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RESUMO

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados trés complexos de estanho(1V)
a partir de cloretos organoestanicos e &cido undecilénico: n-Bu,Sn(Und),, n-BusSnUnd e
Me,Sn(Und),, com rendimentos entre 60 e 70%. Estes compostos mostraram atividade no
teste preliminar de avaliacdo de bioatividade (teste de toxicidade em Artemia salina Leach),
bem como apresentaram atividades promissoras como antibacterianos e antiflngicos a partir
dos resultados dos testes antimicrobianos in vitro, sendo em geral mais ativos que o ligante. A
atividade destes novos complexos contra as bactérias Gram-positivas e contra o fungo
Candida albicans foram mais elevadas do que contra as bactérias Gram-negativas. Como uma
tendéncia, observa-se que os diorganoestanicos foram menos ativos que 0s triorganoestanicos
como antifingico e contra bactérias Gram-positivas, sendo, contudo, mais ativos contra
bactérias Gram-negativas. A atividade antimicrobiana destes novos compostos foi comparada
com a atividade de outros organoestanicos e, entre as substancias testadas, notou-se que o
aumento da cadeia carb6nica do ligante resultou em diminuigéo da atividade antimicrobiana.
Na avaliagdo de citotoxicidade, todos os complexos testados apresentaram toxicidade

estatisticamente significativa em macréfagos murinos.

Palavras-chave: Quimica Inorgénica Medicinal, organoestanicos, estanho(lV), &cido

undecilénico, antimicrobianos.



ABSTRACT

In this work were synthesized and characterized three complexes of tin(IV) from organotin
chlorides and acid undecylenic: n-Bu,Sn(Und),, n-BuzSnUnd and Me,Sn(Und),, with yields
between 60 and 70%. These compounds have shown activity in preliminary screening test for
evaluation of bioactivity (toxicity in Artemia salina Leach), and have shown promising
activities such as antibacterial and antifungal agents. It was confirmed by the results in
antimicrobial tests in vitro. The new organotin compounds were, in general, more active than
the ligand. The activity of these new compounds against Gram-positive and against Candida
albicans were higher than against Gram-negative bacteria. As a trend, it was observed that
diorganotin were less active than the triorganotin compounds as antifungal and against Gram-
positive bacteria, being, however, more active against Gram-negative bacteria. The
antimicrobial activity of these new compounds was compared with the activity of other
organotins, and among the substances tested, it was noted that increasing the carbon chain of
the ligand have resulted in smaller antimicrobial activity. In the evaluation of cytotoxicity, all
complexes that were tested have shown toxicity statistically significant in murine

macrophages.

Keywords: Medicinal Inorganic Chemistry, organotins, tin(IV), undecylenic acid,

antimicrobial.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

Normalmente quando se pensa em farmacos, sejam eles extraidos diretamente da
natureza ou sintetizados através de planejamento racional, imagina-se que suas estruturas
quimicas sdo tipicamente organicas. No entanto, varios farmacos contém metais em sua
estrutura e sdo amplamente usados na clinica médica (BERALDO & MORTIMER, 2005).

Nos seres vivos, 0s elementos quimicos predominantes sdao o C, H, N e O, e como
sdo esses também os elementos fundamentais da Quimica Organica, por esse motivo
considerou-se por muito tempo que somente 0S compostos organicos e as reagdes que 0S
envolviam eram indispensaveis para a vida, e que os elementos e compostos comumente
chamados “inorgéanicos” tinham escasso ou nenhum significado para 0s sistemas Vvivos
(BARAN, 2005).

Hoje, entretanto, sabe-se que muitos elementos metalicos sdo fundamentais para
0s organismos dos seres Vvivos, uma vez que se ligam e interagem com moléculas biolégicas,
tais como proteinas e DNA, e apresentam afinidade por moléculas importantes para a vida,
como, por exemplo, as moléculas de oxigénio (O,) e de éxido nitrico (NO). De fato, a
evolucdo natural incorporou 0s metais as funcées vitais, tendo-se como exemplos classicos o
ferro da hemoglobina e dos citocromos, o zinco de algumas metaloenzimas e o céalcio dos
0ssos (BERALDO, 2005).

Alguns compostos inorganicos tém sido usados na Medicina por muitos séculos,
mas frequentemente de uma maneira empirica, com poucas tentativas para o design de novos
compostos e com pouco ou nenhum conhecimento das bases moleculares de seus mecanismos
de acdo (RONCONI & SADLER, 2007).

Contudo, foi com os estudos realizados com um composto claramente inorganico,
a cisplatina — cis[Pt(NHs).Cl;] —, como farmaco anticancerigeno, que despertou um grande
interesse na comunidade cientifica por complexos metalicos como possiveis agentes
terapéuticos e iniciou-se uma nova era de busca por compostos contendo metais com
propriedades farmacolégicas, investigacdo de mecanismo de acdo e tentativas de melhorar sua
atividade (BERALDO, 2005).

Surgiu entdo uma nova area de pesquisa: a Quimica Inorganica Medicinal. Até
hoje as investigacOes sobre a cisplatina constituem o maior sucesso desta nova area, uma vez
que a partir do seu uso clinico, em 1978, o nimero de mortes de homens por tumor de
testiculo diminuiu cerca de 80% (BERALDO, 2005).
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Uma érea interessante para o desenvolvimento de metalofarmacos é a Quimica
Organometalica, que estuda compostos caracterizados por apresentar uma ligacao direta entre
0 metal e pelo menos um de seus ligantes através de uma ligacdo M-C, e varios estudos estdo
sendo realizados com o objetivo de avaliar o emprego destes compostos como agentes de
interesse biolégico, por exemplo, como agentes antitumorais, antimalaricos, etc. Entretanto
por muito tempo essa ideia pareceu infundada, pois compostos organometalicos sempre eram
associados a substancias altamente reativas e, por consequéncia, sensiveis a agua e ao
0xIigénio, que sdo essenciais aos seres vivos (DAGANI, 2002).

Como, em principio, qualquer fragmento organico pode se ligar a um centro
metalico, o nimero de compostos organometalicos que se pode acessar é quase ilimitado.
Suas principais aplicacfes sdo, além das ciéncias bioldgicas, em catalise, materiais com
propriedades especiais (cristais liquidos, supercondutores, etc) e sintese organica (DUPONT,
2005).

Dentre os varios metais que tém sido objeto de estudo para aplicacGes bioldgicas,
complexos de estanho (Sn) tem despertado a atencdo como novos agentes terapéuticos. Este
metal faz parte da composicdo do corpo humano e, em animais, sua deficiéncia esta
relacionada a retardo do crescimento (BENITE et al, 2007). Alguns complexos
organometalicos de estanho(IV) ja& foram avaliados quanto a bioatividade e apresentaram
atividades antimicrobiana (BAUL, 2008), antitumoral (HADJIKAKOU & HADJILIADES,
2009), leishmanicida (KHAN et al., 2009), tripanocida (SHUAIBU et al., 2004), anti-
inflamatoria (NATH et al., 2009), entre outras.

Os agentes de doencas infecciosas humanas pertencem a cinco grupos principais
de organismos: bactérias, fungos, protozoarios, helmintos e virus (LEVINSON & JAWETZ,
2006). Eles diferem entre si em funcdo da sua estrutura, composic¢ao e organizacao, inclusive
entre diferentes espécies de um mesmo grupo, por isso doengas causadas por cada agente tém
tratamentos diferenciados.

A resisténcia microbiana aos farmacos atualmente disponiveis € uma das
principais causas de mortalidade e aumento dos custos hospitalares, tendo particular
importancia para pacientes provenientes de Unidades de Terapia Intensiva. Nessas unidades, o
uso regular de varias classes de antimicrobianos, entre outros fatores, tem aumentado
grandemente a pressdo seletiva sobre os patdgenos bacterianos, levando a selecdo de
organismos resistentes (WUNDER, 2004).

Tendo em vista a importancia da pesquisa de novos farmacos para o tratamento de

infeccbes microbianas, o desenvolvimento de novas estratégias metodoldgicas para a
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obtencéo de protdtipos de farmacos é fundamental. Por exemplo, a complexacdo de moléculas
bioativas a metais, tal como o estanho, pode ser uma opgéo interessante para a descoberta de

novas alternativas para a terapia antimicrobiana.
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2. OBJETIVOS

2.1 — Geral

Preparar novos complexos de estanho(lV) e realizar a avaliacdo da atividade
bioldgica, visando obter novas propostas terapéuticas para o tratamento antimicrobiano.

2.2 — Especificos
e Sintetizar e caracterizar novos complexos organoestanicos derivados do acido undecilénico;

e Avaliar de modo preliminar a bioatividade dos novos complexos através do teste de

toxicidade em Artemia salina Leach;

e Avaliar a atividade antibacteriana e antiflngica in vitro dos novos organoestanicos contra
uma série de microrganismos de importancia clinica e compara-la com a atividade do ligante,

bem como de outros complexos de estanho(1V);

e Avaliar a citotoxicidade dos complexos de estanho(IV) frente a macréfagos murinos da
linhagem J774.
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3. INTRODUCAO

3.1 — Historico e aplicagbes da Quimica Inorganica Medicinal

O homem sempre procurou, com oferendas, sacrificios e invocacgdes, acalmar a ira
das divindades e delas obterem complacéncia, alivio e cura de seus males. Ao mesmo tempo,
porém, tentou encontrar na natureza recursos para afastar as doencas e amenizar ou anular
seus efeitos maléficos. Em escavacdes realizadas na Suméria foram encontradas receitas para
0 preparo de medicamentos que aparecem escritas numa placa de argila com cerca de cinco
mil anos. Acredita-se que este objeto seja 0 documento farmacolégico mais antigo que se
conhece. O papiro de Ebers (de 1500 a.C.) contém uma lista de medicamentos, entre os quais
alguns com propriedades reconhecidas na atualidade, como o ferro, usado para combater
anemias (LUENGO, 2005).

Ainda que a elucidacdo dos mecanismos de acdo dos metais no organismo seja
relativamente recente, seu uso em Medicina vem sendo praticado ha aproximadamente 5000

anos. Segundo Beraldo (2005), exemplos disso sdo:
e O uso de cobre pelos egipcios para esterilizar &gua 3000 anos antes de Cristo;
e O uso no Egito de medicamentos contendo ferro 1500 anos antes de Cristo;

e O emprego do ouro na fabricacdo de medicamentos na Arabia e na China ha 3500 anos

(mais em razdo da natureza preciosa do metal do que de suas propriedades medicinais);

¢ O desenvolvimento e uso, no século XVI, de medicamentos a base de mercurio pelo médico

suico Theophrastus Paracelsus (1493-1541).

Somente nos Ultimos cem anos as propriedades medicinais de compostos
inorganicos comegaram a ser investigadas de forma racional, com o emprego, por exemplo,
de compostos de ouro no tratamento da tuberculose, dos antimoniais para o tratamento de
leishmaniose e de compostos a base de arsénio para o tratamento da sifilis (BERALDO,
2005).

A Quimica Inorganica Medicinal em sua forma atual teve suas origens nos
trabalhos de Paul Ehrlich, prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1908, e Alfred Werner,
prémio Nobel de Quimica em 1913 — o primeiro a ser conferido a um quimico inorgénico.
Ehrlich foi o fundador da quimioterapia e introduziu as primeiras ideias sobre relacéo
estrutura-atividade e o conceito de indice terapéutico (este que esté relacionado a margem de
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seguranca entre a dose eficaz e a toxica de um farmaco). Fez ainda uso de complexos
metalicos, em especial os de arsénio, na preparacdo de compostos para o tratamento da sifilis.
E interessante notar que os primeiros estudos relacionando estrutura e atividade foram feitos
por Ehrlich para esses compostos inorganicos de arsénio. Werner, por sua vez, é considerado
0 pai da Quimica de Coordenacdo pelo desenvolvimento de sua teoria para explicar a
estrutura e a ligacdo quimica nos complexos metalicos (BERALDO, 2005).

No entanto, apesar da importancia dos trabalhos de Ehrlich e Werner, a Quimica
Medicinal se dedicava principalmente ao estudo dos compostos orgéanicos e produtos naturais
até a descoberta, feita em 1965 pelo fisico Barnett Rosemberg, das propriedades antitumorais
do cis[(diaminodicloro) platina(ll)], cis[Pt(NHs),Cl,], a chamada “cisplatina” (Figura 3.1). O
composto, que ja era conhecido desde o final do século XIX, é um arquétipo de farmaco
inorganico, pois ndo contém um s6 atomo de carbono (BERALDO, 2005).

Figura 3.1- Cisplatina
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J& no inicio da década de 70 a cisplatina comecou a ser submetida a testes
clinicos, inicialmente em pacientes terminais e posteriormente em tumores localizados, como
cancer de testiculo e ovario, tendo sido langado no mercado americano em 1979. O carcinoma
testicular, que era quase sempre letal, tornou-se curavel em cerca de 80% dos casos quando
submetidos ao tratamento com esse composto (FONTES et al., 2005).

A descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina constituiu um marco na
historia da Quimica Medicinal. Depois dessa descoberta pode-se dizer que se abriu uma nova
perspectiva, com a inclusdo de complexos metalicos como possiveis agentes terapéuticos.
Desde entdo varios trabalhos se dedicaram a investigar o0 mecanismo de acdo da cisplatina e
compostos correlatos no organismo (FONTES et al., 2005).

Como reflexo do desenvolvimento dessa nova area da Quimica Inorgénica, em
1994 apareceu o primeiro nimero da revista Metal-Based Drugs, que lista, nas suas areas de
interesse, estudos de compostos antitumorais a base de metais, como os analogos da cisplatina
e outros complexos, agentes antimicrobianos, antiartriticos (como complexos de ouro), anti-
hipertensivos (como complexos de ferro e ruténio), antivirais, suplementos minerais,

compostos de bismuto ativos contra a bactéria Helicobacter pylori (causadora da Ulcera
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gastrica), e antiacidos, por exemplo, de aluminio, sédio, magnésio e célcio (BERALDO,
2005).

Na Figura 3.2 sdo apresentadas as principais aplicacbes da Quimica Inorganica

Medicinal.
Figura 3.2- Algumas areas-chave da Quimica Inorganica Medicinal.
Agentes diagnosticos
Elementos essenciais. rEnX: Sctj Mn d(regzc])nanrcrz]la
Ex: Fe, Cu, Zn, Se. agnetica ~de Image ).
Ba (raio X).
Quimica — —
Terapia de quelagéo Inorganica Inibidores enzimaticos
Medicinal
Agentes terapéuticos. Radiofarmacos:

diagnosticos (**"Tc) e

Ex: Li, Pt, Au. o
terapéuticos (**Re).

Fonte: Adaptado de GUO & SADLER, 1999.

3.2 — Compostos de estanho e suas aplicac6es

3.2.1- Breve histdrico e aplicagdes

A familia 14 da classificacdo periodica ¢ de importancia sem par: trés de seus
membros, o carbono, o estanho e o chumbo, sdo conhecidos da humanidade desde a
antiguidade mais remota em sua forma elementar. O estanho em particular teve papel
fundamental, juntamente com o cobre, na transi¢do do neolitico a idade do bronze e no
desenvolvimento civilizatorio que se seguiu. O estanho tambem esteve presente, sob a forma
de compostos inorganicos, nas tecnologias mais antigas. O 6xido de estanho(IV), SnO,, tem
sido usado ha milénios como opacificador em ceramicas e em esmaltes vitreos
(FILGUEIRAS, 1998).

Na Figura 3.3, observa-se a mais antiga aplicagdo conhecida de um composto de
estanho: azulejos com esmalte de SnO, da parede do saldo do trono do palacio Babilénico —
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Reinado de Nabucodonosor Il (604-562 a.C.), que pode ser visto no Museu Pérgamo em
Berlim (FILGUEIRAS, 1998).

Figura 3.3- Azulejos com esmalte de SnO, do palacio Babilénico (Staatliche Museen zu Berlin).

Fonte: FILGUEIRAS, 1998.

O estanho é um dos mais antigos metais conhecidos pelo homem. Existem
utensilios domesticos e armas feitas em bronze (cobre com cerca de 15% de estanho), que
remontam a 3500 a.C. Os Fenicios tiveram um papel muito importante na divulgacdo dos
utensilios de bronze, através das suas trocas comerciais entre a Bretanha, a Espanha e os povos
do Médio Oriente. Em 49 d.C., foi referida a existéncia de ligas de estanho e chumbo,
atualmente conhecidas por solda, que eram usadas pelos Romanos, bem como recipientes de
cobre estanhado. O ferro estanhado s6 surgiu no século X1V, na Boémia, ao passo que 0 ago
estanhado (também conhecido por lata) s6 apareceu no século XVII (SOFTCIENCIAS —
Tabela Periodica v2.5).

Outras aplicagdes de compostos inorganicos de estanho sdo o pigmento azul
cerlleo, nome tradicional do estanato de cobalto(Il), CoSnOs; 0 recobrimento de vidro com
peliculas finas do Oxido de estanho(IV); e o fluoreto de estanho(ll), SnF,, largamente
utilizado na fluoretacdo dentaria (FILGUEIRAS, 1998).

Os compostos organometalicos de estanho, por sua vez, sdao de uso bem mais
recente que 0S compostos inorganicos: 0 primeiro composto organoestanico produzido em
laboratério foi o diiodeto de dietilestanho, obtido por Frankland em 1849. As aplicacdes

desses compostos, entretanto, s6 foram aproveitadas industrialmente depois de um século de
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sua descoberta. Elas sdo de natureza variada, mas derivam principalmente de duas
caracteristicas fundamentais: em primeiro lugar, a grande afinidade do estanho por um doador
de Lewis tal como um aomo de oxigénio, nitrogénio, fésforo ou enxofre; em segundo, as
propriedades biocidas dos organoestanicos contra bactérias, fungos, insetos, moluscos e
pequenos animais (FILGUEIRAS, 1998).

Deve-se ressaltar que compostos de estanho podem ainda ser aplicados como
estabilizadores de PVC (cloreto de polivinila), preservadores de madeira, tintas anti-
incrustantes para navios, repelentes de roedores (HOCH, 2001), catalisadores (MENDONCA,
2008), entre outros.

Alguns complexos organometalicos de estanho(IV) encontrados na literatura
apresentam atividades antimicrobiana (BAUL, 2008), antitumoral (HADJIKAKOU &
HADJILIADES, 2009), leishmanicida (KHAN et al., 2009), tripanocida (SHUAIBU et al.,
2004), anti-inflamatdria (NATH et al., 2009), entre outras.

3.2.2- O estanho como elemento essencial

Diz-se que um elemento é essencial para um determinado organismo quando a
deficiéncia de sua ingestdo produz desordens de certas funcdes, e quando sua recuperacao aos
niveis fisioldgicos é capaz de reverter essas desordens. Sem sua participacdo, 0 organismo nao
pode se desenvolver normalmente e nem completar seu ciclo vital, pois sua fun¢do ndo pode
ser realizada de forma completa por outro sistema ou elemento (BARAN, 2005).

S6 recentemente tomou-se consciéncia de que muitos elementos inorganicos
presentes geralmente em baixas concentragcdes (tracos), sdo essenciais para todos os seres
vivos. Hoje se sabe que certas alteracbes no metabolismo desses elementos-tragos sdo causa
de varias doengas e desordens fisiologicas. Em razdo das concentracfes muito baixas desses
elementos, a importancia biolégica de muitos deles s6 foi determinada ha pouco tempo, pois
foi necessério dispor, primeiramente, de métodos analiticos muito sensiveis e especificos para
detecta-los e, depois, de ferramentas bioquimicas capazes de confirmar seu carater essencial
(BARAN, 2005).

A Figura 3.4 mostra uma Tabela Periddica na qual os elementos quimicos estao
classificados de acordo com seus efeitos biologicos. Observa-se que, dentre 0s tracos
essenciais, encontra-se o estanho (Sn), que é um metal que faz parte da composi¢do do corpo
humano e que, em animais, tem sua deficiéncia relacionada a retardo do crescimento
(BENITE et al., 2007).
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Figura 3.4- Tabela Periddica e a classificacdo dos elementos quanto ao efeito bioldgico.
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Fonte: Tabela Periddica Virtual — I.H. Softwares, versdo 1.0.164.

