indol precisaram de metodologias diferentes enquanto os

derivados de tiazol e piridina foram sintetizados utilizando a mesma metodologia.

Os compostos LQM 386, LQM 387, LQM 389 e LQM 390 foram obtidos a
partir da metodologia reportada por CHANDER et al.,, onde quantidades
equivalentes de aldeidos e aminas foram dissolvidos em etanol, adicionando &cido
acético e peneira molecular sob refluxo (CHANDER et al., 2017). O composto LQM
385 foi 0 primeiro a ser sintetizado mediante uma metodologia baseada na literatura
com pequenas modificacbes, onde foi dissolvido o aldeido e a amina em
diclorometano, KOH foi adicionado e a reacdo foi colocada sob refluxo
(BARBAROTTO et al., 2009). Por fim, o composto LQM 388 foi sintetizado
utilizando a metodologia de TANAKA; SHIRAISHI, utilizando-se quantidades
equivalentes da amina e o aldeido, em &4gua e sob agitacdo a temperatura ambiente
(TANAKA; SHIRAISHI, 2000), colocando TPGS-750-M 5%.



Figura 29- Compostos finais obtidos.
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Fonte: Autora, 2021.

6.1.2 Caracterizagdo por RMN *H e 3C.

No espectro de hidrogénio, os simpletos referentes ao grupo imina (o qual

estd diretamente ligado a um heterociclo o que faz esses hidrogénios mais

desblindados, se comparados com hidrogénios de iminas alifaticas por exemplo,

onde os deslocamentos quimicos poderiam ser em campo mais alto embora a

diferenca nado seria grande) aparecem entre 8,37 e 8,56 ppm. Outro deslocamento

importante é o dos hidrogénios alifaticos, os quais foram observados entre 3,04-
4,90 ppm como tripletos (LQM 385, LQM 386 e LQM 390), devido a que estes

compostos sdo derivados de feniletilamina apresentam um total de 4 hidrogénios

alifaticos (CH2-CHy), um tripleto por cada 2 hidrogénios (multiplicidade da sinal n+1,

n=2 vizinhos: tripleto), simpletos foram observados em os compostos derivados de

benzilamina (LQM 387-389), pois apresentam dois hidrogénios alifaticos os quais

ndo tem hidrogénios vizinhos (multiplicidade da sinal n+1, n=0 vizinhos: simpleto).
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Foram observados deslocamentos entre 7,21-8,91 ppm correspondentes aos

hidrogénios arométicos.

No espectro de RMN 3C foram observados sinais em torno de 155 ppm
correspondentes ao carbono iminico, assim como sinais entre 37-65,26 ppm dos

carbonos alifaticos, indicando a formacé&o dos produtos.

Como exemplo, no espectro de RMN *H do composto LQM 387 observa-se
os sinais em 4,8 ppm e 8,43 ppm, dois simpletos correspondentes ao hidrogénio
alifatico e o hidrogénio da funcéo imina (Figura 30). No espectro de RMN **C do
mesmo composto, observa-se um sinal em 159 ppm correspondente ao carbono

da funcdo imina, e um sinal em 65,2 ppm do carbono alifatico (Figura 31).

Figura 30- Espectro de RMN 'H do composto LQM 387
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Figura 31- Espectro de RMN de *3C do composto LQM 387
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Fonte: Autora, 2021.

6.2 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima pelo método de

microdiluicdo em caldo.

A concentracao inibitéria minima (CIM) € a concentracdo mais baixa de um
composto que inibe o crescimento de uma cepa bacteriana determinada. O cultivo
em caldo ou agar podem ser utilizados para realizar os testes de CIM, mas a

microdiluicdo em caldo é o método mais utilizado (PAHO, 2005).

O ensaio para determinar a CIM foi realizado utilizando duas cepas de
bactérias gram-negativas e duas cepas gram-positivas. Na tabela 3 estdo
sumarizados todos os valores de CIM dos compostos LQM 385-390 sobre os

microrganismos avaliados.
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Tabela 3- Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos compostos LQM 385-LQM

390 frente aos microrganismos avaliados.

