UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

PEDRO HENRIQUE DO BOMFIM NASCIMENTO

NOVOS DERIVADOS DE TIOSSEMICARBAZONAS E TIAZOIS:
SINTESE, ELUCIDACAO ESTRUTURAL E AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Recife
2020



PEDRO HENRIQUE DO BOMFIM NASCIMENTO

NOVOS DERIVADOS DE TIOSSEMICARBAZONAS E TIAZOIS: SINTESE,
ELUCIDACAO ESTRUTURAL E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

Dissertacdo apresentada ao Curso de
Pds-Graduacdo em Biotecnologia da
Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito a obtencéo do titulo de
Mestre em Biotecnologia.

Orientadora: Prof. Dra. Glaucia Manoella de Souza Lima

Co-orientadora: Prof. Dra. Maria do Carmo Alves de Lima

Recife
2020



Catalogacao na Fonte:
Bibliotecario Bruno Marcio Gouveia, CRB-4/1788

Nascimento, Pedro Henrique do Bomfim
Novos derivados tiossemicarbazonas e tiazois : sintese, elucidac@o estrutural e
avaliagéo da atividade antimicrobiana / Pedro Henrique do Bomfim Nascimento. - 2020.

124 1. @il

Orientadora: Profa. Dra. Glaucia Manoella de Souza Lima.
Coorientadora: Profa. Dra. Maria do Carmo Alves de Lima.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro

de Biociéncias. Programa de Pdés-graduacdo em Biotecnologia, Recife,
2020.

Inclui referéncias e anexos.

1. Drogas — Resisténcia em micro-organismos. 2. Farmacologia. 3.
Tiazéis. |. Lima, Glalcia Manoella de Souza (orientadora). Il. Lima,
Maria do Carmo Alves de (coorientadora). Ill. Titulo.

616.9041 CDD (22.ed.) UFPE/CB-2021-036




PEDRO HENRIQUE DO BOMFIM NASCIMENTO

NOVOS DERIVADOS DE TIOSSEMICARBAZONAS E TIAZOIS: SINTESE,
ELUCIDACAO ESTRUTURAL E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

Dissertacdo apresentada ao Curso de
Pds-Graduacdo em Biotecnologia da
Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito a obtencéo do titulo de
Mestre em Biotecnologia.

Aprovada em: 20/02/2020

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dra. Glaucia Manoella de Souza Lima

Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Prof. Dra. Norma Buarque de Gusméo

Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Prof. Dra. Anekécia Lauro da Silva
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco - UNIVASF



A meu avé Gongalo Bomfim (In memoriam), por toda as suas lutas e
batalhas vencidas para proporcionar um futuro digno, néo sé aos
seus filhos e netos, mas a todos que estavam a sua volta.

Dedico



AGRADECIMENTOS

Primeiramente gostaria de agradecer a Deus por tudo que fez e faz em minha vida e
pelo desenvolvimento do presente trabalho, pois sei, que sem ele, eu ndo sou nada.

A minha orientadora Prof? Dr2 Glaucia Manoella por seu acolhimento, ensinamentos,
compromisso, compreensdo e companheirismo no desenvolvimento deste trabalho.

A minha co-orientadora e mée cientifica Prof® Dr2 Maria do Carmo (Nena) por todos
estes anos de ensinamentos, puxdes de orelha, companheirismo, compromisso e nunca ter
deixado de acreditar em mim.

Gostaria de agradecer aos meus pais Gilson Anténio e Maria de Fatima, por todo
apoio na minha vida pessoal, profissional e académica, pelo amor, carinho, respeito, paciéncia
e dedicacdo que tém para comigo e por nossa familia ao decorrer de toda a nossa vida.

Aos meus avos Goncalo Bomfim (In memoriam) e Rita Bomfim por todo o
ensinamento, principalmente em seguir os caminhos de Deus. A minha irma Lais Bomfim e
toda a minha familia tios, tias, primos e primas por todo carinho, paciéncia e respeito.

A minha amada e melhor amiga Beatriz Coelho que sempre ficou ao meu lado nos
bons e maus momentos, por sua paciéncia, compreensao e amor ao longo destes anos juntos.