3.3 — Doengas infecciosas e quimioterapia antimicrobiana

3.3.1 — Conceitos e situacéo atual

Antimicrobianos séo substancias que provocam morte ou inibi¢cdo do crescimento
de microrganismos. O principal objetivo do seu uso é o de prevenir ou tratar uma infeccédo,
diminuindo ou eliminando os microrganismos patogénicos e, se possivel, preservando 0s
germes da microbiota normal (MACHADO et al., 2008).

O tratamento com esta classe de substancias deve ser reservado para situagcdes em
que 0 uso seja comprovadamente benéfico, minimizando o emprego em casos de beneficio
duvidoso. Isso é importante porque esses farmacos induzem o desenvolvimento de resisténcia,
podem apresentar efeitos adversos e representam custos para o individuo e para a sociedade
(MACHADO & BARROS, 2008).

Nesse sentido, para se controlar a resisténcia microbiana deve-se ter em mente que
esse processo requer uma visdo multidisciplinar, em que todo o corpo clinico deve ter sua
participacdo efetiva, seja na reducdo de prescri¢coes inadequadas, seja nos cuidados simples
para evitar infeccdo, como higienizacdo de maos e ambientes, ou na vigilancia continua, de
maneira a identificar as tendéncias de surgimento de mecanismos de resisténcias antes
desconhecidos (WUNDER, 2004).

E inegavel que o conhecimento disponivel na area de doencas infecciosas tem

aumentado de forma substancial nos Gltimos anos. Esse fendmeno € resultado ndo apenas da
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melhor caracterizacdo clinica e epidemioldgica de diferentes sindromes infecciosas, mas,
sobretudo, dos avancos registrados nas areas de microbiologia e imunologia (COLOMBO,
2006).

Certamente o0 sucesso atingido pela humanidade no que se refere a0 aumento da
expectativa de vida pode ser atribuido, em muito, ao controle da morbimortalidade causada
pelas doencas infecciosas. Nesse contexto, atribui-se um papel importante a melhoria das
condicBes sanitarias, ao emprego massivo de vacinas e ao desenvolvimento da terapia
antimicrobiana eficaz (PASQUALOTTO & SCHWARZBOLD, 2006).

Apesar desse sucesso, as doencas infecciosas permanecem como um dos
principais problemas de salde publica, sendo a principal causa de ébito no mundo. Segundo a
Organizagdo Mundial de Saude, uma em cada trés mortes é causada por doengas infecto-
parasitarias. Nessa categoria, as principais causas sdo as doencas do trato respiratério inferior,
a tuberculose, as doencas diarreicas, a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e a
malaria. Muitas dessas condicOes altamente letais afetam populacdes jovens em paises pobres,
acarretando um grande impacto socioecondmico (PASQUALOTTO & SCHWARZBOLD,
2006).

Ante ao que parece ser um massacre opressor de microrganismos, vale lembrar
que a cooperagdo entre estes organismos € humanos é a regra, a doenga é exce¢do. De fato,
sem nossa microbiota intestinal normal estariamos em risco pela deficiéncia em vitamina K,
além do que a microbiota vaginal normal previne as infeccGes recorrentes por fungos do
género Candida. Sabe-se que a maioria dessas relacdes é simbidtica, ou seja, benéfica para
ambos; ou entdo, na pior das hipoteses, comensal, que é o compartilhamento do alimento do
hospedeiro sem causar dano (KUMAR et al., 2008).

Quando os microrganismos causam doenca, a natureza e extensdo da patologia
dependem da viruléncia (patogenicidade) do microrganismo e da resposta imunoldgica do
hospedeiro. Em consequéncia, a infeccdo no sentido microbiolégico ndo é sindnimo de
doenca infecciosa no sentido clinico; a doenca infecciosa ocorre quando ha dano tecidual ou
alteracéo na fisiologia do hospedeiro (KUMAR et al., 2008). E importante ainda ressaltar que
é necessario ter um maior cuidado em casos de pacientes imunodebilitados, visto que sua

resposta imune esta comprometida.
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3.3.2 — Estrutura e classificacdo da célula bacteriana

As bactérias sdo classificadas, de acordo com sua forma, em trés grupos basicos:
cocos, bacilos e espiroquetas (Figura 3.5). Os cocos sdo redondos, os bacilos apresentam a
forma de bastdes e as espiroquetas sdo em forma de espiral. Algumas bactérias apresentam
formas variadas e sdo denominadas pleomorficas (muitas formas). A forma da célula
bacteriana € determinada pela presenca de uma parede celular rigida e a aparéncia da bactéria
ao microscopio é um dos critérios mais importantes para sua identificacdo (LEVINSON &
JAWETZ, 2005a).

Figura 3.5- Formas e organizacao das bactérias: Al- cocos; A2- diplococos; A3- estreptococos; A4-

estafilococos; B1- bacilos; B2- vibrides; C- espiroquetas.
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Fonte: <http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/bacterias/reino-monera.php>. (Dez/2010)

Além das formas caracteristicas, a organizacdo também é importante. Por
exemplo, certos cocos ocorrem aos pares (diplococos), alguns em cadeias (estreptococos) e
outros em forma de cachos de uva (estafilococos). Esta organizacdo é determinada pela
orientacdo e pelo grau de ligacdo da bactéria no momento da divisdo celular. O arranjo dos
bacilos e das espiroquetas € menos importante clinicamente em relacdo ao arranjo dos cocos
(LEVINSON & JAWETZ, 2005a).

As bactérias variam em tamanho de cerca de 0,2 a 5 um (Figura 3.6). As menores
bactérias conhecidas (Mycoplasma) tém aproximadamente 0 mesmo tamanho dos maiores
virus ja descritos (poxvirus) e sdo 0S menores organismos capazes de viver
independentemente de um hospedeiro. As bactérias mais compridas, em forma de bastonete,
se aproximam ao tamanho de algumas leveduras e das hemacias humanas (7 um)

(LEVINSON & JAWETZ, 2005a).
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Figura 3.6- Tamanhos representativos de bactérias, virus, leveduras, protozoarios e células humanas.
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Fonte: LEVINSON & JAWETZ, 2005a.

As bactérias possuem parede celular e, de acordo com a constituicdo dessa parede,
esses organismos podem ser divididos em dois grandes grupos: bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas (Figura 3.7). As diferencas entre esses dois grupos residem principalmente
nas suas propriedades de permeabilidade e nos componentes de superficie. As principais
diferencas reveladas pela coloracdo de Gram estdo relacionadas a presenca de uma membrana

externa nas bactérias Gram-negativas e de uma espessa camada de peptideoglicano nas
bactérias Gram-positivas (PRETTO, 2005).

Figura 3.7- Diferencas estruturais entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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Fonte: Adaptado de <http://qwickstep.com/search/gram-bacteria.html>. (Dez/2010).

A coloracdo de Gram foi desenvolvida em 1884 pelo médico dinamarqués

Christian Gram, sendo considerada uma das técnicas mais importantes em microbiologia.
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Como dito anteriormente, separa a maioria das bactérias em dois grupos: as bactérias Gram-
positivas, que se coram de azul, e as bactérias Gram-negativas, que se coram de vermelho.
Esta técnica envolve as quatro etapas seguintes (LEVINSON & JAWETZ, 2005a):

e O corante cristal de violeta cora todas as bactérias de azul-violaceo;

e A solucdo de iodo (lugol, um mordente) é adicionada para formar o complexo cristal
violeta-iodo (todas as células continuam azuis);

e O solvente organico, como acetona ou etanol, extrai mais eficientemente o complexo
formado das bactérias Gram-negativas, de parede celular fina e ricas em lipideos, que das
bactérias Gram-positivas, de parede celular espessa; entdo 0s organismos Gram-negativos se
tornam incolores e 0s Gram-positivos permanecem azuis;

e O corante vermelho, safranina, cora as células Gram-negativas descoloridas de vermelho,
enquanto as bactérias Gram-positivas permanecem azuis.

As bactérias Gram-negativas possuem uma parede celular composta de varias
camadas que diferem na sua composicao quimica e, consequentemente, € mais complexa que
a parede das bactérias Gram-positivas que, apesar de mais espessa, apresenta
predominantemente um Unico tipo de macromolécula (PRETTO, 2005).

Essa parede espessa das bactérias Gram-positivas impede a passagem de
compostos hidrofébicos, devido a presenca de aclcares e aminoacidos. Ja a membrana
externa das bactérias Gram-negativas, por apresentar caracteristicas lipoproteicas, faz com
que essas bactérias necessitem dispor de mecanismos que permitam a entrada de compostos
hidrofilicos como aglcares, aminoacidos e certos ions; por isso essa membrana possui canais
especiais chamados de porinas, que permitem a difusdo desses compostos. Além disso, a
membrana externa constitui uma barreira adicional a entrada, por exemplo, de agentes
antibacterianos (PRETTO, 2005).

Outra estrutura essencial da célula bacteriana é conhecida como membrana
citoplasmatica. E uma estrutura de 8 nm de espessura que é responsavel por formar uma
barreira de separacdo entre 0 meio interno (citoplasma) e externo da célula. A membrana dos
procariotos difere quimicamente da membrana das células eucaridticas principalmente pela
auséncia de esterois. Como principais fungdes desta estrutura tém-se o transporte ativo de
moléculas, a geracdo de energia, o transporte de elétrons, a biossintese de componentes e a
secrecdo de enzimas e toxinas (PRETTO, 2005; LEVINSON & JAWETZ, 2005a).

Estes foram apenas alguns exemplos das estruturas celulares bacterianas e de

diferencas entre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Eles foram aqui abordados pois
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essas diferengas estruturais sdo as principais razOes de certos compostos antimicrobianos

agirem sobre um grupo e nédo sobre o outro.

3.3.3 = Fungos: composic¢ao estrutural e principais infecgdes

Como os fungos sdo organismos eucariéticos (possuem nucleo individualizado e
um rico sistema de membranas), enquanto bactérias sdo procariéticos, eles diferem em
diversos aspectos fundamentais (Tabela 3.1). Duas estruturas celulares flngicas séo
importantes em medicina (LEVINSON & JAWETZ, 2005c¢):

e A parede celular, que consiste principalmente em quitina (e ndo peptideoglicano,

como nas bactérias); dessa forma, fungos sdo insensiveis a antimicrobianos tais como

penicilina, que inibe a sintese de peptideoglicano;

e A membrana celular, que contém ergosterol e zimosterol, em contraste com as

membranas celulares humanas, as quais contém colesterol. A acdo seletiva da anfotericina B

sobre fungos tem como base essa diferenca entre os esterois das membranas.

Tabela 3.1- Comparacao entre fungos e bactérias

Caracteristica Fungos Bactérias
Didmetro Aprox1madan_16nte 4 um Aproximadamente 1 pm
(Candida) (Staphylococcus)
Nucleo Eucariotico Procariotico
Citoplasma Mitocdndria e reticulo Mitocdndria e reticulo
P endoplasmatico presentes endoplasmatico ausentes

Esterois ausentes (exceto

Membrana celular Esterois presentes Mycoplasma)

Composicéo da

parede celular Quitina Peptideoglicano

Esporos sexuais e assexuais paraa  Esporos para a sobrevivéncia,

Esporos « x N
P reproducéo ndo para a reproducédo
Dimorfismo térmico Sim (alguns) Né&o
A Muitas ndo requerem carbono
. Requerem carbono organico; A s
Metabolismo organico; muitos anaerébios

aerobios ndo obrigatdrios o
obrigatorios

Fonte: LEVINSON & JAWETZ, 2005c.
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De acordo com Levinson & Jawetz (2005c), existem dois tipos de fungos:
leveduras e fungos filamentosos. As leveduras crescem como células Unicas que se
reproduzem por brotamento assexual. Os fungos filamentosos, por sua vez, crescem como
filamentos longos (hifas) e formam um emaranhado como em uma esteira (micélio). Algumas
hifas formam paredes transversais (hifas septadas), enquanto outras ndo (hifas ndo-septadas).
As hifas ndo-septadas sdao multinucleadas (cianociticas).

Todos os fungos requerem uma fonte organica de carbono pré-formada: por essa
razdo ha uma frequente associacdo com material em decomposicdo. Portanto, o habitat
natural da maioria dos fungos € o meio ambiente. Uma importante excecdo € a Candida
albicans, a qual faz parte da microbiota humana normal (LEVINSON & JAWETZ, 2005c).

Além da classificacdo com base na forma de crescimento (filamentosos ou
leveduriformes), os fungos patogénicos podem ser divididos conforme o tipo de infec¢do que
provocam. As infecges flngicas sdo denominadas micoses e, de acordo com a infeccdo,
podem ser divididos em causadores de micoses superficiais ou profundas (PRETTO, 2005).

As micoses superficiais sdo as principais patologias causadas por fungos
classificados como dermatéfitos. Sdo encontradas na derme superficial, uma vez que a
epiderme ¢é formada por queratina, a qual serve de alimento para estes microrganismos. Essas
infeccOes podem ser agudas ou crbnicas, dependendo do agente etiolégico e do estado
imunoldgico do paciente e limitam-se as camadas mais externas da pele e cabelos. Em geral,
tratam-se de infecgBes leves, com resposta inflamatéria minima ou ausente (PRETTO, 2005).

As micoses subcutaneas, por sua vez, constituem um grupo distinto de doencas
fungicas que acometem a derme e o tecido subcutaneo. S&o causadas por fungos que
costumam ser isolados do ambiente e que sé produzem a doenca em circunstancias
oportunistas ou associadas a traumatismos. Ja as micoses sistémicas sdo aquelas que invadem
6rgdos internos do organismo e sdo causadas por patdgenos primarios (ausentes na microbiota
normal) ou por fungos oportunistas (PRETTO, 2005).

Infeccbes oportunistas sdo aquelas em que organismos normalmente néo-
patogénicos produzem doencgas em hospedeiros imunocomprometidos. Podem ser causadas
por diversos microrganismos, ndo apenas por fungos. Idosos e individuos com AIDS séo
comumente susceptiveis a este tipo de infec¢do, entretanto com os avangos na medicina, como
a quimioterapia para tumores e a imunossupressao para o transplante de 6rgaos, também foi
criada uma classe nova de pacientes vulnerdveis a organismos normalmente indcuos, contudo
oportunistas (KUMAR et al., 2008).
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3.3.4 - Classificagao dos antimicrobianos

H& diversas maneiras de classificar os antimicrobianos, e todas apresentam
méritos e dificuldades. A maior utilidade da classificacdo é permitir uma melhor compreenséao
das caracteristicas dos farmacos. De acordo com Machado e cols. (2008), as principais

classificagdes sdo as que seguem:

a) Por microrganismos suscetiveis:

e Antibacterianos;
e Antifingicos;
e Antivirais;

e Antiparasitarios.

b) Por origem do antimicrobiano:

e Antibioticos: produzidos por microrganismos;
e Quimioterapicos: sintetizados em laboratorio.
Observacdo: Atualmente tem-se usado o termo “antibi6tico” como sindnimo de

antibacteriano, incluindo também os farmacos sintéticos.

c) Por efeito nos microrganismos:

e Bactericidas: matam as bactérias;
e Bacteriostaticos: inibem o crescimento das bactérias, sendo necessaria a atuacdo
do sistema imunoldgico para eliminagdo do microrganismo.

Observacdo: O mesmo tipo de terminologia pode ser empregado com outros grupos de

antimicrobianos, por exemplo, fungicidas e fungistéaticos, virucidas e virustaticos.

Cabe salientar que esses efeitos ndo sdo absolutos, pois farmacos primariamente
bacteriostaticos podem ser bactericidas para alguns tipos de germes (por exemplo, o
cloranfenicol pode ser bactericida para cepas de Haemophilus e Neisseria meningitidis
plenamente sensiveis), e alguns antibioticos, predominantemente bactericidas, podem ser
apenas bacteriostaticos (por exemplo, o cefaclor agindo sobre cepas de Haemophilus
resistentes a penicilina). A obtencdo do efeito bactericida, na maioria dos casos, s6 ocorre
quando os germes estdo na fase exponencial de crescimento; isso é especialmente importante
para 0s antibiéticos que agem na parede celular, com destaque para os p-lactamicos, como

penicilinas e cefalosporinas, por exemplo (MACHADO et al., 2008).
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d) Por mecanismo de acéo:

Os antimicrobianos podem atuar de diversas maneiras, interferindo em processos

metabolicos ou em estruturas dos microrganismos:

e Parede celular: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, bacitracina,

vancomicina, teicoplanina, fosfomicina, aztreonam, daptomicina;

e Membrana citoplasmatica: polimixina B, colistina, daptomicina, tirotricina,
anfotericina B, nistatina, miconazol, cetoconazol, fluconazol, itraconazol,

voriconazol;

e Replicagdo cromossomica: metronidazol, quinolonas, novobiocina,
griseofulvina, 5-flucitosina, ribaravina, vidarabina, aciclovir, ganciclovir,
cidofovir, fanciclovir, valaciclovir, penciclovir, zidovudina (ZDV), didanosina
(DDI), zalcitabina (DDC), estavudina (d4T), lamivudina (3TC), abacavir,

tenofovir, efavirenz, nevirapina;

e Inibicdo da sintese proteica: tetraciclinas, cloranfenicol, tianfenicol,
clindamicina,  lincomicina,  eritromicina,  claritromicina,  azitromicina,
estreptograminas,  estreptomicina, gentamicina, amicacina, tobramicina,

neomicina, rifampicina, rifamicinas, oxazolidinonas;

e Inibicdo metabolica: sulfonamidas, sulfonas, trimetoprim, pirimetamina,
primaquina, inibidores da protease do HIV (indinavir, saquinavir, ritonavir,

nelfinavir e outros).

Segundo Levinson & Jawetz (2005b), os antimicrobianos podem, ainda, ser
classificados como sendo de amplo espectro, que sdo aqueles ativos contra varios tipos de
microrganismos (por exemplo, as tetraciclinas, que sdo ativas contra muitos bastonetes Gram-
negativos, clamidias, micoplasmas e riquétsias); ou de baixo espectro, que sdo aqueles ativos
contra um ou poucos tipos de microrganismos (por exemplo, a vancomicina, que é
principalmente utilizada contra determinados cocos Gram-positivos, tais como estafilococos e

enterococos).
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3.4 — Microrganismos

Um resumo das caracteristicas de alguns microrganismos e das doencas que eles
podem causar é apresentado a seguir (adaptado de LEVINSON & JAWETZ, 2005d;
CORTEZ, 2006).

a) Staphylococcus aureus:

e Caracteristicas- Cocos Gram-positivos dispostos em cachos. Sdo coagulase e catalase-
positivos. A maioria dos isolados produz B-lactamase, enzima que inativa farmacos que
contenham o anel [B-lactamico em sua estrutura, como por exemplo penicilinas e

cefalosporinas.

e Doencas- Abcessos em varios 6rgdos, endocardites, gastrenterites (intoxicacdo
alimentar) e sindrome do choque toxico, pneumonia hospitalar, infeccdes de feridas cirargicas
e sepse. E um dos causadores de infecgBes humanas mais comuns, principalmente do sistema

tegumentar.

e Habitat e transmissdo- Habitam o nariz e a pele humanos. A transmisséo ocorre por

meio das maos.

e Prevencdo- Cefazolina é usada para prevenir infeccdes cirdrgicas. Ndo ha vacina

disponivel. A lavagem das maos reduz a disseminacéo.

e Observacdo- Produzem p-lactamase (mediada por plasmideos) e alteracbes nas

proteinas ligadoras de penicilina. Raras cepas resistentes a vancomicina tém surgido.

b) Staphylococcus epidermidis:

e Caracteristicas- Cocos Gram-positivos dispostos em cachos. Sdo coagulase negativa e

catalase positiva.

e Doencas- Endocardites em valvulas protéticas, infeccdes de cateteres intravasculares,

infeccdes do fluido cerebroespinal, sepse neonatal.

e Habitat e transmissdo- Microbiota normal da pele humana e das membranas mucosas.