Céd. Estrutura

Concentracdo Inibitoria (ug/mL)

Gram-positivas

Gram-negativas

S. E. . P.
. E. coli .
aureus faecalis aeruginosa
H
N
385 ©/\/< ﬂ 125 625 250 250
=N
386 (Y\N/\/Q 500 250 500 500
N/
NS
XY N
387 || _ @ 500 250 500 250
N
H
N
388 ©/\/< 500 500 500 500
\Nﬂ
389 s N§ 125 n.d n.d 500
L
N
390 s NJ_Q 62,5 500 500 250
[
N
0O O
F OH
Cipro. N NI 0,15 0,31 0,31 0,31
HN_/

Fonte: Autora, 2021. Nota: n.d = Nao houve inibigdo; [pg/mL] concentragdo em microgramas

por mililitro, cipro= ciprofloxacino.

Os compostos apresentaram valores de CIM entre 62,5 e 500 pg/mL. A

melhor atividade antibacteriana foi observada para o composto LQM 385, um

derivado indol que apresentou valores de CIM de 62,5 ug/mL para E. faecalis ATCC
29212 (ativo), atividade moderada para S. aureus ATCC 25923 (125 pg/mL), para
E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 (250 pg/mL). Frente a S. aureus
ATCC 25923, os compostos derivados do tiazol; LQM 390 foi ativo (62,5 pg/mL) ,
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e 0 LQM 389 apresentou atividade moderada (125 pg/mL), a maior atividade do
LQOM 390 em relagdo ao LQM 389 pode-se relacionar com a maior lipofilia do
LQM390 devida a adicdo de um metileno permitindo uma melhor penetracdo a
través de membranas. A adicdo de metilenos aumenta a lipofilicidade de
compostos, mas entre maior € o numero de metilenos, a formacao de micelas pode
acontecer (Thomas, G., 2003). Utilizando o programa SwissADME foi obtido LogP
(Coeficiente de particdo) de cada composto (Tabela 4). Em estudos QSAR, LogP
€ um dos parametros mais utilizados para expressar a hidrofobicidade e se define
como a relacdo de concentracdo de uma substancia na fase organica e na fase
aquosa sob condi¢des de equilibrio termodindmico. Em compostos bioativos os
valores séo entre -5 a 5 (LIPINSKI et al., 1997).
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Tabela 4- Coeficiente de particado (LogP) dos compostos LQM 385-LQM 390.

Cédigo Composto LogP
H
L)
385 ;E( ya 3,33
- ‘}%_\
‘k__j —
386 \ WW@ 2,72
N/‘
e H'LN 7
| /]/\ /\U -
387 SN ~ 2.44
N
= .
388 y[;f\) 3,32
\:N/\(;\
VRS
389 o N_>_/ 2,55
L
M
=] N—-‘/_é:‘—}
390 2,82

Fonte: Autora, 2021.
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Valores positivos de LogP refletem maior afinidade pela fase orgéanica e os
valores negativos maior afinidade pela fase aquosa, assim compostos muito
hidrofébicos tem valores LogP>3 e tendem a permanecer nas membranas
biolégicas enquanto os compostos pouco hidrofébicos LogP<0 permanecem no
compartimento aguoso nao sendo capazes de atravessar as membranas no
processo de transporte, pelo que para uma melhor permeabilidade e solubilidade
os valores de LogP devem ser moderados (entre O e 3) (HANSCH & FUJITA, 1964;
HANSCH & CLAYTON, 1973). Compostos LQM 385-LQM 390 apresentaram LogP
entre 2,44-3,33, compostos com um metileno a mais resultaram ser mais

hidrofébicos e em alguns casos com melhores atividades.

Os compostos LQM 386 e LQM 389 demonstraram inibicdo moderada nas
concentragdes entre 125 e 500 pg/mL. O composto LQM 389 foi o unico que néo
apresentou atividade contra as duas cepas: E. faecalis ATCC 29212 e E. coli ATCC
25922. Para a cepa P. aeruginosa ATCC 27853, os compostos LQM 385, LQM387
e LQM 390 apresentaram atividade moderada com uma CIM de 250 pg/mL,

derivados de indol, piridina e tiazol respectivamente.