Aos meus amigos da infancia, Marcos, Mariana, Tony, Mara, Myne, Leyne, Alvaro e
Antbnio (Netdo), por todo apoio durante estes anos. Ao meu eterno Terceirdo e amigos,
Hebert, Isabela, Gabriel, Mayda, Sandryelle, Larissa, Juca e tia Jane, por toda compreenséo,
companheirismo e apoio.

Aos meus amigos do LQIT, em especial Amélia, Cleberson, Cezar, Hanna, Iris,
Natanael, Paula, Suellen e a minha querida amiga Keriolaine que esteve e esta comigo desde
os tempos da graduacdo, por todo o apoio, companheirismo e ensinamentos. A0S meus
amigos do LabGem, em especial Ana, Bruna, Diego, Iranildo, Luana, Michelle e Richardson,
por todo apoio e companheirismo.

Aos técnicos e responsaveis pela Colecdo e Cultura de Micro-organismos da UFPE,
Allana, Amanda, Luiz Carlos, Fatima e Marcela, pelo suporte prestado no desenvolvimento
do presente trabalho.

Aos funcionarios do Departamento de Antibidticos, Betania, lvana, Klayton, Sandra e
Romeénia e a todos que direto e indiretamente contribuiram para o desenvolvimento deste
trabalho.

A CAPES e ao CNPq por todo apoio financeiro para o desenvolvimento deste
trabalho.



RESUMO

O grau de severidade das infeccGes microbianas pode ser influenciado pela presenca de
fatores de viruléncia, bem como pelo desenvolvimento de resisténcia intrinseca e extrinseca
aos antimicrobianos. Tais caracteristicas tém sido uma das principais razdes para 0 insucesso
dos antibidticos no tratamento de infec¢fes. Portanto, o presente trabalho teve por objetivo
desenvolver novos agentes antimicrobianos, frente a isolados clinicos de bactérias e fungos.
Os compostos testados foram obtidos em trés etapas: na primeira foram produzidas as
tiossemicarbazidas, posteriormente as tiossemicarbazonas e por fim o tiazol. Os rendimentos
obtidos foram satisfatérios de 51 a 97%. Os compostos foram caracterizados e identificados
por meio de técnicas de espectroscopia infravermelho e ressonancia magnética nuclear do H e
C, depois foram determinadas as concentragdes minimas inibitérias (CMI) e minimas
bactericidas (CMB), destacando os compostos da serie: LQIT/PB-02 (37,5 pg/mL),
LQIT/PBT-08 (75 ug/mL), LQIT/PBT-09 (75 pg/mL), LQIT/PBT-10 (75 pg/mL) com
eficacia de inibicdo para a cepa de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina, e 0s
compostos LQIT/PB-02 (12,5 pg/mL), LQIT/PBT-04 (25 pg/mL) e LQIT/PBT-05 (25
pg/mL) com eficécia de inibicdo para cepa Candida albicans. Os compostos apresentaram
baixo teor citotdxico, destacando o composto LQIT/PB-02 com 67,6% de viabilidade celular
da linhagem de macrofagos. Os compostos LQIT/PB-02, LQIT/PBT-08, LQIT/PBT-09 e
LQIT/PBT-10 através da técnica de tempo de morte, foi determinada a eficacia de inibicdo da
cepa Staphylococcus aureus resistente a oxacilina desde as primeiras horas de tratamento,
bem como através da técnica de sinergismo, estes compostos apresentaram efeitos
“parcialmente sinérgicos”, aumentando os efeitos da Oxacilina com diminui¢do da dose em
até seis vezes do seu valor de CMI, que antes era de 512 pug/mL para 8 pg/mL. Através das
técnicas espectroscopicas propostas, foi possivel a identificagdo da estrutura dos compostos
tiossemicarbazonas e tiazois, sendo promissores candidatos a novos farmacos antimicrobianos

para tratamento de cepas resistentes.

Palavras-chave: Resisténcia Microbiana; Antimicrobianos; Tiossemicarbazonas; Tiazois.