E provavel que as cepas do proprio paciente causem infecgbes, mas a transmisséo de pessoa

para pessoa pelas maos pode ocorrer.

e Prevencao- N&o existe farmaco preventivo ou vacina.
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e Observacdo- Produzem f-lactamases e podem ser resistentes a muitos antibacterianos.

c) Streptococcus pyogenes (Grupo A):

e Caracteristicas- Cocos Gram-positivos dispostos em cadeias. Sdo B-hemoliticos e
catalase-negativos. Sensiveis a bacitracina. Estreptococos p-hemoliticos sdo subdivididos em
grupos A, B, etc., por diferencas de antigenicidade de seus carboidratos presentes na parede

celular.

e Doencas- Doencas supurativas, como, por exemplo, faringite e celulite, e doencas

(imunoldgicas) ndo-supurativas, como febre reumatica e glomerulonefrite aguda.

e Habitat e transmissdo- Habitam a garganta e a pele humanas. A transmissao ocorre

por meio de goticulas respiratorias.

e Prevencdo- A penicilina é utilizada em pacientes com febre reumatica para impedir
faringite recorrente por S. pyogenes. 1sso previne danos adicionais as valvulas cardiacas. N&o

existe vacina.

d) Escherichia coli:
e Caracteristicas- Bastonetes Gram-negativos facultativos e fermentadores da lactose.

e Doencas- Infecgdes do trato urinario, septicemia, meningite neonatal e diarreia dos

viajantes séo as mais comuns.

e Habitat e transmissdo- Habitam o c6lon humano, mas também pode haver colonizagédo

da vagina e da uretra. A partir da uretra, 0 organismo pode ascender e causar infeccdes do
trato urinario. A meningite neonatal é adquirida durante o parto e a diarreia, pela rota fecal-

oral.

e Prevencdo- A prevencdo das infecgBes do trato urinario envolve limitar a frequencia e
a duracdo de cateterizacdo urinaria. A prevencdo da septicemia envolve a remoc¢do imediata
ou a alteracdo dos sitios de injecdo intravenosa. A diarreia dos viajantes pode ser evitada pela
ingestdo de alimentos cozidos e de agua fervida em alguns paises. A administracdo de
doxiciclina profilatica ou pepto-bismol também pode ser usada para prevenir a diarreia dos
viajantes. Nao existe vacina que previna qualquer das doengas causadas por E. coli.
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e Observacdo- A resisténcia a antimicrobianos é mediada por enzimas codificadas por

plasmideos, como a B-lactamase e as enzimas que modificam os aminoglicosideos.

e) Klebsiella pneumoniae:
e Caracteristicas- Bastonetes Gram-negativos com uma grande capsula polissacaridica.
e Doencas- Pneumonia, infecgdes do trato urinario e septicemia.

e Habitat e transmissdo- Habitam o trato entérico e o respiratorio superior. Os

organismos sao transmitidos aos pulmdes pela aspiracdo do trato respiratério superior e pela
inalacdo de goticulas respiratorias. A transmissdo para o trato urinario ocorre por distribuicdo
e ascensao da flora fecal.

e Prevencdo- Ndo h& vacina ou medicamento disponivel. Os cateteres urinarios e
intravenosos devem ser prontamente removidos; e na necessidade de manutencédo, deve ser

feita a troca a cada 15 dias utilizando técnicas assépticas.

e Observacdo- A sensibilidade aos antibacterianos deve ser testada. A resisténcia €

mediada por enzimas codificadas por plasmideos.

) Proteus mirabilis:

e Caracteristicas- Bastonetes Gram-negativos facultativos e nédo-fermentadores de

lactose. Sdo altamente mdveis e produzem urease.
e Doencas- Infec¢des do trato urinario e septicemia.

e Habitat e transmissdo- Habitam o c6lon humano e o ambiente (solo e agua). A

transmissdo para o trato urinario ocorre pela disseminacéo ascendente da flora fecal.

e Prevencdo- Nao ha vacina ou medicamento disponivel. A remocdo rapida de cateteres

urinarios auxilia na prevencdo de infeccdes do trato urinario.

e Observacdo- A sensibilidade aos antibidticos deve ser testada. A resisténcia é mediada

por B-lactamases codificadas por plasmideos.
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g) Pseudomonas aeruginosa:

e Caracteristicas- Bastonetes aerébios, Gram-negativos e ndo-fermentadores de lactose.
Produzem o pigmento piocianina (azul-esverdeado). S&o oxidase-positivas, 0 que as distingue
dos membros da familia Enterobacteriaceae.

e Doencas- Infecches de ferimentos, infecgdes do trato urinario, pneumonia e
septicemia. E uma das principais causas de infeccbes hospitalares, especialmente em
pacientes queimados e com fibrose cistica. Causam endocardites em usuérios de drogas

endovenosas.

e Habitat e transmissdo- Habitam fontes de &gua presentes no ambiente, como

respiradores hospitalares e umidificadores. Também habitam a pele, o trato respiratdrio
superior e o c6lon de cerca de 10% das pessoas. A transmissao ocorre por meio de aerossois

de agua, por aspiracdo e por contaminacdo fecal.

e Prevencdo- Desinfeccdo de equipamentos contendo agua no hospital, lavagem das
maos e rapida remocao de cateteres urinarios e intravenosos sao medidas indicadas. Nao ha

vacina disponivel.

e Observacdo- Devido a resisténcia comumente apresentada pelos isolados, o0s
antibacterianos devem ser escolhidos com base nos testes de sensibilidade. A resisténcia é
mediada por uma variedade de enzimas codificadas por plasmideos (por exemplo, f-

lactamases e enzimas acetiladoras).

h) Salmonella typhimurium:

o Caracteristicas- Bastonetes Gram-negativos, aerobios facultativos, que ndo fermentam

lactose, mas produzem H,S.

e Doencas- Salmonelose ou enterocolite. Podem causar infec¢cdo sistémica e meningite

em criangas.

e Habitat e transmissdo- Habitam o trato intestinal de seres humanos e animais. Podem

ser isoladas de uma grande variedade de hospedeiros, especialmente aves e suinos, mas
também de seres humanos, alimentos e do meio ambiente. Frequentemente veiculadas por

alimentos.
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e Prevencdo- E feita principalmente pela sadde publica e por medidas de higiene
pessoal. Abastecimento de agua clorada, cultura de amostras de fezes de manipuladores de
alimentos, lavagem das maos antes de manipular qualquer alimento, pasteurizacéo do leite e

cozimento adequado de derivados de frango e carne bovina. N&o ha vacinas disponiveis.

e Observacdo- Os antibacterianos sdo indicados apenas para criangas pequenas, idosos
ou em individuos com doencas cronicas que correm risco de sepse e de abscessos
disseminados, pois os antibiéticos prolongam o estado de portador e possibilita o
aparecimento de cepas resistentes aos antibidticos.

i) Candida albicans:

e Caracteristicas- E um fungo leveduriforme quando localizado na membrana mucosa
na qual faz parte da microbiota normal, porém forma pseudo-hifas e hifas quando invade o
tecido. N&o é dimérfico com relacéo a temperatura.

e Doencas- Sapinho, candidiase disseminada e candidiase mucocuténea cronica.

e Habitat e transmissdo- Faz parte da microbiota normal da pele, das membranas

mucosas e do trato gastrintestinal. Ndo ha transmisséo de pessoa para pessoa.

e Prevencdo- Os fatores predisponentes devem ser reduzidos ou eliminados. O sapinho
pode ser prevenido pelo uso de pastilhas orais de clotrimazol ou gargarejos com nistatina. Nao

existe vacina.

3.5 — Acido undecilénico

O é&cido undecilénico é o &cido 10-undecenoico, um composto insaturado de 11
carbonos (Figura 3.8) que é obtido por craqueamento do éleo de ricino. Embora raramente
encontrado na natureza, pode ser observado no estado natural nas lagrimas e no suor. E
insolvel em &gua e apresenta um odor muito forte que tem sido usado para mascarar outros

odores agroindustriais ou industriais desagradaveis (COLETICA, 1998).
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Figura 3.8- Acido undecilénico.
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A principal caracteristica do &cido undecilénico reside no fato de que, como os
acidos graxos saturados de cadeia com menos de 8 atomos de carbono, ele apresenta atividade
antifungica e antibacteriana. O espectro de acdo antimicrobiana deste acido inclui agdo contra
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos filamentosos e leveduras (COLETICA,
1998).

Este acido é um liquido amarelo de odor rancoso caracteristico e trata-se
primeiramente de um fungistatico, embora se possa observar uma atividade fungicida com
exposicdo prolongada a altas concentraces do agente. Exibe atividade contra varios fungos,
incluindo os que causam dermatofitoses (BENNETT, 2005).

A seguir sdo descritas algumas apresentacfes farmacéuticas que contém o acido
undecilénico (BENNETT, 2005):

a) O &cido undecilénico esta disponivel na forma de espuma, pomada, creme, pd, p6 em

spray, sabdo e liquido;

b) O undecilenato de zinco é comercializado em combina¢do com outros ingredientes.

O zinco proporciona uma agdo adstringente, que ajuda na supressdo da inflamacéo;

c) A pomada composta de &cido undecilénico contém tanto acido undecilénico (cerca de

5%) quanto undecilenato de zinco (cerca de 20%);

d) O undecilenato de célcio encontra-se disponivel na forma de po.

As preparacdes de acido undecilénico sdo utilizadas no tratamento de diversas
dermatomicoses, especialmente tinha do pé, também conhecida como frieira ou pé-de-atleta,
causada frequentemente pelos fungos Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes ou
Epidermophyton floccosum (BENNETT, 2005; MEDLEY, 2009)

Podem-se aplicar a pele concentracbes do acido de até 10%, bem como as do
acido e do sal na pomada composta. As preparacées assim formuladas ndo costumam irritar 0s
tecidos, e a sensibilizacdo a elas é rara. O farmaco apresenta beneficio indubitavel para
retardar o crescimento do fungo na tinha do pé, mas a infec¢do frequentemente persiste, a
despeito do tratamento intensivo com prepara¢des do acido e do sal de zinco. Na melhor das
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hipoteses, a taxa de “cura” clinica é cerca de 50%, sendo, portanto, muito menor que aquela
obtida com os antifungicos imidazdlicos, a haloprogina ou o tolnaftato (BENNETT, 2005).

A eficécia no tratamento da tinha do couro cabeludo (provocada por fungos do
género Tricophyton sp. ou Microsporum sp.) é marginal, e o farmaco ndo é mais utilizado
com esse proposito. As preparacdes de acido undecilénico também foram aprovadas para uso
no tratamento da dermatite das fraldas, da tinha crural e de outras afeccdes dermatoldgicas de
menor importancia (BENNETT, 2005; MEDLEY, 2009).

Segundo Machado (2008), ha muitos antifingicos topicos eficazes disponiveis no
mercado brasileiro, por isso alguns agentes antigos ou pouco eficazes estdo caindo em desuso,

e entre eles esta o acido undecilénico.

Pelas caracteristicas mostradas acima, a proposta deste trabalho foi a complexacao
do &cido undecilénico ao estanho como uma alternativa para aumentar sua bioatividade, bem

como alargar seu espectro de acao pelo efeito sinérgico metal-ligante.
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4. EXPERIMENTAL

4.1 — Atividades desenvolvidas e locais de realizacao

A parte experimental deste trabalho foi desenvolvida em seis etapas: i) sintese do
sal de sodio do ligante; ii) sintese dos complexos de estanho(IV); iii) caracterizacdo dos
organoestanicos sintetizados; iv) avaliagdo preliminar da bioatividade (teste de toxicidade em
Artemia salina); v) avaliagdo da atividade antimicrobiana dos complexos; e vi) avaliagéo da
citotoxicidade dos complexos de estanho(IV) frente a células da linhagem J774.

Todas as reacGes de sintese, bem como as andlises de infravermelho foram
realizadas no laboratério do Grupo de Catélise e Reatividade Quimica (GCaR) do Instituto de
Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas (1QB / UFAL).

Os espectros de RMN de 'H, °C e '*°Sn foram obtidos no Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear, também do 1QB / UFAL.

Os testes de toxicidade em Artemia salina e de atividade antimicrobiana foram
feitos em parceria com o Laboratério de Tratamento de Feridas (LTF) da Escola de
Enfermagem e Farmécia da Universidade Federal de Alagoas (ESENFAR / UFAL).

O teste de citotoxicidade em macréfagos foi desenvolvido por componentes do
Laboratério de Farmacologia e Imunidade do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da
Universidade Federal de Alagoas (ICBS / UFAL).

4.2 — Reagentes, solventes e equipamentos

A procedéncia dos reagentes e solventes sdo mostrados na Tabela 4.1. Os
reagentes, gases e solventes foram utilizados como recebidos, com excegdo do tolueno, que

foi seco sob destilacdo com sédio metalico.

Tabela 4.2 - Procedéncia de reagentes e solventes

Reagentes e Solventes Férmula Molecular Origem
Acido undecilénico (10- : .
undecenoico — IUPAC) C1H20; Sigma-Aldrich
Argonio Ar White Martins
Bicarbonato de sodio NaHCO3 Vetec

(Continua)
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Cloreto de tributilestanho Ci12H27CISn Sigma-Aldrich
Cloroférmio CHCI; Dinamica
Cloroférmio deuterado CDCls Sigma-Aldrich
Diacetato de dibutilestanho Ci12H2404Sn Acros Organics
Dicloreto de dibutilestanho CgH1sClLSn Sigma-Aldrich
Dicloreto de dimetilestanho C,HsCl2Sn Sigma-Aldrich
Dilaurato de dibutilestanho C32H6404Sn Sigma-Aldrich
Eter dietilico C4H100 Proquimicos
Metanol CH,0 Proquimicos
Sédio metalico Na Sigma-Aldrich
Tetrametilestanho C4H12Sn Sigma-Aldrich
Tolueno C/Hs Vetec

Na Tabela 4.2 sdo apresentados os equipamentos utilizados para a realizacao deste

trabalho.
Tabela 4.3 - Equipamentos utilizados no desenvolvimento desta pesquisa
Aparelho Descrigéo Local
. Biohazard Clean Bench. JS Research Inc.
Capela de biosseguranca LTF/ESENFAR/
(fluxo laminar) gJF?R). 220 VAC, 50/60 Hz, 500W, 2.5A, UEAL
Espectrofotﬁmetro no ESpECtrOfOtﬁmetrO FT-IR Varian 640-IR
Infravermelho com ATR IQB/UFAL
Espectrometro de A
Ressonancia Magnética ESpectrometrO Bruker Avance 400. |QB/U FAL
Nuclear (RMN)
Estufa microprocessada de cultura e
. bacteriologia. Quimis Aparelhos | LTF/ESENFAR/
Estufa incubadora Cientificos Ltda. Modelo Q316M2, UFAL
110/220 V, 110 W
Luminarias de mesa Jinli Lighting Co., lampada fluorescente 9 | LTF/ESENFAR/
Pelicano articulavel W, 220 V UFAL

Para os testes antimicrobianos e de toxicidade em larvas de Artemia salina foram

utilizados os materiais descritos na Tabela 4.3.
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Material

Origem

Agua do mar

Alca de platina

Cepas microbianas

Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio P.A. (TTC)
Discos para antibiograma

Meio de cultivo Agar Miieller-Hinton
Meio de cultivo Agar Sabouraud Dextrose

Meio de cultivo Brain-Heart Infusion Broth
Miconazol

Microplacas de 96 orificios em poliestireno de
fundo chato com tampa estéril

Ovos de Artemia salina Leach.

Papel filtro Whatman® ne 1

Paquimetro mecanico
Pipetas automaticas de volumes variaveis

Placas de Petri descartaveis (diametro 9cm)

Ponteiras de polietileno
Solucédo de Timol 0,01%

Solucdo injetavel de Gentamicina 80mg/2mL
(Garamicina — Sulfato de Gentamicina)

Swab individual estéril

Cloreto de sddio P.A.
Fosfato de potassio monobasico P.A. anidro

Cloreto de potéssio P.A.

Coletada na Praia da Pajucara,
Maceié / AL

Kai Industries, Co., Ltd.

NewProv Produtos para Laboratério
Ltda. e Cefar Diagndstica Ltda.

Vetec Quimica Fina Ltda.

NewProv Produtos para Laboratério
Ltda. e Cefar Diagndstica Ltda.

HiMedia Laboratories PVT. Ltd.
HiMedia Laboratories PVT. Ltd.
HiMedia Laboratories PVT. Ltd.

Adquirido na Farmacia Homeopatica
Natural, Macei6 / AL

Biofil®

Adquiridos na Sea World Comercial
Ltda., Macei6 / AL

Whatman International Ltd.

Starret Company

Eppendorf do Brasil, Industria e

Comércio Ltda
TPP®, Techno Plastic Products AG
TPP®, Techno Plastic Products AG

Azul de Timol,
Panreac Quimica

solucdo 0,04%,

Schering-Plough Produtos

Farmacéuticos Ltda.

Absorve®, Jiangsul Medical Materials
Co. Ltd.

Vetec Quimica Fina Ltda.
Vetec Quimica Fina Ltda.

Quimibras Industrias Quimicas S.A.
(Continua)
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Fosfato de sodio dibasico P.A. Quimibras Inddstrias Quimicas S.A.
Alcool etilico 70% Miyako do Brasil Ind. Com. Ltda.

4.2.1- Preparo das amostras para caracterizagao
4.2.1.1- Espectroscopia de Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN)

As andlises por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear foram feitas
com o aparelho descrito na Tabela 4.2 e as amostras foram preparadas em tubos para RMN e
solubilizadas em cloroférmio deuterado (&cido undecilénico e seus organoestanicos) ou 6xido
de deutério (undecilenato de sodio). Os espectros foram obtidos a temperatura ambiente e
operando na frequéncia de 400,13 MHz para n(cleos de *H, 100,61 MHz para ncleos de *C
e 149,24 MHz para nicleos de *°Sn. Os deslocamentos quimicos (8) de *H e *3C foram
medidos usando-se como referéncia tetrametilsilano (TMS, 8= 0) e para os ndcleos de *°Sn

usou-se como referéncia o tetrametilestanho (TMT, 6= 0).

4.2.1.2- Espectroscopia no Infravermelho Medio (1V)

As anélises por espectroscopia na regido do infravermelho médio foram realizadas
em um espectrofotdmetro Varian (Tabela 4.2) empregando-se um acessorio de refletancia
total atenuada (ATR). Os espectros abrangeram as regides de 4000 a 500 cm™.

4.3 — Sintese dos complexos organoestanicos

Os complexos de estanho(lV) foram sintetizados de acordo com a metodologia
descrita por Muhammad e cols. (2009), através da reacdo entre o sal de sodio do &cido graxo e
o cloreto de estanho correspondente ao composto que se pretendia obter.

4.3.1 — Sintese do sal de soédio do acido undecilénico

O, O'Na*
O ) /\/\/\/\j/
/\/\/\/\j/ +NaHCO; —ho ~ 7 Eq.4.1

-H,0
-CO,

UndH UndNa
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O sal de sodio do acido undecilénico (UndNa) foi preparado por adicdo gota a
gota de uma quantidade equimolar de NaHCO; (4,16 g; 49,5 mmol) dissolvido em &gua
destilada (30 mL) a uma solu¢do metandlica (20 mL) do &cido undecilénico (10 mL; 49,5
mmol). A solucdo foi agitada por 2 horas a temperatura ambiente. Apds o tempo de reacéo, o
solvente foi retirado em evaporador rotatério e seco sob altovacuo. O material obtido
apresentou-se como um p6 branco com aspecto de sabdo (F.M.: C11H19NaO,; M.M.: 206,26
g/mol).

Rendimento total: ~ 99%. IV (vma/cm™): 3081 e 2976 (=CH); 2919 e 2852 (as/s CH e
CH,); 1639 (C=C); 1553 e 1448-1409 (as/s COO); 1467 (5 CHy); 989 e 913 (y =CH); 728 (p
CH,). RMN *H (400MHz, D,0, ppm): & 5,85 (m, 1H, =CH); 4,97 (m, 2H, =CH.); 2,16 (t, 2H,
CH,COO, J= 7,67 Hz); 2,04 (g, 2H, CH,CH=, J= 7,20 Hz); 1,54 (t, 2H, CH2CH,COO, J=
7,07 Hz); 1,38 (t, 2H, CH,(CH,),COO0, J= 7,58 Hz); 1,30 (s, 8H, (CH.)4(CH)3CQOO).