Finalmente, de forma geral, os compostos testados exibiram melhores
resultados frente a bactérias gram-positivas, 0 que poderia ser justificado pela
diferenca no envoltério bacteriano; as gram-negativas possuem uma membrana
externa complexa que contém varias substancias, como as porinas (responsaveis
pelo acesso das substancias para dentro das bactérias). Esta membrana pode por
vezes dificultar a entrada de algumas substancias, servindo assim como barreira, e
nao esta presente em bactérias gram-positivas onde o peptidoglicano é exposto na
superficie e muitas vezes torna-se um ponto de ataque para alguns antibioticos,
evitando a formacéo da parede celular bacteriana em qualquer uma das fases do
seu desenvolvimento (CALVO; MARTINEZ-MARTINEZ, 2009).
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Esta pesquisa permitiu a sintese de 6 bases de Schiff derivadas do indol,
piridina e tiazol, bem como a realizacdo de testes in vitro para determinar seu
potencial antibacteriano. Os compostos apresentaram bons rendimentos de
sintese, entre 72-98%. As bases de Schiff foram caracterizadas por RMN *H e *C

onde foram identificados os sinais caracteristicos.

Os compostos sintetizados exibiram varios graus de efeitos inibitorios sobre
0 crescimento de cepas bacterianas, principalmente moderados e com melhores
resultados contra bactérias gram-positivas. LQM 385 foi o composto com melhor
atividade antibacteriana contra as quatro cepas, sendo ativo frente a cepa E.
faecalis ATCC 29212 e exibindo atividades boas a moderadas (125-250 pg/ml)
contra as outras trés cepas. O composto LQM 390 foi ativo contra a bactéria S.
aureus ATCC 25923, da mesma forma os compostos LQM 385 e LQM 389

apresentaram boa atividade contra esta mesma bactéria.

Como perspectivas, outros testes in vitro como citotoxicidade seréao
realizados. Sugere-se ainda a possibilidade de modificacdes estruturais, através da
introducéo de substituintes doadores e aceptores de elétrons, a fim de melhorar a
atividade antimicrobiana, assim como avaliar a atividade antimicrobiana dos

compostos frente a outras bactérias e fungos.
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Apéndice A

Espectro de RMN *H do composto LQM 385 (CDClz 600 MHz)
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Espectro de RMN *3C do composto LQM 385 (CDCls 150 MHz)
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Apéndice B

Espectro de RMN *H do composto LQM 386 (CDClz 600 MHz)
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Ampliac&do do Espectro de RMN 'H do composto LQM 386 na regi&o 6,9 — 8,2
ppm (CDCl; 600 MHz)
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Apéndice C

Espectro de RMN *H do composto LQM 387 (CDCls; 600 MHz)
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Ampliacdo do espectro de RMN 1H do composto LQM 387 naregiao 6,6-8,0

ppm (CDCl3, 600 MHz)
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Espectro de RMN *3C do composto LQM 387 (CDCls 150 MHz)
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Apéndice D

Espectro de RMN *H do composto LQM 388 (CDClz 600 MHz)
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Ampliac&do do Espectro de RMN *H do composto LQM 388 na regi&o 7,1-7,8
ppm (CDCl; 600 MHz)

N
[T e e p e e T L BN =]
O 00 D WD S ook o 60 63 6 —
RS EY
mmmmmmmmmmm

Fpm
—743
— 7419
—7.396
—7.360
— 7367
—7.354

L_\_\_‘ V_'_,_J L_\_‘_‘ ’,J L--., V_'_) I\ ) L—-_, 7—-"J
=}

= =
Py ol o - ol

L e o B B e e B L o o o B e S B e B B LA B e e B A
75 775 77 755 756 7.55 75 7.45 74 7.35 73 7.25 iz 7.15 7.1

Espectro de RMN *3C do composto LQM 388 (CDCl3 150 MHz)
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Apéndice E

Espectro de RMN *H do composto LQM 389 (CDClz 600 MHz)
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Ampliacdo do Espectro de RMN 'H do composto LQM 389 na regiéo 7,0-8,6
ppm (CDCl; 600 MHz)
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Espectro de RMN *3C do composto LQM 389 (CDCls 150 MHz)
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Apéndice F

Espectro de RMN *H do composto LQM 390 (CDCl3 600 MHz)
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Ampliacdo do Espectro de RMN H do composto LQM 390 na regi&o 7,1-7,55
ppm (CDCl; 600 MHz)
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Espectro de RMN *3C do composto LQM 390 (CDCl; 150 MHz)
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