ABSTRACT

The degree of severity of microbial infections can be influenced by the presence of virulence
factors, as well as by the development of intrinsic and extrinsic resistance to antimicrobials.
Such characteristics have been one of the main reasons for the failure of antibiotics to treat
infections. Therefore, the present study aimed to develop new antimicrobial agents, against
clinical isolates of bacteria and fungi. The tested compounds were obtained in three stages: in
the first, thiosemicarbazide were produced, then thiosemicarbazones and finally thiazole. The
yields obtained were satisfactory from 51 to 97%. The compounds were characterized and
identified using infrared spectroscopy and H and C nuclear magnetic resonance techniques,
then the minimum inhibitory (MIC) and minimum bactericidal (MBC) concentrations were
determined, highlighting the compounds in the series: LQIT/PB-02 (37.5 pg/mL), LQIT/PBT-
08 (75 pg/mL), LQIT/PBT-09 (75 pg/mL), LQIT/PBT-10 (75 pg/mL) with inhibitory
efficacy for oxacillin resistant Staphylococcus aureus strain, and the compounds LQIT/PB-02
(12.5 pg/mL), LQIT/PBT-04 (25 pg/mL) and LQIT/PBT-05 (25 pg/mL) with effective
inhibition of Candida albicans strain. The compounds showed low cytotoxic rate,
highlighting the compound LQIT/PB-02 with 67.6% of cell viability from the macrophage
lineage. The compounds LQIT/PB-02, LQIT/PBT-08, LQIT/PBT-09 e LQIT/PBT-10
highlighted by the time-kill technique, the inhibition efficacy against oxacillin-resistant
Staphylococcus aureus was determined from the first hours of treatment, as well as through
the synergism technique showed “partially synergistic” effects, increasing the effects of
Oxacillin with the reduction of the dose up to six times of its MIC value, from 512 pg/mL to 8
pmg/mL. Through the suggested spectroscopic techniques it was possible to identify the
structure of the thiosemicarbazone and thiazole compounds, which are promising candidates

for new antimicrobial drugs for the treatment of resistant strains.

Keywords: Microbial resistance; Antimicrobials; Thiosemicarbazones; Thiazoles.
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1 INTRODUCAO

O aparecimento de cepas microbianas resistentes aos antimicrobianos e com aumento
de viruléncia esta cada vez mais presente na clinica médica humana e veterinaria. Estas cepas
ocasionam quadros de infeccdes onde ndo existe um tratamento eficaz, uma vez que as
propriedades de multirresisténcia desses microrganismos anulam as agdes dos antibioticos
vigentes (Organizacdo Pan-Americana de Saude/Organizacdo Mundial da Saude, 2017).

De acordo com o Global Antimicrobial Surveillance System (GLASS, 2017), entre 500
mil pessoas com quadro de infeccdo bacteriana existem a ocorréncia resisténcia aos
antibioticos, em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. No ano de 2018, a Organizagao
Mundial de Saude (OMS) divulgou os primeiros dados de vigilancia sobre resisténcia aos
antibidticos entre os anos de 2016 e 2017. Estes dados apresentam a alta incidéncia de
resisténcia bacteriana a uma serie de antibidticos em uso em diversos paises.

A resisténcia aos antibioticos leva a dbito cerca de 700 mil pessoas a cada ano em todo
0 mundo, e alguns especialistas preveem que esse numero atinja 10 milhdes de mortes em
2050, se ndo forem feitos esforgos para reduzir a resisténcia microbiana ou desenvolver novos
agentes antimicrobianos (WILLYARD, 2017). O que levou a OMS nos anos de 2017 e 2018
iniciar o programa de Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de novos compostos para o
combate a resisténcia apresentada pelas diferentes classes de microrganismos.

A busca e o desenvolvimento por novos compostos com a acao antimicrobiana podem
estar relacionadas, a prospeccao bioldgica ou quimica. A prospeccdo bioldgica através do uso
de organismos vivos para a producdo de tais compostos, como as plantas, e a quimica
buscando por via sintética, estruturas modulares que apresentem uma possivel interacdo com
os alvos bioldgicos.