4.3.2- Sintese dos complexos

4.3.2.1- Sintese do diundec-10-enoato de dibutilestanho (n-Bu,SnUnd,) y
Cl
| o
/\/\T/\/\ +2 UndNa — ‘\_\/Sé e 42

Cl
n-Bu,SnCl; /\/\/\/\j/

Num baldo com fundo redondo de 50 mL com duas bocas, foi solubilizado

n-Bu,Sn(Und),

dicloreto de dibutilestanho, n-Bu,SnCl,, (0,61 g; 2,0 mmol) em tolueno seco (10 mL). Com o
sistema ja montado e sob agitacdo, foi adicionados UndNa (1,23 g; 6,0 mmol) a solucédo
anterior. Deixou-se entdo reagir sob refluxo e argbnio (Figura 4.1) durante 24 horas a
temperatura de 121°C sob agitagéo.
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Figura 4.9 — Sistema reacional para obtenc¢do dos organoestanicos.

Argonio

Apbs o tempo de reacdo, retirou-se o banho de 6leo e a mistura reacional foi
mantida sob agitacdo e argdnio por mais 5 horas a temperatura ambiente. Ao final, desligou-
se a agitacdo, adicionou-se éter etilico (20 mL) e depois o precipitado foi separado por
filtracdo com papel filtro e funil de vidro sinterizado. Em seguida o filtrado foi levado ao
evaporador rotatdrio para retirada da maior parte dos volateis e finalmente seco sob altovacuo.
O produto obtido apresentou-se como um liquido amarelo claro. (F.M.: C3Hs604Sn; M.M.:
599,47 g/mol).

Rendimento total: 64%. IV (vmad/ecm™): 3081 e 2966 (=CH); 2919 e 2852 (as/s CH e
CHy,); 1738 (C=0); 1640 (C=C); 1595 e 1384 (as/s COO); 1460 (5 CH,); 992 ¢ 908 (y =CH);
722 (p CHy); 632 e 554 (v as/s Sn-C); 539 (v Sn-O). RMN *H (400MHz, CDCls, ppm): & 5,81
(m, 2H, =CH); 4,99 (m, 4H, =CHy); 2,36 (t, 4H, CH,COO, J= 7,40 Hz); 2,03 (q, 4H,
CH,CH=, J= 7,07 Hz); 1,65 [m, 12H, CH,CH,COO + Sn(CH).]; 1,37 [m, 4H,
Sn(CH.),CHa]; 1,29 [m, 20H, (CH,)s); 0,91 (t, 6H, Sn(CH.)sCHs, J= 7,33 Hz]. RMN *C
(100MHz, CDCls, ppm): 8 184,15 (C=0); 138,95 (=CH); 114,09 (=CHy,); 34,08 (CH,C=0);
33,71 (=CHCHy); 29,25 a 28,83 [=CHCH,(CH)s]; 26,61 (SnCH,CHy,); 26,24 [Sn(CH_).CH_];
25,44 (SnCHy); 24,85 (CH,CH,C=0); 13,48 [Sn(CH.)sCHs]. RMN **Sn (149MHz, CDCls,
ppm): & -149,78.
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4.3.2.2- Sintese do diundec-10-enoato de dimetilestanho (Me,SnUnd,) V%
Cl o
N | pd S/
Sn /"
—_—
‘ +2UndNa - NacCl N Eq. 4.3
m T
7
MEQSI’]C|2
Me,Sn(Und);

Este complexo foi obtido seguindo a metodologia descrita no item 4.3.2.1, exceto
pelo fato de que foi usado o dicloreto de dimetilestanho (Me,SnCl;) como fonte do metal. Ao
final, obteve-se um liquido amarelo ouro. (F.M.: Cy4H4404Sn; M.M.: 515,31 g/mol).

Rendimento total: 65%. IV (vmad/ecm™): 3081 e 2976 (=CH); 2919 e 2852 (as/s CH e
CH,); 1734 (C=0); 1639 (C=C); 1553 e 1409 (as/s CO0); 1468 (5 CH); 992 e 903 (y =CH);
723 (p CHy); 640 e 570 (v as/s Sn-C); 531 (v Sn-0O). RMN *H (400MHz, CDCls, ppm): & 5,81
(m, 2H, =CH); 4,96 (m, 4H, =CHy); 2,35 (br sig, 4H, CH,COO); 2,03 (br sig, 4H, CH,CH=);
1,62 (br sig, 4H, CH,CH,COO); 1,31 (m, 20H, (CH,)s); 0,95 (m, 6H, SnCHs). RMN *3C
(100MHz, CDCls, ppm): & 184,13 (C=0); 139,16 (=CH); 114,15 (=CH,); 34,07 (CH,C=0);
33,78 (=CHCHy); 29,28 a 28,87 [=CHCH3(CH,)s]; 25,32 (CH,CH,C=0); 4,22 (SnCHy).
RMN Sn (149MHz, CDCls, ppm): & -121,60.

4.3.2.3- Sintese do undec-10-enoato de tributilestanho (n-BusSnUnd)

g

/Sn Eqg. 4.4
+ UndNa - NacCl o o
Sn/\/\
/—/7 \CI /
n-BusSnUnd

n-BusSnCl

Num baldo com fundo redondo de 50 mL com duas bocas, foram misturados
cloreto de tributilestanho, n-BusSnCl, (0,68 mL; 2,5 mmol) com tolueno seco (10 mL). Com o

sistema ja montado e sob agitacdo, foi adicionado o sal UndNa (0,82 g; 4,0 mmol) a solucédo
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anterior. Deixou-se entdo reagir sob refluxo e argbnio (Figura 4.1) durante 24 horas a
temperatura de 121 °C sob agitacdo. Ap6s o tempo de reacdo, retirou-se o banho de dleo e a
mistura reacional foi mantida sob agitacdo e argénio por mais 5 horas a temperatura ambiente.
Ao final, desligou-se a agitacdo, adicionou-se éter etilico e depois o precipitado foi separado
por filtracdo com papel filtro e funil de vidro sinterizado. Em seguida o filtrado foi levado ao
rotaevaporador e a bomba de vacuo para retirar todo o solvente e obteve-se como produto
final um liquido amarelo claro. (F.M.: Cy3H40,Sn; M.M.: 473,32 g/mol).

Rendimento total: 68%. IV (vmad/ecm™): 3079 e 2956 (=CH); 2922 e 2853 (as/s CH e
CHj,); 1738 (C=0); 1640 (C=C); 1551 e 1399 (as/s COO); 1460 (5 CH,); 986 ¢ 903 (y =CH);
722 (p CHy); 669 e 612 (v as/s Sn-C); 520 (v Sn-O). RMN *H (400MHz, CDCls, ppm): & 5,78
(m, 1H, =CH); 4,93 (m, 2H, =CHy); 2,28 (t, 2H, CH,COO, J= 7,10 Hz);2,01 (g, 2H,
CH,CH=, J= 7,06 Hz); 1,58 (m, 8H, CH,CH,COO + SnCH,); 1,28 [m, 22H, (CH)s +
SnCH,(CH,)2]; 0,89 [t, 9H, Sn(CH2)sCHs, J= 7,30 Hz]. RMN **C (100MHz, CDCls, ppm): &
179,51 (C=0); 139,16 (=CH); 114,08 (=CH,); 34,88 (CH.,C=0); 33,78 (=CHCHy,); 29,34 a
28,90 [=CHCH,(CH,)s]; 27,83 (SnCH.CH,); 27,02 [Sn(CH,),CH,]; 25,81 (CH,CH,C=0);
16,35 (SnCH,); 13,63 [Sn(CH,)sCH3]. RMN °Sn (149MHz, CDCls, ppm): & 102,42.

4.4 — Teste de toxicidade em Artemia salina Leach (TAS)

A Artemia salina Leach (Artemiidae) é um microcrustaceo conhecido
popularmente como camardo de agua salgada (Figura 4.2). Suas larvas podem ser utilizadas
na realizacdo de um bioensaio de toxicidade rdpido e de baixo custo, sendo este teste
considerado uma ferramenta conveniente para avaliagdes preliminares de bioatividade
(MEYER et al., 1982).

Figura 4.10- Larvas de Artemia salina Leach.

Fonte: <http://akuariofilia.blogspot.com/2009/06/artemia-salina-el-mejor-alimento-para.html> (Dez/2010)
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Este ensaio foi realizado em colaboracdo com a Prof® Dr® Maria Lysete de
Assis Bastos, da Escola de Enfermagem e Farméacia da Universidade Federal de Alagoas. A
metodologia utilizada foi adaptada dos ensaios de Alves e cols. (2000) e Bastos (2008).

4.4.1- Obtencéo das larvas de Artemia salina

Para a obtencdo das larvas de A. salina para o teste de toxicidade foram
depositados cerca de 50 mg de ovos desta espécie em recipiente plastico (15 x 9 x 5 cm) com
divisoria contendo agua do mar filtrada, mantendo-se este material sob iluminagdo artificial
por 24 horas para eclosdo dos ovos, de maneira que apenas um dos lados ficasse iluminado
para permitir a migracdo das larvas de primeiro instar por fototropismo. Apos esse periodo,
estas larvas foram transferidas para placas de Petri (6 cm de diametro), contendo agua do mar
e incubadas por mais 24 horas sob iluminacdo artificial até atingirem o segundo instar, ideal

para a realizacdo do TAS.

4.4.2- Preparo das amostras e avaliagéo inicial

Os testes de toxicidade em larvas de Artemia salina foram realizados em tubos de
ensaio impregnados com as amostras a serem testadas. Dessa forma, para a impregnacdo dos
tubos de ensaio foram preparadas solu¢Ges-estoque (5000 pg/mL), utilizando-se o solvente no
qual as amostras sao sollveis (metanol ou cloroférmio, neste trabalho). Para o preparo das
concentracdes a serem testadas (1000, 100, 10 e 1 ug/mL, em triplicata), aliquotas da solucéo-
estoque foram aplicadas no fundo dos tubos de ensaio que, posteriormente, foram colocados
em capela de exaustdo para evaporacdo completa do solvente (Tabela 4.4). Quando os tubos
contendo as amostras para o0 teste ja estavam sem solvente, adicionou-se entdo 1 mL de A.
salina no segundo instar (contendo 10 larvas) e completou-se o volume para 2,5 mL com agua
do mar. Apds 24 horas sob iluminacdo artificial foi realizada a leitura do experimento,
observando-se o grau de toxidade da amostra (percentual de mortalidade das larvas em cada
concentracdo) conforme o item 4.4.4.

4.4.3- Controles positivo e negativo

Como controle negativo, utilizaram-se 0s solventes nos quais as amostras foram
solubilizadas, colocando-se em trés tubos de ensaio 500 uL dos controles, adotando-se 0s
mesmos procedimentos do item 4.4.2. Como controle positivo, utilizou-se uma solucdo de
Timol 0,01%, colocando-se em trés tubos de ensaio 10 uL desta solugdo e procedendo

conforme o item 4.4.2.
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Tabela 4.5- Volumes das aliquotas utilizadas para cada concentracdo do teste preliminar de toxicidade

em Artemia salina

Concentracao-teste Volume de amostra Concentracao da
(ng/mL) (uL) solucdo-estoque (ng/mL)
1000 500 5000
100 50 5000
10 5 5000
1 25 100

4.4.4- Avaliacdo do grau de toxicidade

Apbs 24 horas de exposicdo das larvas as amostras testadas e as substancias-
controle do experimento, foi feita a contagem das larvas vivas com o auxilio de uma lupa,
colocando o tubo de ensaio contra a luz de uma luminéria. O nimero de larvas mortas foi
obtido pela subtracdo do namero de larvas vivas do total de larvas colocadas inicialmente nos
tubos. O percentual de mortalidade foi calculado segundo a Equacéo 4.5.

% mortalidade da A. salina = n° de larvas mortas  x 100 Eq. 45
Total de A. salina no tubo

As amostras que promoveram mortalidade menor que 30% na concentragcdo de
1000 pg/mL foram consideradas atoxicas e aquelas com mortalidade > 30% nesta

concentracdo foram submetidas ao ensaio quantitativo; exceto aquelas que apresentaram

resultados de mortalidade > 30% na concentragao de 1 pg/mL.

4.4.5- Ensaio quantitativo

O ensaio quantitativo consistiu na avaliagdo da toxicidade de concentracdes
intermediarias aquelas que foram testadas no ensaio preliminar (item 4.4.4). Deste modo, as
amostras com mortalidade > 30% na concentracdo de 1000 pg/mL e < 30% em 100 pg/mL
foram testadas nas concentragdes entre 1000 e 100 pug/mL; aquelas com mortalidade > 30%
na concentracdo de 100 ug/mL e < 30% em 10 pug/mL foram testadas nas concentragdes entre
100 e 10 pg/mL; ja as que resultaram em mortalidade > 30% na concentracdo de 10 pg/mL e
< 30% em 1 pg/mL foram testadas nas concentracdes entre 10 e 1 pg/mL. Este ensaio foi
realizado da mesma forma que o ensaio preliminar (item 4.4.2), a partir da impregnacéo de
aliquotas de solugdes-estoque das amostras a serem testadas em tubos de ensaio, em triplicata
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(Tabela 4.5). Os controles negativo e positivo também foram os mesmos do ensaio preliminar
(item 4.4.3). Na Figura 4.3, vé-se um resumo das etapas do teste de toxicidade frente a larvas

de Artemia salina.

4.4.6- Determinacdo da concentragdo letal média (CLso) e intervalo de confianca 95%
(1Cgs)

Os valores de CLsp, concentragdo que causa mortalidade 50% das larvas, e 0
intervalo de confianca (ICgs) foram calculados usando o método PROBIT de analise
(FINNEY, 1972). Os critérios de classificagdo das amostras com base nos niveis de CLso no
TAS adotados foram os estabelecidos por Dolabela (1997): CLsy < 80 pg/mL, altamente
toxicos; entre 80 pug/mL e 250 pg/mL, moderadamente toxico; e CLso > 250 pg/mL, com

baixa toxicidade ou ndo toxico.

Tabela 4.6- Volumes das aliquotas utilizadas para cada concentracao do teste quantitativo de
toxicidade em Artemia salina

;:;2;?:2;% Concentragio-teste  Volume de amostra ig:;%r;t_fgzgjea
(ng/mL) (ng/mL) (nL) (ng/mL)

Entre 1000 e 100 750 375 5000
500 250 5000
250 125 5000
125 62,5 5000
Entre 100 e 10 75 37,5 5000
50 25 5000
25 12,5 5000
12,5 6,25 5000
Entre10el 7,5 187,5 100
5 125 100
2,5 62,5 100

1,25 31,25 100
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Figura 4.11- Etapas do teste de toxicidade frente a larvas de Artemia salina
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1) Impregnagao de tubos 2) Ovos de Artemia salina
com as substancias para eclodir

3) Lampada para atrair os nuplios
(coletados apds 24 horas)

4) Nauplios apos 48 horas

(prontos para o bioensaio)

5) Transferéncia das larvas para os 6) Tubos com Artemia salina em
tubos contendo as substancias contato com as substancias

Fonte: Autora, 2010.

4.5 — Ensaios antimicrobianos in vitro

Estes ensaios foram realizados em colabora¢do com a Prof? Dr® Maria Lysete de
Assis Bastos, da Escola de Enfermagem e Farmacia da Universidade Federal de Alagoas.

4.5.1- Meios de cultivo e solugdes: Composicéo e preparo
4.5.1.1- Brain-Heart Infusion Broth (BHI, HiMedia)

Meio liquido de enriquecimento utilizado para a propagacdo dos microrganismos
durante o preparo dos indculos e a microdiluicdo. Segundo o fabricante, os ingredientes deste
meio sdo: infusdo de cérebro de bezerro (200,0 g/L), infusdo de coracdo de vaca (250,0 g/L),
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protease peptona (10,0 g/L), dextrose (2,0 g/L), cloreto de sodio (5,0 g/L), fosfato dissédico
(2,5 g/L), com pH final (a 25°C) de 7,4 + 0,2. Este meio foi preparado num Erlenmeyer,
solubilizando-se 37,0 g de meio em p6 em 1,0 litro de agua destilada, sob agitacdo manual
com auxilio de um bastdo de vidro. Ap6s completa solubilizacdo, vedou-se com rolha de
algod&o e gaze protegida com papel aluminio. Em seguida, esterilizou-se 0 meio em autoclave
a 121 °C durante 15 minutos e armazenou-se sob refrigeracdo (4 — 8°C) até o momento do
uso. Antes de cada teste o meio foi distribuido em tubos de ensaio (15 x 100 mm)
esterilizados para receber o indculo inativo e propagé-lo.

4.5.1.2- Agar Miieller-Hinton (AMH, HiMedia)

Meio solido preconizado para o teste de susceptibilidade bacteriana que apresenta
boa reprodutibilidade nos testes e suporta o crescimento da maioria dos microrganismos
(NCCLS, 2003). Segundo o fabricante, este meio € composto de extrato de carne (300,0 g/L),
caseina &cida hidrolizada (17,5 g/L), amido (1,5 g/L) e &gar (17,0 g/L), com pH final (a 25°C)
de 7,3 £ 0,2. Seu preparo foi feito solubilizando-se o meio em p6 (38,0 g) em 1,0 litro de agua
destilada, em Erlenmeyer, sob agitacdo manual com auxilio de um bastdo de vidro. Apos
completa solubilizacéo, vedou-se com rolha de algodao e gaze protegida com papel aluminio.
Em seguida, esterilizou-se 0 meio em autoclave a 121 °C durante 15 minutos e distribuiram-se
cerca de 25 mL do meio de cultivo em placas de Petri estéreis (9 cm de didmetro, previamente
deixadas sob luz ultravioleta para garantir a esterilidade) a uma temperatura de 45 °C
(NCCLS, 2003). Apds solidificacdo do meio, as placas foram armazenadas sob refrigeracao (4
— 8°C) até 0 momento do uso.

4.5.1.3- Agar Sabouraud Dextrose (ASD, HiMedia)

Meio sélido utilizado para cultivo de fungos. Segundo o fabricante, contém
peptona micoldgica (10,0 g/L), dextrose (40,0 g/L) e agar (15,0 g/L), com pH final de 5,6 +
0,2. Seu preparo foi feito num Erlenmeyer, solubilizando-se o meio (65,0 g) em 1,0 litro de
agua destilada, sob agitacdo manual com auxilio de um bastdo de vidro. Ap6s completa
solubilizacdo, vedou-se com rolha de algoddo e gaze protegida com papel aluminio. Em
seguida, esterilizou-se 0 meio em autoclave a 121 °C durante 15 minutos e distribuiram-se
cerca de 25 mL do meio de cultivo em placas de Petri estéreis (9 cm de didametro, previamente

deixadas sob luz ultravioleta para garantir a esterilidade) a uma temperatura de 45 °C. Apo6s
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solidificacdo do meio, as placas foram armazenadas sob refrigeracéo (4 — 8°C) até 0 momento
do uso.

4.5.1.4- Salina tamponada

Utilizada para diluir o inéculo, visando obter o equivalente a 1,5 x 10° Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC)/mL (BASTOS, 2008). Esta solucao foi preparada utilizando-
se 0s seguintes sais: cloreto de sodio (5,61 g), cloreto de potassio (0,11 g), fosfato de potassio
monobasico (1,0 g) e fosfato dibasico de soédio (2,0 g). Sob agitacdo manual com auxilio de
um bastdo de vidro, todos os componentes foram solubilizados 1,0 litro de 4gua destilada, em
Erlenmeyer, o qual foi vedado com rolha de algodao com gaze protegida com papel aluminio
(BASTOS, 2008). Apos esterilizagdo em autoclave a 121°C durante 15 minutos, armazenou-
se em refrigerador (4 — 8°C) até o momento do uso. Antes de cada teste a solucédo foi colocada
em Erlenmeyer de 50 mL esterilizado para receber o inéculo ativo e propaga-lo para
semeadura das placas contendo o meio de cultivo (ap6s devido ajuste para 1,5 x 10° UFC/mL,
de acordo com a Escala de McFarland — Figura 4.4).

4.5.1.5- Solucéo de sulfato de bario da Escala de McFarland

Foram preparadas ainda solu¢des-padrdo de turbidez de sulfato de bario (BaSQ,),
denominada Escala de McFarland, que sdo utilizadas para padronizacdo da densidade do
in6culo dos microrganismos para testes in vitro e devido ajuste do nimero de UFC/mL.

A escala foi preparada, conforme descrito por BASTOS (2008), adicionando-se
em 10 tubos de ensaio, sequencialmente, quantidades crescentes de solucdo de cloreto de
bario (BaCl,) 1% (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0 mL) e &cido sulfarico (H,SO,)
1% em quantidade suficiente para 10 mL.

Considera-se que as densidades resultantes correspondem respectivamente a:

Tubo 1 -1,5x 10° UFC/mL Tubo 6 - 3,0 x 10° UFC/mL
Tubo 2 — 3,0 x 10° UFC/mL Tubo 7 — 6,0 x 10° UFC/mL
Tubo 3 - 6,0 x 10° UFC/mL Tubo 8 - 9,0 x 10° UFC/mL
Tubo 4 - 9,0 x 10° UFC/mL Tubo 9-1,5 x 10’ UFC/mL
Tubo 5 - 1,5 x 10° UFC/mL Tubo 10 — 3,0 x 10" UFC/mL

Para o presente estudo selecionou-se o tubo n° 5, que corresponde a 1,5 x 10°
UFC/mL na escala de McFarland (BASTQOS, 2008).
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Figura 4.12 — Escala de McFarland. Destaque do tubo 5, equivalente a 1,5 x 10° UFC/mL.

Fonte: Autora, 2010.

4.5.2- Microrganismos utilizados

Para os testes de atividade antimicrobiana foram utilizados o0s seguintes

microrganismos:

e Staphylococcus aureus (ATCC 25923);

o Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228);
e Streptococcus pyogenes (ATCC 19615);

¢ Proteus mirabilis (ATCC 25933);

e Escherichia coli (ATCC 25922);

¢ Salmonella typhimurium (ATCC 14028);

o Klebsiella pneumoniae (ATCC 1383);

¢ Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); e
¢ Candida albicans (ATCC 10231).

Estas cepas foram padronizadas e distribuidas pelo American Type Cell
Collection (ATCC, Manassas/VA/USA). Os microrganismos foram mantidos em refrigerador
com temperatura entre 4 e 8°C até o momento do uso.

4.5.3- Ativacdo e preparo dos indculos contendo 0s microrganismos

Em tubo de ensaio contendo aproximadamente 5 mL do meio BHI, foi ativado 1
disco ou aproximadamente 10 mg dos microrganismos. Este material foi colocado em estufa
bacterioldgica por 24 horas a 35°C (para bactérias) ou por 48 horas a 28°C (para o fungo

Candida albicans) e ap6s esse periodo foi semeado com alca de platina em placa de Agar
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Mieller-Hinton (para bactérias) ou Agar Sabouraud Dextrose (para C. albicans). Esta placa
foi colocada em estufa bacteriologica nas mesmas condicOes anteriores. A partir das colonias
de cultivo microbiano recente (maximo 24 horas para bactérias ou 48 horas para C. albicans),
preparou-se o inoculo fazendo-se uma suspenséo de cada microrganismo em solugéo salina. A
concentracéo do inéculo foi ajustada de modo a se obter 1,5 x 10° UFC/mL, comparando-se a

turbidez da suspensdo com o tubo n° 5 da escala de McFarland (Figura 4.4).

4.5.4- Teste preliminar para avaliacio de atividade antimicrobiana: Teste de difusdo em

agar
4.5.4.1- Preparo dos discos com as amostras

As amostras a serem testadas foram impregnadas em discos estéreis de papel filtro
Whatman n° 1, com 6 mm de didmetro, na concentracdo de 1000 pg/disco. Para tanto, foi
preparada uma solucdo metandlica de concentragdo igual a 50 mg/mL e adicionados 20 uL
desta solucdo nos discos previamente distribuidos em microplacas estéreis de 96 pocos de
fundo chato com tampa. A quantidade de discos de cada amostra para cada teste foi preparada
em triplicata. Foram feitos discos para controle negativo, a partir da adi¢do de 20 pL de
metanol a discos idénticos aos utilizados para as amostras. Apos secos em capela de fluxo
laminar, & temperatura ambiente, os discos contendo as amostras-teste foram mantidos sob

refrigeracdo (aproximadamente 4°C) até o0 momento do uso.

4.5.4.2- Teste de difusdo em agar

Os ensaios foram realizados em triplicata, de acordo com o método de difusdo
descrito por Kirby-Bauer (BASTQOS, 2008). Assim, foram semeados 0s microrganismos em
placas de Petri estéreis (9 cm de diametro) contendo o meio de cultivo adequado para cada
microrganismo (Agar Miueller-Hinton para bactérias ou Agar Sabouraud Dextrose para C.
albicans) com a ajuda de um swab esteéril, a partir da suspensdo de cada microrganismo em
solucdo salina (1,5 x 10° UFC/mL — item 4.5.3).

Cinco discos (trés das amostras, um do controle positivo e outro do controle
negativo) foram levemente pressionados contra a superficie do meio de cultivo para garantir o
contato total com os microrganismos (Figura 4.5) e entdo as placas foram invertidas e
incubadas a 35°C durante 24 horas (bactérias) ou a 28°C durante 48 horas (C. albicans).
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Figura 4.13- Placa para teste de difusdo em agar com os discos contendo as amostras (em cima), 0
disco do controle negativo (CN) e do controle positivo (CP).

Fonte: Autora, 2010.

Como controle negativo, foram utilizados os discos contendo metanol
(teoricamente sem nenhuma substancia, visto que os discos estavam secos); e como controle
positivo, foram utilizados discos de antimicrobianos comerciais, de acordo com o0s

microrganismos:

e Staphylococcus aureus: Gentamicina (10 pg/disco);

o Staphylococcus epidermidis: Gentamicina (10 pg/disco);
e Streptococcus pyogenes: Penicilina G (10 pg/disco);

¢ Proteus mirabilis: Gentamicina (10 pg/disco);

¢ Escherichia coli: Ciprofloxacina (5 pg/disco);

¢ Salmonella typhimurium: Ceftriaxona (30 pg/disco);

o Klebsiella pneumoniae: Ciprofloxacina (5 pg/disco);

¢ Pseudomonas aeruginosa: Ciprofloxacina (5 ug/disco).

Apenas para o teste de atividade contra Candida albicans foram preparados
artesanalmente discos contendo o antifingico miconazol, conforme apresentacdo comercial
(50 npg/disco), a partir da adicdo de 10 pL de uma solucdo aquosa de miconazol de

concentracdo 5 mg/mL.

4.5.4.3- Leitura das placas e interpretacéo dos resultados

Os resultados da atividade inibitoria do crescimento dos microrganismos foram
avaliados através da medicdo (em mm) do didmetro dos halos de inibicdo (area sem

crescimento detectavel a olho nu, Figura 4.6) de cada amostra, com o auxilio de um
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paquimetro. O halo de inibicdo induzido de cada amostra-teste foi comparado com o resultado
obtido pela média dos halos do controle positivo contra um mesmo microrganismo e a
porcentagem de inibi¢cdo do crescimento dos microrganismos foi calculada de acordo com a
Equacéo 4.6.

% de inibicéo = Média do halo de inibi¢do da amostra x 100 Eq. 4.6

Média do halo de inibi¢&o do controle positivo

Figura 4.14- Halos de inibicdo em placa de difusdo em agar. Observam-se halos nos discos da
amostra e no controle positivo (CP), mas ndo no controle negativo (CN).

Fonte: Autora, 2010.

Nos ensaios preliminares in vitro utilizou-se como parametro de avaliacdo da

atividade das amostras os valores adotados por Caceres e cols. (1998):

e Zona de inibicdo > 75 %: Ativa;
e Zona de inibigdo > 25 % e < 75 %: Moderadamente ativa;
e Zona de inibigdo < 25 %: Pouco ativa ou inativa.

Todas as amostras, incluindo as que foram classificadas como pouco ativas foram
submetidas a testes de determinacdo da concentracdo inibitéria minima, conforme o item
4.5.5, para comparar o perfil de atividade dos complexos pelos métodos de difusdo em agar e

microdiluicdo em caldo.

4.5.5- Determinacdo da Concentracédo Inibitéria Minima (CIM): Microdiluicdo em caldo

A concentracdo inibitéria minima (CIM) é definida como a menor concentracdo
de um agente antimicrobiano capaz de impedir o crescimento visivel de um microrganismo

em testes de sensibilidade por diluicdo em &gar ou caldo (NCCLS, 2003).
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O ensaio de determinacdo da concentracdo inibitéria minima (adaptado de
AYRES et al., 2008) foi realizado utilizando-se a técnica de microdiluicdo em placas estéreis
de 96 pogos, que contém linhas de A a H e colunas de 1 a 12 (Figura 4.7). Para cada amostra
sd0 necessarios 36 pocos, pois sdo testadas 12 concentracOes, em triplicata. 18 pocos sdo
destinados sdo destinados para o teste dos controles do experimento: 6 para o controle de
crescimento, 6 para o controle negativo e 6 para o controle positivo.
Para testar 4 amostras, foram adotados os procedimentos conforme o exemplo:
Inicialmente, 2 placas foram numeradas da seguinte maneira:
e Placa 1: Colunas de 1 a 3 = amostra 1; de 4 a 6 = amostra 2; de 7 a9 = amostra 3; e
de 10 a 12 = amostra 4. Todas as linhas desta placa (de A a H) foram utilizadas e cada uma

correspondeu a uma concentracdo das amostras;

e Placa 2: Colunas numeradas do mesmo modo que a placa 1, entretanto sé até a linha
D. Os pocos de F-1 ao F-6 foram utilizados para o controle de crescimento; G-1 ao G-6, para
0 controle negativo; e H-1 ao H-6, para o controle positivo.

Figura 4.15- Placa para teste de microdiluicdo em caldo com o meio de cultivo BHI e as amostras.
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Fonte: Autora, 2010.

Depois de numerados, os pocos da placa a serem utilizados foram preenchidos
com 100 uL do caldo BHI (duplamente concentrado) e, em seguida, 100 uL de uma solugéo-
estoque de concentracao 4400 ug/mL das amostras (solucdo metandlica, neste trabalho) foram
adicionados nos pocos de 1 a 12 da linha A da placa 1, segundo a numeragéo de cada amostra.

Apb6s homogeneizacdo do conteldo de cada po¢o da linha A, 100 pL deste
contetdo foram transferidos para os orificios da mesma coluna da linha B, ou seja, do A-1
para 0 B-1, do A-2, para o B-2, e assim por diante. Depois da homogeneizagdo, 100 uL do
contetdo da linha B foram transferidos para os pocos da linha C, conforme anteriormente.
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Este procedimento foi repetido até a linha H da placa 1 e, desta linha, 100 pL do contedo dos
pocos foram transferidos para os orificios correspondentes da linha A da microplaca 2,
repetindo-se este processo até a linha D e desprezando-se 100 puL do conteddo dos pocos
desta dltima linha.

Em cada poco das colunas de 1 a 12 da placa (de Aa H daplacalede AaD da
placa 2) restard 100 uL de uma solu¢do com concentracGes decrescentes das amostras. Em
seguida, adiciona-se em cada um destes pocos mais 100 uL do caldo BHI e 20 uL do in6culo
microbiano a partir da suspensdo de cada microrganismo em solucdo salina (1,5 x 10°
UFC/mL - item 4.5.3). Dessa forma, 0 volume total de cada pogo sera de 220 uL e ao final
deste procedimento serdo obtidas concentracOes decrescentes de cada amostra conforme
mostrado na Tabela 4.6.

Tabela 4.7- Concentraces testadas para determinacgdo da Concentracdo Inibitoria Minima

Numero da Coluna Concentracao correspondente
microplaca (ng/mL)

1 A 1000
500
250
125
62,5
31,2
15,6
7,8
3,9
1,9
1,0
0,5

OO m>» I G T MmODO

Os pocos do controle de crescimento receberam 150 uL do caldo BHI, 50 uL de
salina e 20 pL do in6culo microbiano, possibilitando a avaliacdo da viabilidade microbiana.
Os pocos do controle negativo receberam 50 uL do solvente utilizado para solubilizar as
amostras (metanol), que foi diluido em 150 uL do caldo BHI e 20 pL do indculo microbiano.

Os pocgos do controle positivo, por sua vez, foram preenchidos com 150 pL do
caldo BHI, 50 uL de um antimicrobiano padrdo ¢ 20 uL do indculo microbiano ou 150 pL do
caldo BHI, 50 uL de salina, ¥4 de discos comerciais contendo antimicrobiano e, por fim, 20
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uL do indculo microbiano (1,5 x 10° UFC/mL — item 4.5.3). O antimicrobiano para cada
microrganismo foi 0 mesmo utilizado para o teste de difusdo em agar (item 4.5.4.2).

As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35°C por 24 horas (para
bactérias) ou a 28°C por 48 horas (para C. albicans), e apds este tempo foi adicionado em
cada poco da placa, tanto das amostras e como dos controles, 20 uL de uma solugdo aquosa
de TTC (cloreto de trifenil tetrazolium) a 0,5%. As placas foram reincubadas em estufa
bacterioldgica por mais 3 horas.

Para avaliacdo do resultado, o aparecimento de uma coloracdo vermelha nos
pocos indicou crescimento microbiano (Figura 4.8) e, consequentemente, a inatividade da
amostra contra 0 microrganismo testado naquela concentracdo. Contrariamente, a auséncia da
coloracdo vermelha indicou auséncia de crescimento microbiano e a atividade antimicrobiana
da amostra contra 0 microrganismo testado naquela concentracdo. Isto ocorre devido a
reducdo do TTC (incolor) a uma coloracdo vermelha pelas colonias vivas (pela respiracéo),

enquanto que as coldnias com restricdo nesta fungdo ndo podem fazer esta reducao.

Figura 4.16- Resultado de microdiluicdo em caldo. Observe crescimento nos controles de crescimento
(CC) e negativo (CN), e auséncia de proliferacdo microbiana no controle positivo (CP).

Amostras

Fonte: Autora, 2010.

A leitura foi considerada valida somente quando houve crescimento microbiano
nos controles negativo e de crescimento (Figura 4.8). Para avaliagdo da concentracao
inibitéria minima (CIM) dos complexos organoestanicos e do ligante, os critérios
estabelecidos foram os mesmos adotados por Holetz e cols. (2002):

¢ CIM < 100 pg/mL: Ativo;
e CIM > 100 < 500 ug/mL: Moderadamente ativo;
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e CIM > 500 < 1000 pg/mL: Pouco ativo;
e CIM > 1000 pg/mL: Inativo.

4.6 — Avaliacéo da citotoxicidade em macrofagos

Estes ensaios foram realizados por colaboradores do Laboratério de Farmacologia
e Imunidade com a Prof? Dr® Magna Suzana Alexandre Moreira, do Instituto de Ciéncias

Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Alagoas.

4.6.1- Método do MTT

A citotoxicidade das substancias foi analisada pelo método do MTT (brometo de
3-[4,5- dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio) (DENIZOT & LANG, 1986).

Este método se baseia na analise da atividade da enzima desidrogenase
mitocondrial, que é capaz de metabolizar o reagente MTT em um composto colorido
denominado de formazan. Esse composto pode ser diluido e posteriormente quantificado por
um leitor optico, evidenciando o metabolismo mitocondrial e consequentemente a quantidade
de células vivas.

Para isso, células de macréfagos murinos da linhagem J774 foram incubadas em
placas de 96 pocos por a 37°C com 5% de CO, numa densidade de 7,5 x 10* células/poco.
Apobs os devidos tratamentos das células por 48 horas, o MTT (0,1 mg/poco) foi adicionado
ao meio de cultivo e a placa foi incubada em estufa de CO; por 4 horas. Em seguida, 0 meio
contendo MTT foi aspirado, sendo adicionado 150 pL de SDS/Triton 10x. As absorbancias do
metabdlito do MTT foram determinadas em leitor de placas a 590 nm.

As substancias foram testadas na concentragdao de 100 uM, em duplicata.



75

4.7 — Referéncias

ALVES, T. M. A. et al. Biological screening of Brazilian medicinal plants. Memdrias do
Instituto Oswaldo Cruz, v. 95, n. 3, p. 367-373, 2000.

AYRES, M. C. C. et al. Atividade antibacteriana de plantas Uteis e constituintes quimicos da
raiz de Copernicia prunifera. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 18, n. 1, p. 90-97,
2008.

BASTOS, M. L. A. Avaliagdo da atividade antimicrobiana “in vitro e in vivo” e estudo
guimico biomonitorado de Piper hayneanum C. DC. (Piperaceae) e Zeyheria tuberculosa
(Vell.) Bur. (Bignoniaceae). Macei6, 2008. Tese (Doutorado em Quimica e Biotecnologia) —
Universidade Federal de Alagoas.

CACERES, A. et al. Plants used in Guatemala for the treatment of protozoal infections. I.
Screening of activity to bacteria, fungi and American trypanosomes of 13 native plants.
Journal of Ethnopharmacology, v. 62, n. 3, p. 195-202, 1998.

DENIZOT F, LANG R. Rapid colorimetric assay for cell growth and survival. Modifications
to the tetrazolium dye procedure giving improved sensitivity and reliability. Journal
Immunological Methods, v. 89, n. 2, p. 271-277, 1986.

DOLABELA, M. F. Triagem in vitro para atividade antitumoral e anti-Trypanosoma
cruzi de extratos vegetais, produtos naturais e substéncias sintéticas. Belo Horizonte,
1997. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia e Farmacologia) — Universidade Federal de Minas

Gerais.
FINNEY, D. J. Probit Analises. Cambridge: Cambridge University Press, 1972,
HOLETZ, F. B. et al. Screening of some plants used in the Brazilian folk medicine for the

treatment of infectious diseases. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 97, n. 7, p. 1027-
1031, 2002.



76

MEYER, B. N. et al. Brine shrimp: a convenient general bioassay for active plant

constituents. Journal of Medicinal Plant Research, v. 45, p. 31-34, 1982,

MUHAMMAD, N. et al. Organotin(lV) 4-nitrophenylethanoates: synthesis, structural
characteristics and intercalative mode of interaction with DNA. Journal of Organometallic
Chemistry, v. 694, p. 3431-3437, 20009.

NCCLS - National Committee for Clinical Laboratory Standards. Metodologia dos Testes de
Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluicdo para Bactéria de Crescimento
Aerdbico: Norma Aprovada. Trad. ANVISA. 6 ed. M7-A6, v. 23, n. 2, 2003.

VIEIRA, F. T. Compostos organoestanicos com acao farmacoldgica. Belo Horizonte, 2008.
Tese (Doutorado em Quimica) — Universidade Federal de Minas Gerais.



77

5. RESULTADOS E DISCUSSAO



78

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Sintese e caracterizacdo dos complexos organoestanicos

5.1.1 - Sintese

Como dito anteriormente, a proposta deste trabalho foi a de preparar complexos
de estanho contendo o fragmento undecilenato. Essa estratégia tem como objetivo aumentar a
bioatividade do &acido undecilénico, bem como alargar seu espectro de acdo pelo efeito
sinérgico metal-ligante de derivados do acido undecilénico.

A sintese dos complexos organoestanicos foi feita de forma simples e eficaz,
segundo a metodologia descrita por Muhammad e cols. (2009). Primeiramente obteve-se o sal
de sddio do &cido undecilénico e, a partir deste, foram sintetizados os complexos utilizando-se
cloretos organoestanicos como fontes do metal. Os rendimentos da sintese dos complexos
foram considerados bons, ficando entre 60 e 70%.

O undecilenato de sodio (UndNa) é um pd branco que, em agua, forma espuma
(podendo ser considerado um sabdo). Os complexos n-Bu,Sn(Und),, Me,Sn(Und), e n-
BusSn(Und), por sua vez, sdo liquidos de cor amarelada, soliveis em éter dietilico e
cloroférmio.

A confirmacdo da obtencdo dos complexos foi feita através de andlises dos
respectivos espectros de RMN de *H, **C e '°Sn, bem como dos espectros na regido do

infravermelho médio, conforme apresentado a seguir.

5.1.2 - Caracterizacéo

5.1.2.1- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN *H)

Através da analise dos espectros de RMN *H, pdde ser confirmada a formacéo do
undecilenato de sédio e dos complexos sintetizados. Os dados de RMN *H do &cido
undecilénico (Figura 5.1) mostra o sinal do hidrogénio &cido do grupo carboxila com
deslocamento quimico 6= 11,80 ppm. Este sinal ndo é mais observado no espectro do seu sal
de sédio (Figura 5.2), nem dos seus complexos (Figuras 5.3-5.5); contudo os demais sinais
relativos ao fragmento undecilénico podem ainda ser facilmente detectados.
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Figura 5.17- Espectro de RMN de 'H do 4cido undecilénico.
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Figura 5.18- Espectro de RMN de *H do undecilenato de sédio.
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Observa-se no espectro do n-Bu,Sn(Und), (Figura 5.3) a presenca de sinais tipicos
de olefinas terminais (6= 5,81 e 4,99 ppm), os sinais dos hidrogénios metilénicos (com
deslocamentos entre 6= 2,36 e 1,29 ppm) e o tripleto das metilas do grupo (6= 0,91 ppm), este
na proporcao de 3:1 em relacdo ao hidrogénio ligado ao carbono CH sp? (8= 5,81 ppm), dando
um forte indicio da formacdo deste complexo.

Figura 5.19- Espectro de RMN de *H do n-Bu,Sn(Und),.
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No espectro do n-BuzSnUnd (Figura 5.4), vé-se a presenca de sinais tipicos de
olefinas terminais (6= 5,78 e 4,93 ppm), os sinais dos hidrogénios metilénicos (com
deslocamentos entre 6= 2,28 e 1,28 ppm) e o tripleto das metilas do grupo butil (6= 0,89
ppm). A proporcao € de 9:1 dos hidrogénios metilicos em relacdo ao hidrogénio ligado ao
carbono CH sp? (5= 5,78 ppm), dando um forte indicio de que houve a formacdo do complexo
desejado.

Na Figura 5.5 (espectro do Me,;Sn(Und);) observa-se, como nos outros complexos
sintetizados, a presenca dos sinais tipicos de olefinas terminais (6= 5,81 e 4,96 ppm), 0s sinais
dos hidrogénios metilénicos (com deslocamentos entre 6= 2,35 e 1,31 ppm), bem como o sinal

das metilas (6= 0,95 ppm). Nesse complexo é possivel verificar os satélites de acoplamento
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2Jpnssn € 2Jpamsn (~ 100 Hz) (WRACKMEYER, 2008). Observa-se também que ha uma
proporcdo de 3:1 entre os hidrogénios metilicos do grupo butila e o hidrogénio ligado ao
carbono sp? (5= 5,81 ppm). Esta proporcdo é mais uma prova da formacéo do complexo

almejado.
Figura 5.20- Espectro de RMN de 'H do n-Bu;SnUnd.
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5.1.2.2- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *C (RMN *3C)

Através da anélise por RMN *3C dos novos compostos de estanho(IV) é possivel
identificar os sinais tipicos de olefina terminal (6 ~ 139 e 114 ppm) e de carbonila (6 ~ 184
ppm, para os diorganoestanicos e 179 ppm, para o triorganoestanico) do fragmento
undecilénico; lembrando que o &cido undecilénico tem 6= 180,70 ppm para o ligante livre.
Além disso, € possivel verificar a série de carbonos metilénicos entre 29 e 28 ppm) devido a
presenca deste Ultimo fragmento (Figuras 5.6 - 5.8).

Em relagdo aos substituintes alquil, nota-se que, para o n-Bu,Sn(Und), (Figura
5.6), o sinal do carbono metilico aparece em 6= 13,48 ppm, que os carbonos metilénicos
intermediarios aparecem em & ~ 26 ppm, enquanto o sinal do carbono metilénico ligado

diretamente ao metal aparece em 6= 25,44 ppm.



Figura 5.21- Espectro de RMN de *H do Me,Sn(Und)s.
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Figura 5.22- Espectro de RMN de ~°C do n-Bu,Sn(Und),.
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Para o triorganoestanico n-BusSnUnd (Figura 5.7), por sua vez, o sinal do carbono
metilico do fragmento butil aparece em 6= 13,63 ppm, os carbonos metilénicos intermediérios
podem ser observados em & ~ 27 ppm, enquanto o sinal do carbono metilénico ligado
diretamente ao metal € visto em 6= 16,35 ppm.

J& para o diorganoestanico Me,Sn(Und), (Figura 5.8), o sinal do carbono das
metilas é observado em 6= 4,22 ppm. Esse deslocamento tdo acentuado para campo mais alto
é devido a interacdo direta dos grupos metila com o metal.

Figura 5.23- Espectro de RMN de **C do n-Bu;SnUnd.
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5.1.2.3- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de °Sn (RMN 1°Sn)?

O estanho possui numerosos isotopos naturais, dos quais trés (**°Sn, **'Sn e 11°Sn)
sdo magneticamente ativos (spin nuclear igual a 1/2). Devido a sua elevada abundancia
natural e propriedades magnéticas nucleares favoraveis, os nicleos **’Sn e '°Sn séo atrativos
para experimentos de RMN. Normalmente o isétopo *°Sn é o alvo mais empregado, embora
espectros de RMN *’Sn possam ser medidos da mesma forma (WRACKMEYER, 2008;
SOUZA, 2007).

! N#o foi possivel fazer o desacoplamento dos nicleos de *H nos espectros de RMN de **°Sn, mas isso ndo
inviabiliza os valores de deslocamento quimico obtidos.
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Figura 5.24- Espectro de RMN de **C do Me,Sn(Und),.
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Os deslocamentos quimicos no RMN '°Sn de compostos de estanho
diamagnético cobrem um intervalo de aproximadamente 6500 ppm, de +4000 a -2500 ppm,
com 6= 0 para 0 composto Me,Sn. Uma gama tdo grande de deslocamentos quimicos indica
grande sensibilidade deste parametro até mesmo a pequenas mudancas estruturais. As
estruturas eletronicas ao redor do respectivo nticleo *°Sn dependem, de uma forma complexa,
tanto do numero de coordenacdo (2 a 10), como do estado de oxidacdo formal (2 ou 4, na
maioria dos casos) (WRACKMEYER, 2008).

Segundo Souza (2007), um aumento no nimero de coordenacgdo do estanho tende
a deslocar & para maiores valores absolutos, uma vez que o aumento da densidade eletrénica
sobre o 4&tomo de estanho causa um aumento na blindagem do centro metalico. Outros fatores,
como, por exemplo, eletronegatividade, circulacdo de carga e impedimento estéreo de grupos
substituintes, podem influir na blindagem do nucleo de estanho(1V), e, consequentemente, no
deslocamento quimico do sinal de ressonancia.

Os espectros de RMN de °Sn dos diorganoestanicos derivados do &cido
undecilénico com substituintes butila e metila mostraram o sinal do estanho para cada
composto em & -149,78 e -121,60, respectivamente (Figuras 5.9 e 5.10), indicando a formacéo
de um unico derivado. Conforme supracitado, esses valores séo tipicos de espécies do tipo
R,Sn(OOCR”),. O espectro do composto tributilico, por sua vez, apresentou sinal em & 102,42
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(Figura 5.11), valor préximo aos sugeridos para espécies RsSn(OOCR’) (WRACKMEYER,

2008).

Spinworks 2.2: n-Bu2Sn(Und)2-54

Figura 5.25- Espectro de RMN **Sn do n-Bu,Sn(Und)s.
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Figura 5.26- Espectro de RMN de ““Sn do Me,Sn(Und),.
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Figura 5.27- Espectro de RMN de ***Sn do n-BusSnUnd.

SpinWorks 2.2: n-BudSnUnd-S3

102.4248
0.0096

[ [ I i T i T i I i I i T i T i I i I i T
PPM 1400 1200 100.0 80.0 60.0 400 200 00 -20.0 -40.0 -60.0 -80.0

freq. o O ppt 149.2372%0 Mz
processed size: 32768 conplexpoints
LB 0000 GB:00000

Fonte: Laboratorio de RMN (UFAL); Autora, 2010.

5.1.2.4- Espectroscopia no Infravermelho Médio (1V)

Os complexos sintetizados foram também caracterizados por espectroscopia na
regido do infravermelho médio, por ATR, a fim de confirmar a presenca dos principais
grupamentos esperados nas suas estruturas.

A anélise do espectro do &cido undecilénico (Figura 5.12) evidenciou que este
composto possui carbonos sp* e sp®, além da presenca de ligacdo OH de carboxila. As
principais bandas de absorcéo sdo: 3408-2399 cm™ (v OH, alargada); 3079 e 2972 cm™ (v
=CH); 2918 e 2854 cm™ (v as/s CH e CHy); 1704 cm™ (v C=0); 1639 cm™ (v C=C); 1468 cm’
1 (8 CHy); 1414 cm™ (banda de combinacdo vss CO e 8 OH); 1274 e 1242 cm™ (vs CO); 984 e
909 cm™ (y =CH); 941 cm™ (y OH); 726 cm™ (p CHy). Esta Gltima banda esté relacionada a
deformacdo angular tipo balanco, vista para substancias com cadeia com mais de quatro
grupos metilénicos.

No espectro do undecilenato de sodio (Figura 5.13), as bandas de absorcao
relacionadas a cadeia alifatica e a insaturacdo terminal continuam presentes, entretanto ndo se

observam mais as bandas de OH da carboxila, dando evidéncias da formagao do sal.
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Figura 5.28- Espectro de IV do UndH.
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Fonte: GCaR (UFAL); Autora, 2010.

Figura 5.29- Espectro de IV do UndNa.
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Fonte: GCaR (UFAL); Autora, 2010.

De acordo com Barbosa (2007), embora se escreva o anion carboxilato com uma
ligagdo dupla e uma simples entre o carbono e 0s oxigénios, na realidade a melhor forma de
representacdo é o hibrido de ressonancia; no qual as duas ligacbes C-O sdo iguais e
apresentam ordem de ligacdo 1,5. Com isso, o grupo carboxilato apresenta duas vibragdes de
estiramento, que sdo simétrica e assimétrica. A primeira da origem a uma banda de absor¢édo
em 1440-1335 cm™, normalmente com duas ou trés bandas na regido indicada; enquanto o

estiramento assimétrico resulta numa banda forte entre 1650 e 1550 cm™.
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Desse modo, no espectro do UndNa ndo se vé& mais a banda 1704 cm™ (v C=0)
presente no 4cido undecilénico, e surgem as bandas em 1553 cm™, referente ao estiramento
assimétrico entre C-O, e as duas bandas em 1448 e 1409 cm™, referentes ao estiramento
simétrico da ligacédo C-O.

No espectro de IV do n-Bu,Sn(Und), (Figura 5.14), por sua vez, as bandas de
absorcdo relacionadas ao undecilenato permanecem (com pequenas mudancas nos valores
de absor¢éo), entretanto se observam novas bandas derivadas do estiramento das ligacdes
Sn-C e Sn-O, 632 e 554 cm™ (v as/s Sn-C) e 539 cm™ (v Sn-O), Esses valores sdo
semelhantes aqueles determinados por Nath e cols. (2009) no complexo triptofanilglicinato
de di-butilestanho (622 e 562 cm™ para v as/s Sn-C; e 534 cm™ para v Sn-O).

Figura 5.30- Espectro de 1V do n-Bu,Sn(Und)s.
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Fonte: GCaR (UFAL); Autora, 2010.

Na Figura 5.15, ¢é apresentado o espectro de infravermelho do Me,Sn(Und)s.

Da mesma forma que no espectro do n-Bu,Sn(Und),, as bandas de absorc¢éo
relacionadas ao undecilenato do Me,;Sn(Und), permanecem (com pequenas mudancas nos
valores de absorcdo), contudo pode-se observar as bandas relacionadas ao estiramento das
ligacdes Sn-C e Sn-O em 640 e 570 cm™ (v as/s Sn-C) e 531 cm™ (v Sn-O). Nath e cols.
(2009) tambem relataram valores semelhantes de estiramento para o complexo
triptofanilglicinato de di-metilestanho (630 e 570 cm™ para v as/s Sn-C; e 521 cm™ para v Sn-
0).



89

Figura 5.31- Espectro de 1V do Me,Sn(Und),.
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Conforme apresentado na Figura 5.16, também se observam no espectro do
complexo n-BusSnUnd as bandas dos estiramentos do undecilenato, bem como as bandas
de absorcéo dos estiramentos das ligacdes Sn-C e Sn-O (669 e 612 cm™ para v as/s Sn-C; e
520 cm™ para v Sn-O). Estes valores também estdo proximos aos encontrados por Nath e
cols. (2009) para triptofanilglicinato de tri-butilestanho, que foi de 674 e 604 cm™ para v
as/s Sn-C; e 517 cm™ para v Sn-O.

Figura 5.32- Espectro de 1V do n-BusSnUnd.
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Esses dados confirmam a formacdo dos complexos sintetizados neste estudo.
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5.2 — Avaliacéo da toxicidade em Artemia salina Leach. (TAS)

Todos os complexos sintetizados foram avaliados quanto a toxicidade frente a
larvas de Artemia salina Leach (TAS). Este teste é um ensaio biolégico preliminar, sendo
amplamente utilizado por ser rapido, de baixo custo e por ter demonstrado uma boa correlacdo
com vdérias atividades bioldgicas, como atividade antitumoral, antibacteriana, antifingica e
contra o Trypanosoma cruzi, por exemplo. Em geral, extratos de plantas ou substancias puras
com alta toxicidade para Artemia salina (CLso < 200 pg/mL) apresentam alto potencial para
estas bioatividades (COSTA et al., 2009).

Os resultados do TAS para alguns organoestanicos e para o &cido undecilénico sdo

apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.8- Resultados da toxicidade em larvas de Artemia salina Leach

a Intervalo de Grau de
Amostra CLso™ (ng/mL) confianca (95%) toxicidade”
Acido undecilénico (UndH) ~ 137,0 3222109 Moderadamente
toxico
Altamente
n-Bu,Sn(Und); 4,0 3,1-5.2 HOXICO
Altamente
n-BuzSnUnd <1,0 - HOXICO
c ¢ Altamente
Me,Sn(Und);, 45,0 12,5-206,0 HOXICO
Altamente
n-Bu,SnCl, 2,7 1,5-4,6 toxico
Altamente
n-BusSnCl 4,8 3,1-7,6 t6Xico
entre 1000 e
MEQSI’]C|2 100 - -
Altamente
n-Bu,Sn(OAc); 3,5 0,9-8,8 t6XicO
Altamente
n-Bu,Sn(Lau); 11,4 0,8 - 60,2 tHXICO
Agua do mar + Clor_oformlo 0 ) At6XiCO
(controle negativo)
Agua do mar + I\/I_etanol 0 ) AGXICO
(controle negativo)
Agua do mar + 1% Timol 2,91 2333 Altamente
(controle positivo) toxico

? Concentragéo letal média (calculada pela analise pelo método PROBIT); ” Segundo Dolabela (1997); “Calculado
a partir dos resultados preliminares;  ELLIS & BAXENDALE, 1997.
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N&o foi possivel determinar a CLsp do n-BusSnUnd nem do Me,SnCl, segundo a
analise estatistica dos resultados pelo método PROBIT (FINNEY, 1972), entretanto, a partir
destes testes preliminares, espera-se que estes valores estejam abaixo de 1,0 pg/mL e entre
1000 e 100 pg/mL, respectivamente.

O valor da CLsp obtido para o Me,Sn(Und), foi calculado a partir dos resultados
preliminares (concentragdes entre 1000 e 1 pg/mL), pois ndo foi devidamente obtido o
intervalo de confianga (ICgse) do teste quantitativo desta amostra. O resultado para o acido
undecilénico, por sua vez, foi obtido a partir do teste quantitativo com concentragdes entre
1000 e 100 pg/mL. Esta ampla faixa de concentra¢ao explica o largo intervalo de confianga
obtido. Entretanto esse fato parece aceitvel para muitos autores, visto que Meyer e cols.
(1982), em um dos principais artigos sobre o teste de toxicidade em Artemia salina,
apresentaram valores de 1Cgse, para suas amostras que variaram de 55 a 219, de 462 a 1290 e
até de 374 a 7763 pg/mL. Muitos autores, por sua vez, ndo divulgam os intervalos de
confianca obtidos (RAMOS et al., 2009; PEREIRA & CASTRO, 2007; BARBOSA et al.,
2009).

Segundo Kungolo e cols. (2001), o valor da CLsy do Me,SnCl; foi igual a 149,3
pg/mL. Este valor encontra-se no intervalo obtido no teste preliminar (entre 1000 e 100
pg/mL), confirmando o resultado esperado.

Como nos trabalhos de Ramos e cols. (2009) e Pereira & Castro (2007), os
critérios de classificagdo das amostras com base nos niveis de CLso no TAS foram aqueles
estabelecidos por Dolabela (1997): CLso < 80 pg/mL, altamente tdxicos; entre 80 ug/mL e
250 pg/mL, moderadamente toxico; e CLso > 250 pg/mL, com baixa toxicidade ou ndo tdxico.
Dessa forma, dentre os organoestanicos dos quais foi possivel calcular a CLsp, todos foram
classificados como altamente toxicos.

Em nossos testes, 0 acido undecilénico, um farmaco antibacteriano e antifingico,
foi classificado como moderadamente téxico (CLsy = 136,97 pg/mL). Este resultado vem
ratificar a correlacdo entre o bioensaio preliminar de toxicidade em Artemia salina e
atividades antibacteriana e antifungica, conforme descrito por Costa e cols. (2009).

Para atividades bioldgicas em que o grau de toxidade ndo é o fator fundamental
desejado, como, por exemplo, atividades cicatrizante e anti-inflamatdria, € importante que as
amostras tenham altos valores de CLsp, sendo consideradas, assim, atdxicas. Entretanto, como
0 objetivo deste trabalho era atividade antimicrobiana, os valores encontrados mostraram-se

promissores.
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Deve-se, porém, ressaltar que este € um bioensaio preliminar, ou seja, busca-se
apenas revelar compostos possivelmente bioativos, sendo necessarios testes mais especificos
contra bactérias, fungos, linhagens celulares tumorais, etc., para confirmacao da atividade.

A comparacdo entre as CLso dos compostos testados é mostrada na Tabela 5.2.

Tabela 5.9- Comparacdo da toxicidade em larvas de Artemia salina Leach, em funcédo dos
substituintes L e R ligados ao estanho (R,SnL.,)

Substituinte Sequencia de toxicidade
L = Und n-BuzSnUnd > n-Bu,Sn(Und), > Me,Sn(Und), > UndH
L=Cl n-Bu,SnCl, > n-BusSnCl > Me,SnCl,
R =n-Bu; n-Bu,SnCl; > n-Bu,Sn(OAC), > n-Bu,Sn(Und); > n-Bu,Sn(Lau);,

Vieira (2008), em seu trabalho com complexos organoestanicos do acido célico,
relata a mesma sequéncia de toxicidade frente a larvas de A. salina encontrada para oS
complexos do &cido undecilénico: BusSnL > Bu,SnL, > Me,SnL,. Ja a sequéncia encontrada
para os derivados clorados, foi a seguinte: n-Bu,SnCl, > n-BusSnCl > Me,SnCl,; neste caso,
diferentemente dos complexos derivados dos acidos cdlico e undecilénico, o diorganoestanico
foi mais téxico do que o triorganoestanico. Todavia, como a diferenca entre os valores de
CLso € muito pequena (CLso= 2,69 e 4,83 pg/mL, respectivamente), esta variacdo pode ser
incluida na margem de erro experimental.

Por fim, para os diorganoestanicos com R igual a n-butila, nota-se a diminuicéo
da toxicidade com o aumento do nimero de carbonos do ligante L (carboxilato) e consequente
aumento da massa molecular. Assim, os complexos clorados (sem ligantes L) foram mais
toxicos do que aqueles com L= acetato (2 carbonos), que foi mais toxico que aqueles com L=
undecilenato (11 carbonos), e que, por sua vez, foi mais toxico do que aquele com L= laurato
(12 carbonos).

Segundo Nguyen e cols. (2000), acredita-se que os triorganoestanicos se ligam a
mitocdndria e inibem a fosforilacdo oxidativa. Eles também podem atuar como trocadores de
CI/OH" através da membrana mitocondrial, resultando em distarbio do gradiente de prétons.
Mas embora 0 mecanismo de toxicidade dos triorganoestanicos ndo seja bem conhecido, 0s
fendmenos induzidos por eles, como diminuicdo da respiracdo mitocondrial e lise de
hemacias, sugerem que a sua toxicidade esta relacionada a membrana e pode envolver

proteinas e/ou fosfolipideos.
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Ja a acdo toxica de compostos diorganoestanicos tem sido atribuida a sua
tendéncia em interagir com coenzimas e enzimas (VIEIRA, 2008).

A atividade artemicida do timol, utilizado como controle positivo do TAS, é devida
a sua capacidade de romper a membrana citoplasmatica e, consequentemente, levar as larvas
de A. salina a morte por desidratacdo (ELLIS & BAXENDALE, 1997).

Cabe lembrar que neste estudo a técnica adotada foi a impregnagdo das amostras
diretamente nos tubos de ensaio, 0 que facilita enormemente a execucdo do teste. Neste caso,
buscou-se o0 solvente mais adequado para solubilizacdo das amostras, sendo o solvente, em
sequida, eliminado por evaporacdo. Tal metodologia permite a obtencdo de resultados mais
confiaveis, pela garantia de uma medida apurada da quantidade de amostra colocada em
contato com as larvas de A. salina.

5.3 — Avaliagéo da atividade antimicrobiana

Foram avaliadas as atividades antibacteriana e antifingica dos novos complexos
de estanho(1V) pelos métodos de difusdo em agar e de microdiluicdo em caldo. Os resultados

destes testes sdo apresentados a seguir.

5.3.1 — Teste de difusdo em agar

Os novos compostos organoestanicos derivados do acido undecilénico, bem como
do proprio &cido undecilénico e alguns organoestanicos comerciais foram avaliados frente as
bactérias S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes, P. mirabilis, E. coli, S. typhimurium, K.
pneumoniae, P. aeruginosa e ao fungo C. albicans, pelo método de difusdo em &gar, na
concentracdo de 1000 ug/disco.

Contra a bactéria S. aureus, todos os cloretos organoestanicos testados, além do
n—Bu,Sn(OAc), e o n-BusSnUnd foram considerados ativos (inibicdo > 75%); o acido
undecilénico, o0 n—Bu,Sn(Und), e 0 Me,Sn(Und), foram considerados moderadamente ativos
(> 25% e < 75%); e o n—Bu,Sn(Lau);, pouco ativo (inibicdo < 25%), conforme apresentado
na Tabela 5.3. O n—-Bu,Sn(OAc), apresentou inclusive atividade comparavel a do controle

positivo (gentamicina) neste teste de difusdo em agar (zona de inibicdo de 102 + 3,7%).
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Tabela 5.10- Resultados da atividade antimicrobiana do acido undecilénico e dos organoestanicos
contra bactérias Gram-positivas, pelo método de difusdo em agar (1000 pg/disco)

Microrganismos

Amostras S. aureus S. epidermidis S. pyogenes

% Zona de inibicdo do crescimento® (+ DP )

UndH 37(£1,4) 32(x0) 73 (£2,3)

n-Bu,Sn(Und), 29 (£1,4) 36 (£1,4) 49 (+3,7)
n-BusSnund 88 (+2,4) 73 (2 4,1) HMG®

Me,Sn(Und), 53 (x3,7) 48 (£ 0,9) 67 (£ 1,6)
n-Bu,SnCl, HMG® 69 (+ 1,4) HMG®
n-BusSnCl HMG® HMG® HMG®
Me,SnCl, HMG® HMG® HMG®
n-Bu,Sn(OAc); 102 (£3,7) 22 (£ 1,6) HMG®

n-Bu,Sn(Lau), 21 (£ 0) 29 (£ 3,3) 33 (£ 2,0)

?Calculado de acordo com a Eq. 4.6 (item 4.5.4.3); ® Desvio-Padrao; ©Halos muito grandes (sobrepostos).

Contra a bactéria S. epidermidis, por sua vez, as amostras tiveram a seguinte
classificagdo: n-BusSnCl e Me,SnCl, foram consideradas ativas (inibigdo > 75%); n-
Bu,Sn(OAC),, pouco ativa (< 25%); e as demais, moderadamente ativas (inibigdo > 25% e
<75%). Pode-se observar que o n-BuzSnUnd foi considerado moderadamente ativo, entretanto
ele se encontra na faixa limite para ser considerado ativo, com uma zona de inibigdo de 73 *
4,1% (Tabela 5.3).

Ja frente a bactéria S. pyogenes, todos os cloretos organoestanicos testados, além
do n-Bu,Sn(OAc), e 0 n-BuzSnUnd foram considerados ativos; e as demais substancias
testadas foram moderadamente ativas. Observa-se, porém, que o UndH foi considerado
moderadamente ativo, contudo ele se encontra na faixa limite para ser classificado como ativo
(zona de inibicdo de 73 + 2,3%), como pode ser visto na Tabela 5.3.

Na Tabela 5.4 sdo apresentados os resultados da atividade dos organoestanicos
contra cepas ATCC de bactérias Gram-negativas.

Nota-se que o acido undecilénico ndo apresenta atividade contra as bactérias
Gram-negativas neste teste; entretanto os complexos sintetizados neste estudo apresentaram
melhores resultados. Estes apresentaram, de certo modo, atividades semelhantes aos cloretos
de estanho (Tabela 5.4). Em alguns casos, porém, como por exemplo frente a E. coli, K.
pneumoniae e S. typhimurium, o n-Bu,Sn(Und); e 0 n-BusSnUnd foram inativos, apesar de

seus analogos na forma de cloreto serem moderadamente ativos. Outro exemplo curioso é a
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atividade moderada do n-BusSnUnd frente a P. mirabilis, apesar do seu cloreto de origem ser

inativo contra este microrganismo.

Tabela 5.11- Resultados da atividade antimicrobiana do acido undecilénico e dos organoestanicos
contra bactérias Gram-negativas, pelo método de difusdo em agar (1000 pg/disco)

Microrganismos

Amostras E. coli K. pneumoniae  P. mirabilis  P. aeruginosa S. typhimurium

% Zona de inibicdo do crescimento® (+ DP )

UndH NA NA NA NA NA
n-BuSn(Und),  NA® NA 52 (+13,2) 42 (+1,9) NA
n-BusSnUnd NA NA 39 (+5,9) 27 (+0) NA
Me,Sn(Und), 25 (% 0) 34 (+ 1,9) 42 (+0) 47 (£3,2) 39 (+ 0)
n-Bu,SnCl, 34 (x1,9) 36 (+ 0) 44 (£ 2,3) 28 (+ 0) 38 (+ 1,4)
n-BusSnCl 37 (£ 4,5) 28 (+ 0) NA 33 (+5,0) 30 (+1,4)

MeSnCl,  55(x1,9) 47 (x2,3) 37(£3,7) 56 (+3,8) 38 (+8,7)
n-Bu;Sn(OAc), 25 (+0) 28 (+ 0) 39(£2,3)  35(+56) 29 (+ 0)
n-Bu,Sn(Lau), NAS NAS 64 (x59)  30(x38) NA®

2 Calculado de acordo com a Eq. 4.6 (item 4.5.4.3); ® Desvio-Padréo; ® Nenhuma atividade.

Seguindo os critérios de Caceres e cols. (1998), a atividade antibacteriana contra
E. coli das seguintes amostras foram classificadas como moderadamente ativas: os cloretos
organoestanicos, o Me,Sn(Und), e o n-Bu,Sn(OAc),. As demais sustancias foram
consideradas inativas a partir deste método de avaliacdo antibacteriana (Tabela 5.4).

Quanto a atividade contra K. pneumoniae, o &cido undecilénico, o n-Bu,Sn(Und),,
0 n-BusSnUnd e o n-Bu,Sn(Lau), foram classificados como inativos, enquanto as demais
amostras foram moderadamente ativas (Tabela 5.4).

Contra a bactéria P. mirabilis, as amostras tiveram a seguinte classifica¢do: o n-
BusSnCl e o &cido undecilénico foram considerados inativos (inibicdo < 25 %), e 0s demais,
moderadamente ativos (inibigdo > 25% e < 75%), conforme visto na Tabela 5.4.

Frente a bactéria P. aeruginosa, por sua vez, apenas o acido undecilénico foi
inativo, enquanto todas as outras amostras testadas foram classificadas como moderadamente
ativas a partir dos resultados de inibi¢do do crescimento bacteriano na placa de &gar (Tabela

5.4). Este resultado € promissor, visto que este microrganismo € resistente a muitos
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antibioticos e, sendo fundamentalmente um pat6geno oportunista, causa infecgdes importantes
em pacientes hospitalizados, por exemplo, naqueles com queimaduras extensivas, quando as
defesas da pele sdo destruidas (LEVINSON & JAWETZ, 2005).

Para a atividade contra S. typhimurium pelo método de difusdo em agar, foram
considerados inativos o &cido undecilénico, o n-BusSnUnd, o n-Bu,Sn(Und), e o n-
Bu,Sn(Lau),. As demais substancias avaliadas foram classificadas como moderadamente
ativas.

Observa-se que as amostras testadas foram menos ativas contra as bactérias Gram-
negativas do que contra bactérias Gram-positivas, e estes resultados sdo condizentes com as
informacGes encontradas na literatura para organoestanicos (GLEESON et al, 2008).

Na Tabelas 5.5 sdo mostrados os resultados da atividade antifingica dos
organoestanicos contra C. albicans.

Segundo os parametros de classificagdo adotados neste trabalho, os cloretos n-
BusSnCIl e Me,SnCl, foram considerados ativos, estando este ultimo na faixa limite entre
ativo e moderadamente ativo, com zona de inibicdo de crescimento fangico de 75 + 7,3%. O
n-Bu,Sn(Lau),, por sua vez, foi inativo, enquanto as demais amostras avaliadas foram
moderadamente ativas (inibi¢do > 25% e < 75%) seguindo-se 0 método de difusdo em &gar
(Tabela 5.5).

Tabela 5.12- Resultados da atividade antifungica do &cido undecilénico e dos organoestanicos, pelo
método de difusdo em agar (1000 pg/disco)

Microrganismo

Amostras Candida albicans
% Zona de inibicdo do crescimento® (+ DP )
UndH 52 (£ 0)
n-Bu,Sn(Und); 34(x1,9
n-BusSnund 59 (x2,3)
Me,Sn(Und);, 52 (x0)
n-Bu,SnCl, 45 (£ 6,2)
n-BusSnCl HMG®
Me,SnCl, 75 (£7,3)
n-Bu,Sn(OAC), 45 (£ 2,3)
n-Bu,Sn(Lau); NA

2 Calculado de acordo com a Eq. 4.6 (item 4.5.4.3); ® Desvio-Padréo; ¢ Halos muito grandes (sobrepostos);

4 Nenhuma atividade.
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De acordo com os dados apresentados, os resultados encontrados para 0s novos
organoestanicos mostraram-se promissores, especialmente contra C. albicans e contra

bactérias Gram-positivas.

5.3.2 — Teste de microdiluicdo em caldo
Na avaliagdo da atividade antimicrobiana pelo teste de microdiluicdo em caldo,

foram utilizados 0os mesmos microrganismos do teste de difusdo em é&gar e foram adotados 0s
valores de concentracéo inibitoria minima descritos Holetz e cols. (2002):

e CIM < 100 pg/mL: Ativo;

¢ 100 < CIM < 500 pg/mL: Moderadamente ativo;

¢ 500 < CIM < 1000 pg/mL: Pouco ativo;

e CIM > 1000 pg/mL: Inativo.

Segundo o documento do NCCLS (2003), a concentracdo inibitéria minima néo
representa um valor absoluto, e a “verdadeira” CIM estd num ponto entre a menor
concentracdo do teste que inibe o crescimento do organismo (ou seja, a leitura da CIM) e a
préxima menor concentracao do teste. Por exemplo, se forem usadas diluicdes de duas vezes e
for determinado que a CIM é 16 pg/mL, a “verdadeira” CIM estara entre 16 e 8ug/mL. Por
esse motivo, quando ha inibi¢do do crescimento na menor concentracdo testada, o verdadeiro
valor da CIM ndo pode ser determinado com preciséo e deve ser considerado como igual a ou
menor que a menor concentragdo encontrada.

Na Tabela 5.6 sdo apresentados os valores de concentracdo inibitdria minima das

substancias avaliadas, obtidos contra bactérias Gram-positivas.

Frente a bactéria S. aureus, o n-Bu,Sn(Und),, o n-BusSnUnd, o n-Bu,SnCl,, o n-
BusSnCl e 0 n-Bu,Sn(OAc), foram classificados como ativos; o0 Me,Sn(Und),, 0 Me,SnCl, e
0 n-BuySn(Lau), foram considerados moderadamente ativos; enquanto o acido undecilénico
foi considerado pouco ativo de acordo os valores de CIM (Tabela 5.6).

Na Tabela 5.7, observa-se a comparacédo da atividade dos organoestanicos frente a
bactéria S. aureus em séries analogas, a partir das suas concentrag@es inibitérias minimas.
Nota-se que todos os complexos sintetizados sdo mais ativos que o acido undecilénico e que
respectivo derivado o triorganoestanico é mais ativo que os diorganoestanicos.

Segundo os resultados de CIM contra S. epidermidis (Tabela 5.6), n-BusSnCl,
n—BusSnuUnd e n-Bu,SnCl, foram considerados ativos (CIM < 100 pg/mL); n-Bu,Sn(Lau),,
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pouco ativo (500 < CIM < 1000 ug/mL); e as demais amostras, moderadamente ativas (100 <
CIM < 500 pg/mL).

Tabela 5.13- Concentracao Inibitoria Minima (CIM) do acido undecilénico e dos organoestanicos
contra bactérias Gram-positivas, pelo método de microdiluicdo em caldo

Microrganismos

Amostras S. aureus S. epidermidis S. pyogenes
CIM (ng/mL)

UndH 500 (3 x 10° uM) 250 (1 x 10° pM) 15,6 (85 uM)
n-Bu,Sn(Und); 31,2 (52 uM) 250 (417 pM) 31,2 (52 uM)
n-BusSnUnd 15,6 (33 pM) 1,0 (2 pM) 1,0 (2 pM)
Me,Sn(Und), 250 (485 pM) 250 (485 pM) 250 (485 pM)
n-Bu,SnCl, 15,6 (51 pM) 15,6 (51 pM) 15,6 (51 pM)
n-BusSnCl <0,5(<2pM)  <0,5(<2pM) <0,5 (<2 pM)

Me,SnCl, 250 (1 x 10° uM) 250 (1 x 10° uM) 250 (1 x 10° pM)
n-Bu,Sn(OAC), 31,2 (89 uM) 250 (712 pM) 15,6 (44 pM)
n-Bu,Sn(Lau); 250 (396 uM) 500 (792 uM) 250 (396 uM)

Tabela 5.14- Comparacéo da atividade antibacteriana dos organoestanicos contra Staphylococcus
aureus a partir das suas concentrac@es inibitérias minimas, em funcao dos substituintes L e R ligados
ao estanho (R,SnL.n)

Substituinte Sequencia de atividade
L = Und n-BuzSnUnd > n-Bu,Sn(Und), > Me,Sn(Und), > UndH
L=Cl n-BusSnCl > n-Bu,SnCl, > Me,SnCl,

R = n-Bu; n-Bu,Sn(Und), = n-Bu,SnCl, > n-Bu,Sn(OAc), > n-Bu,Sn(Lau);

Observa-se na Tabela 5.8 a comparagdo da atividade dos organoestanicos, em
termos de concentragdo inibitdria minima, frente a bactéria S. epidermidis em séries anélogas.
Nota-se que 0 n-BusSnUnd é mais ativo que o ligante e os demais complexos sintetizados e
que, assim como contra S. aureus, o triorganoestanico é mais ativo que os diorganoestanicos.

No caso dos complexos contendo o fragmento n-Bu,Sn, observa-se que aquele com o
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undecilenato é mais ativo que aqueles com os demais carboxilatos, sendo, entretanto, menos

ativos que aquele com o cloreto.

Tabela 5.15- Comparagdo da atividade antibacteriana dos organoestanicos contra
Staphylococcus epidermidis a partir das suas concentragdes inibitérias minimas, em funcéao
dos substituintes L e R ligados ao estanho (R,SnLs-n)

Substituinte Sequencia de atividade
L = Und n-BuzSnUnd > n-Bu,Sn(Und), > Me,Sn(Und), > UndH
L=Cl n-BusSnCl > n-Bu,SnCl, > Me,SnCl,

R = n-Bu; n-Bu,SnCl, > n-Bu,Sn(Und); > n-Bu,Sn(OAC); > n-Bu,Sn(Lau);

De acordo com os critérios adotados neste estudo, 0 Me,Sn(Und),, o0 Me,SnCl, e
0 n-BuySn(Lau), foram considerados moderadamente ativos, enquanto as demais substancias
testadas foram consideradas ativas contra a bactéria S. pyogenes (Tabela 5.6).

A sequéncia de atividade em séries analogas dos organoestanicos, em termos de
concentracao inibitoria minima, obtidas no teste de microdiluicdo em caldo frente a bactéria S.
pyogenes, é apresentada na Tabela 5.9. Observa-se para 0s undecilenatos a mesma sequéncia
obtida para as demais bactérias Gram-positivas, exceto para o acido undecilénico, que se

mostrou mais ativo que o complexo com as metilas.

Tabela 5.16- Comparacéo da atividade antibacteriana dos organoestanicos contra Streptococcus
pyogenes a partir das suas concentragdes inibitorias minimas, em fungéo dos substituintes L e R
ligados ao estanho (R,SnL4.,)

Substituinte Sequencia de atividade
L = Und n-BuzSnUnd > n-Bu,Sn(Und), > UndH > Me,Sn(Und),
L=Cl n-BusSnCl > n-Bu,SnCl, > Me,SnCl,
R =n-Bu, n-Bu,Sn(OAC); > n-Bu,Sn(Und); =~ n-Bu,SnCl, > n-Bu,Sn(Lau),

Na Tabela 5.10 séo apresentados os valores de concentracdo inibitéria minima das
substancias avaliadas, observados contra bactérias Gram-negativas.

Pelos parametros de avaliacdo da CIM adotados neste estudo, o n-Bu,SnCl; e 0 n-
Bu,Sn(OACc), foram considerados ativos (CIM < 100 pug/mL); 0 Me,Sn(Und),, 0 Me,SnCl, e
0 n-BuzSnCl, pouco ativos (500 < CIM < 1000 pg/mL); e os demais, inativos (CIM > 1000
pg/mL) contra a bactéria E. coli (Tabela 5.10).
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Tabela 5.17- Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do &cido undecilénico e dos organoestanicos
contra bactérias Gram-negativas, pelo método de microdiluicdo em caldo

Microrganismos

Amostras E. coli K. pneumoniae P. mirabilis S. typhimurium
CIM (ug/mL)
Entre 1000 e Entre 1000 e Entre 1000 e
> 1000 500 500 500
UndH 3 3 3
(>5x10° uM) (Entre5x10°e (Entre 5x10°e (Entre 5 x10
3 x10% pM) 3 x10% pM) e 3x10° uM)
Entre 1000 e
> 1000 > 1000 500 > 1000
n-Bu,Sn(Und); 3 3 3 3
(>2x10°uM) (> 2x10°uM) (Entre 2 x10 (> 2 x10° pM)
e 1 x10° uM)
> 1000 > 1000 500 > 1000
n-BusSnund 3 3 3 3
(>2x10°uM) (>2x10°uM) (1 x10° uM) (>2 x10° pM)
500 500 500 500
I\/IeZSn(Und)g
(970 uM) (970 uM) (970 uM) (970 uM)
312 195 7.8 Entre 1000 e
n-Bu,SnCl, 500
(103 uM) (411 uM) (26 uM) (Entre 3 x10
e 2 x10° uM)
Entre 1000
i oas > 1000 125 > 1000
n-BusSnCl 3 2 2
(Entre 3x10°e (>3 x10° pM) (384 uM) (>3 x10° pM)
2 x10° uM)
500 250 125 500
MEQSI’]C|2 3 3 3
(2 x10° uM) (1 x10° uM) (569 uM) (2 x10° uM)
31,2 62,5 15,6 500
n-Bu,Sn(OAc); 3
(89 uM) (178 uM) (44 uM) (1 x10° uM)
> 1000 > 1000 > 1000 > 1000
n-Bu,Sn(Lau);,

(>2x10° uM) (>2x10° pM) (> 2 x10° uM) (> 2 x10° uM)

De acordo com a Tabela 5.11, os cloretos diorganoestanicos apresentam maior
atividade antibacteriana frente a E. coli do que o triorganoestanico, diferentemente do que foi
encontrado para as atividades contra as bactérias Gram-positivas desta pesquisa.
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Tabela 5.18- Comparacéo da atividade antibacteriana dos organoestanicos contra Escherichia coli a
partir das suas concentraces inibitérias minimas, em funcdo dos substituintes L e R ligados ao
estanho (R,SnL4.)

Substituinte Sequencia de atividade
L=Cl n-Bu,SnCl, > Me,SnCl, > n-BusSnCl
R =n-Bu, n-Bu,Sn(OAc); > n-Bu,SnCl,

Frente a bactéria K. pneumoniae, apenas o n-Bu,Sn(OAc), foi considerado ativo;
os cloretos n-Bu,SnCl, e Me,SnCl, foram considerados moderadamente ativos; o
Me,Sn(Und), e 0 UndH, pouco ativos; e, por fim, os demais foram considerados inativos, por
apresentarem CIM maior ou igual a 1000 pg/mL (Tabela 5.10).

Na Tabela 5.11 é apresentada a sequencia de atividade dos organoestanicos, em
séries analogas, frente a bactéria K. pneumoniae, a partir dos resultados de CIM. Observa-se
que, dos complexos sintetizados, apenas 0 Me,Sn(Und), apresenta atividade, sendo inclusive
mais ativo que o &cido ligante. Os cloretos diorganoestanicos foram, assim como contra E.
coli, mais ativos do que o triorganoestanico, que, neste caso, ndo apresentou atividade

antibacteriana.

Tabela 5.19- Comparacéo da atividade antibacteriana dos organoestanicos contra Klebsiella
pneumoniae a partir das suas concentracdes inibitérias minimas, em funcédo dos substituintes L e R
ligados ao estanho (R,SnL4.,)

Substituinte Sequencia de atividade
L = Und Me,Sn(Und); > UndH
L=Cl n-Bu,SnCl, > Me,SnCl;
R =n-Bu, n-Bu,Sn(OAc); > n-Bu,SnCl,

Segundo os resultados do teste de microdiluicdo em caldo das amostras contra P.
mirabilis (Tabela 5.10), o n-Bu,SnCl, e o n—Bu,Sn(OAc), foram considerados ativos (CIM <
100 pug/mL); o n-BupSn(Lau)z, inativo (CIM > 1000 pug/mL); e as demais amostras,
moderadamente ativas (100 < CIM < 500 pg/mL).

A comparacdo entre as atividades dos organoestanicos contra P. mirabilis é
apresentada na Tabela 5.13. Nela, observa-se que 0 Me,Sn(Und), € mais ativo que os demais
derivados undecilenatos e que o &cido ligante. Neste caso, 0 n-Bu,SnCl, foi mais ativo que o
n-BuszSnCl e Me,SnCl,.



102

Nota-se que o aumento do nimero de carbonos do ligante L em complexos n-
Bu,Sn resulta em diminuicdo da atividade antibacteriana, chegando até a ser inativo, como no

caso do n-Bu,Sn(Lau), (cadeia alifatica com 12 carbonos).

Tabela 5.20- Comparacéo da atividade antibacteriana dos organoestanicos contra Proteus mirabilis a
partir das suas concentraces inibitérias minimas, em funcéo dos substituintes L e R ligados ao
estanho (R,SnL4.)

Substituinte Sequencia de atividade
L=Und Me,Sn(Und), > n-BusSnUnd > n-Bu,Sn(Und), > UndH
L=Cl n-Bu,SnCl, > n-BusSnCl > Me,SnCl,
R=n-Bu, n-Bu,SnCl; > n-Bu,Sn(OAC), > n-Bu,Sn(Und),

Quanto a atividade contra S. typhimurium pelo método de microdiluicdo em caldo,
foram considerados inativos o n-BuzSnUnd, o n-Bu,Sn(Und),, o n-BusSnCl e o n-
Bu,Sn(Lau),, enquanto as outras amostras foram pouco ativas (Tabela 5.10).

Dos complexos sintetizados neste estudo, apenas o Me,Sn(Und), apresentou
atividade contra S. typhimurium, sendo também mais ativo que o acido undecilénico contra
esta bactéria. Os cloretos diorganoestanicos foram, assim como contra E. coli e K.
pneumoniae, mais ativos que o triorganoestanico, que, por sua vez, ndo apresentou atividade
antibacteriana contra S. typhimurium (Tabela 5.14).

Tabela 5.21- Comparacéo da atividade antibacteriana dos organoestanicos contra Salmonella
typhimurium a partir das suas concentra¢des inibitorias minimas, em funcéo dos substituintes L e R
ligados ao estanho (R,SnL4.,)

Substituinte Sequencia de atividade
L = Und Me,Sn(Und); > UndH
L=Cl Me,SnCl; > n-Bu,SnCl,
R=n-Bu, n-Bu,Sn(OAc), > n-Bu,SnCl,

Atividades pequenas ou ausentes de organoestanicos contra bactérias Gram-
negativas e, em geral, elevadas ou moderadas contra Gram-positivas sdo condizentes com 0s
dados encontrados na literatura para organoestanicos (GLEESON et al, 2008), como visto
anteriormente.
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Embora pouco se conhega dos efeitos de compostos de estanho em processos
microbianos, sabe-se que alguns processos bacterianos podem sem inibidos por complexos
organoestanicos, sendo todos relacionados a funcdo de membrana. Eles incluem efeitos de
alteracdo na geracdo de energia, transporte de solutos, retencdo e oxidacdo de substratos
(BAUL, 2008)

Na Tabela 5.15 séo apresentados os valores de concentragdo inibitéria minima das

substancias avaliadas, obtidos contra o fungo da espécie C. albicans.

Tabela 5.22- Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do &cido undecilénico e dos organoestanicos
como antiflngicos, pelo método de microdiluicdo em caldo

Microrganismo

Amostras Candida albicans
CIM (pg/mL)
UndH 62,5 (339 uM)
n-Bu,Sn(Und); 7,8 (13 uM)
n-BusSnund <05 (21 uM)
Me,Sn(Und);, 31,2 (60 uM)
n-Bu,SnCl, 1,9 (6 uM)
n-BusSnCl <0,5(£2uM)
Me,SnCl, 125 (569 uM)
n-Bu,Sn(OAC), <0,5 (<1 uM)
n-Bu,Sn(Lau);, 15,6 (25 uM)

Todas as amostras testadas neste estudo contra C. albicans foram consideradas
ativas (CIM < 100 pg/mL), exceto o Me,SnCly, que foi considerado moderadamente ativo
(100 < CIM < 500 pg/mL), conforme visto na Tabela 5.15.

A comparacdo entre as atividades dos organoestanicos contra C. albicans é
apresentada na Tabela 5.16, na qual se observa que, como contra bactérias Gram-positivas, 0s
triorganoestanicos sdo mais ativos que os diorganoestanicos; e estes, por sua vez, mais ativos

do que o acido undecilénico.
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Tabela 5.23- Comparacdo da atividade antifingica dos organoestanicos contra Candida albicans, em
funcdo dos substituintes L e R ligados ao estanho (R,SnL,.n)

Substituinte Sequencia de atividade
L = Und n-BuzSnUnd > n-Bu,Sn(Und), > Me,Sn(Und), > UndH
L=Cl n-BusSnCl > n-Bu,SnCl, > Me,SnCl,
R = n-Bu; n-Bu,Sn(OAC), > n-Bu,SnCl; > n-Bu,Sn(Und); > n-Bu,Sn(Lau);

Vieira (2008), em seu trabalho com organoestanicos, relata que alguns derivados
organoestanicos causaram decréscimo no nivel de lipidios, evidenciando a interferéncia dos
compostos na biossintese deste componente celular. As avaliagdes morfologicas por
microscopias eletrénicas de varredura e de transmissao revelaram a presenca de varios danos
celulares, incluindo extravasamento de material citoplasmatico. Segundo esta autora,
alteracbes na permeabilidade da membrana, por uma provavel interacdo de compostos
organoestanicos com esteroides presentes no envoltério celular e uma possivel solubilidade
lipidica poderiam estar induzindo a formacdo de poros. Desse modo, a investigacdo sugere
que o mecanismo de acdo dos complexos organoestanicos em células de C. albicans seja
similar ao dos compostos poliénicos, os quais sdo prescritos em clinicas médicas para
tratamento de infecgdes causadas por este microrganismo.

Deve-se comentar ainda que houve, conforme observado, diferencas na acao
inibitéria dos compostos de estanho quando em solugdo (meio liquido, como o que é utilizado
no método de microdiluicdo em caldo) e em &gar (solucGes pseudo-sélidas). Este fato também
foi relatado por Vieira (2008). Uma explicacdo seria a diferenca de solubilidade dos
complexos nos meios de cultivo, o que facilita ou dificulta o seu desempenho no teste e,
consequentemente, interfere no resultado final.

Ostrosky e cols. (2008) afirmam que o método da microdiluicdo vem sendo
bastante utilizado, principalmente devido a sua sensibilidade e quantidade minima de
reagentes, o0 que possibilita um maior numero de réplicas, aumentando, assim, a
confiabilidade dos resultados. Segundo Alves e cols. (2008), considera-se que o método de
diluicdo em caldo é a melhor opcdo para se determinar a atividade antimicrobiana, quando
comparado a outras metodologias.

De uma forma geral, pode-se dizer que os complexos sintetizados foram mais
ativos que o acido undecilénico, um composto com atividade antimicrobiana comprovada.

Entretanto eles apresentaram pouca atividade contra bactérias Gram-negativas, sendo dentre
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eles os diorganoestanicos fracamente mais ativos. Segundo Vieira (2008), membranas de
bactérias Gram-negativas possuem uma forte barreira de permeabilidade para muitos tipos de
antibidticos, consequentemente, elas sdo resistentes a muitas substancias ativas contra
organismos Gram-positivos.

Contra bactérias Gram-posistivas e o fungo C. albicans, por sua vez, 0s
organoestanicos mostraram resultados promissores, com destaque para 0 n-BusSnuUnd e o n-
Bu,Sn(Und),. Estes resultados séo condizentes com aqueles obtidos para o teste preliminar de
bioatividade (teste de toxicidade frente a larvas de A. salina), no qual os complexos contendo

substituintes n-butila apresentaram menores valores de CLso que 0 complexo com metila.

5.4 — Avaliacéo da citotoxicidade em macrofagos

Muitos métodos de analise podem ser usados para medir o nivel de toxicidade
celular de diversas subtancias, e uma reducdo colorimétrica do MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazdlio) em células tem sido amplamente utilizado para este
tipo de avaliagdo (FAHEINA-MARTINS, 2009).

O método do MTT foi utilizado para avaliar a citotoxicidade das amostras deste
estudo, e foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Denizot & Lang (1986).

O método se baseia na analise da atividade da enzima desidrogenase mitocondrial,
que é capaz de metabolizar o reagente MTT em um composto colorido denominado de
formazan. Esse composto pode ser diluido e posteriormente quantificado por um leitor éptico,
evidenciando o metabolismo mitocondrial e consequentemente a quantidade de células vivas
(DENIZOT & LANG, 1986).

Segundo Faheina-Martins (2009), o MTT entra na célula por endocitose e, em
seguida, sofre reducdo na mitocdndria ativa em células vidveis, formando o formazan. Esta
analise tem sido usada com sucesso para verificar a capacidade de reducdo mitocondrial e
viabilidade celular. Os cristais de formazan sdo solubilizados, formando assim uma solucgéo
colorida cuja medicdo da densidade Optica é diretamente proporcional ao nimero de células
Vidveis presentes na amostra.

As absorbéancias do metabdlito do MTT foram determinadas em leitor de placas a
590 nm e os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 5.17.

Os resultados mostraram uma citotoxicidade estatisticamente significativa para

todos os compostos organoestanicos na concentracao de 100 uM, sendo os complexos com
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substituintes metila os menos tdxicos. Tendéncias semelhantes na sequencia de toxicidade
foram encontrados por Vieira (2008).

J& o acido undecilénico ndo foi téxico para estas células, com resultados de
densidade 6ptica comparaveis ao do solvente e do meio de cultivo.

Cabe salientar que todos estes resultados obtidos com este teste corroboram
aqueles obtidos no teste de toxicidade em A. salina.

Figura 5.33- Efeito do acido undecilénico e dos organoestanicos (100 uM) sobre a viabilidade de
macréfagos (J774).
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*p<0,05; **p<0,01.

Fonte: LaFl (UFAL), 2011.

Atualmente, sabe-se que compostos organoestanicos de férmula geral R,SnLs-n
apresentam uma variedade de efeitos bioldgicos, dependendo do nimero n, do tipo de grupo
organico R ligado ao ion metélico e do tipo de ligante L (KATSOULAKOU et al., 2008). De
acordo com Vieira (2008), a natureza do grupo alquil é de grande importancia para determinar
sua toxicidade. Segundo Baul (2008), a toxicidade dos organoestanicos esta relacionada a sua
lipofilicidade.

Dessa forma, através de modificacdes estruturais, principalmente dos grupos R,
pode-se modular a toxicidade desses complexos de estanho(lV), sendo possivel sua aplicacéo
para diferentes objetivos farmacolégicos.
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Organoestanicos com baixa toxicidade sdo relatados, por exemplo, por Nath e
cols. (2009), para complexos de estanho(lIVV) com atividade anti-inflamatéria; e por Nath
(2008), para organoestanicos com atividade anti-hipertensiva.

O tratamento de carpetes e cortinas, por exemplo, aliado a uma boa rotina de
limpeza, pode ajudar no controle de microrganismos alergénicos em ambientes fechados, bem
como pode controlar o desenvolvimento de patdgenos oportunistas, sob condi¢Ges adequadas
(UEHARA et al., 2008).

Segundo Uehara e cols. (2008), se a microbiota alergénica é controlada ou até
mesmo reduzida, isto resultara numa melhor qualidade de vida, especialmente para pacientes
que sofrem de alergias, bem como pode ser Util em casos de ambientes onde tenham pacientes
imunocomprometidos. Estes autores estudaram a atividade antimicrobiana do maleato de tri-
n-butilestanho ap6s sua aplicacdo industrial em carpetes de diversos materiais (polipropileno,
poliéster, poliamida e 13), e encontraram resultados promissores.

Esta seria uma alternativa interessante para a utilizacdo antimicrobiana dos

complexos organoestanicos sintetizados neste estudo.
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Foram sintetizados e caracterizados trés complexos de estanho(1V) derivados do
acido undecilénico: n-BupSn(Und);, n-BusSnUnd e Me,Sn(Und),. Estes compostos
mostraram-se ativos contra varios microrganismos e, a partir dos resultados obtidos podem-se

considerar as seguintes conclusoes:

e Os complexos foram obtidos através de rota sintética simples e eficaz, com
rendimentos entre 60 e 70%, e tiveram sua formacdo comprovada pelo estudo comparativo
com os dados espectroscopicos de RMN *H, RMN **C e 1V do 4cido graxo ligante, bem como

pela anélise dos espectros de RMN *°Sn.

e Os resultados do RMN *°Sn evidenciam a presenca de uma espécie de estanho em
solucdo e deslocamentos quimicos tipicos para estruturas do tipo R,Sn(OOCR’), e
RsSn(OOCR”).

e Os complexos mostraram-se toxicos frente a larvas do microcrustaceo Artemia salina,
com valores de CLsp de 45,02; 4,04; e menor que 1 pg/mL para Me,Sn(Und),, n-
Bu,Sn(Und); e n-BusSnUnd, respectivamente; indicando potencial atividade biolégica.

e A Dbioatividade dos novos complexos foi confirmada através de testes
antimicrobianos, obtendo-se como resultados: maior atividade contra bactérias Gram-
positivas e, em especial, contra o fungo Candida albicans, mostrando-se bastante promissoras
suas aplicacfes com esta finalidade.

e Os halos de inibicdo observados para 0s novos organoestanicos contra bactérias
Gram-positivas variaram de 88 a 29% contra Staphylococcus aureus; de 73 a 36% contra
Staphylococcus epidermidis; contra Streptococcus pyogenes, foram encontrados para n-
BusSnUnd halos tdo grandes que se sobrepunham, ndo sendo possivel medi-los, e halos de 49
e 67% para Me,Sn(Und); e n-Bu,Sn(Und),, respectivamente.

e Para organismos Gram-negativos, 0s complexos preparados foram pouco ativos,
sendo 0 Me,Sn(Und); o Gnico com certa atividade frente a todas as bactérias Gram-negativas
estudadas nesse trabalho. Os testes de difusdo em agar para este composto indicaram halos de
inibicdo bacteriana de 25% contra Escherichia coli, 34% contra Klebsiela pneumoniae, 42%
contra Proteus mirabilis, 39% contra Salmonella typhimurium e 47% contra Pseudomonas
aeruginosa. Cabe ressaltar que o &cido undecilénico foi inativo frente a todas essas bactérias

Gram-negativas. Os demais complexos sintetizados ndo mostraram atividade contra E. coli, K.
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pneumoniae e S. typhimurium, e apenas frente a P. mirabilis e P. aeruginosa eles produziram

halos de inibicdo entre 27 e 52%.

e As Concentracdes Inibitorias Minimas dos novos complexos variaram de 250 a 15,6
Hg/mL contra S. aureus; de 250 a 1,0 ug/mL contra S. epidermidis e Streptococcus pyogenes;
e de 31,2 a valores menores que 0,5 pg/mL contra C. albicans. Frente a bactérias Gram-
negativas estes compostos foram menos ativos, com Concentracdes Inibitérias Minimas

variando entre valores acima de 1000 até 500 pg/mL.

e Como uma tendéncia, observa-se que os diorganoestanicos foram menos ativos que 0s
triorganoestanicos como antifiingicos e contra bactérias Gram-positivas, sendo, contudo, mais
ativos contra bactérias Gram-negativas; e que, entre 0s complexos testados, 0 aumento da
cadeia carbonica do ligante resulta em diminuigéo da atividade antimicrobiana.

e Os resultados de toxicidade em macr6fagos mostraram uma citotoxicidade
estatisticamente significativa para todos 0os compostos organoestanicos na concentragdo de

100 uM, sendo os complexos com substituinte metila 0s menos toxicos.

Como continuidade deste trabalho, pretende-se sintetizar outros complexos
organoestanicos com ligantes bioativos, visto que foi observada, como esperado, uma melhora
na atividade em relacdo ao ligante livre. Pretende-se ainda tentar diminuir a toxicidade desses
complexos através da modificacdo de seus substituintes alquil, objetivando sempre manter a

atividade antimicrobiana e minimizar os efeitos toxicos.
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