Deste modo as tiossemicarbazonas sdo moléculas que possuem diversas atividades
bioldgicas descritas na literatura como: anticancer, antiparasitaria, antiviral e antimicrobiana
(KHAN et al., 2008; BLAU et al., 2013; KHAN & ASIRI, 2018; RODRIGUES et al., 2018).
Tendo entdo esta classe de moléculas uma promissora atividade antimicrobiana. Estes
compostos além de serem potenciais agentes antimicrobianos, podem ser utilizados como
intermediarios para a sintese de nucleos terapéuticos, como as tiazolidinas, tiazolidinonas e 0s
tiazois (MISHRA, KUMARI & TIWARI, 2015).

Os derivados tiazdis desempenham diversos efeitos biologicos: anti-inflamatoria, anti-
hipertensivo, anti-HIV (SENGEL & SAHINER, 2017; NALAWADE, et al., 2019) e
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antibacteriano e antifungico (NURAL et al., 2018; LINO et al., 2018; OLAWODE, et al.,
2019). Apesar deste nicleo ja ser bastante conhecido na literatura, seu potencial
antimicrobiano é pouco explorado. Neste sentido, estudos mais aprimorados sobre seus
efeitos de interacdo molecular, atividade frente a cepas multirresistentes e seus efeitos de
seletividade frente aos alvos bioldgicos, poderdo esclarecer sua potencial atividade
antimicrobiana.

Portanto, o presente trabalno tem por objetivo desenvolver novos agentes
tiossemicarbazonas e tiazdis com potencial atividade frente a isolados clinicos de bactérias e
leveduras. Demonstrando assim o seu potencial efeito antimicrobiano dos derivados
tiossemicarbazonas (E)-2-(4-hidroxibenzilideno)-hidrazinacarbotioamida e novos derivados
tiazois 4-((E)-((2)-(3-(4-nitrofenil)-4-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol e 4-((E)-
((2)-(3-(4-clorofenil)-4-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Desenvolver derivados tiossemicarbazonas e novos derivados tiazoéis, avaliando seu

potencial antimicrobiano frente a cepas padrdes e isolados clinicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Realizar a sintese, elucidacéo estrutural e determinacdo das caracteristicas fisico-
quimicas dos novos derivados tiossemicarbazonas e tiazdis.

e Avaliar a citotoxicidade in vitro dos novos derivados frente a linhagens J774 de
macrofagos de camundongo.

e Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos novos derivados obtidos frente a cepas
microbianas de Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida spp.

e Determinar o tempo de morte dos microrganismos na presenca dos novos derivados
obtidos.

e Auvaliar a interagdo dos novos derivados com antibidticos presentes na clinica, através

da técnica de sinergismo.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 RESISTENCIA MICROBIANA

No decorrer dos anos é crescente a dificuldade nos tratamentos das infeccGes
microbianas, devido a alta incidéncia de resisténcia bacteriana a uma série de antibioticos
(OMS, 2018). A resisténcia microbiana ameaca a saude publica e é impulsionada pelo uso
inadequado de medicamentos antimicrobianos utilizados na satde humana e animal (OMS,
2012).

O wuso inadequado dos antibioticos pode gerar uma pressdo seletiva nos
microrganismos do ambiente, j& que 30 e 90% dos antibi6ticos ingeridos por humanos e
animais sdo excretados pelas fezes e urina (DU & LIU, 2012), tornando-os poluentes mais
comuns em ambientes aquaticos e terrestres (FANG et al., 2015). Tal poluigdo ambiental por
antibidticos tem atraido grande atencdo devido a sua possivel influéncia nos genes de
resisténcia a antibidticos e o aparecimento bactérias resistentes (LI1U et al., 2019).

Recentes estudos sobre a presenca dos antibidticos no ambiente, sugerem que mesmo
em baixas concentragcbes os antimicrobianos geram selecdo constante sobre as populagdes
bacterianas (HILLER, et al., 2019), o que de fato representa uma séria ameaca a salude
publica. A resisténcia em comunidades microbianas pode surgir também através
caracteristicas de viruléncia e mecanismos de transferéncia de genes tais como:

“Degradacao microbiana de antibioticos, isto é, transformacdo quimica do
antibiético por uma enzima existente da célula; pode ocorrer por mutagédo
espontanea ou aquisicdo de genes de resisténcia aos antibidticos de outras
celulas por transferéncia lateral do gene; e ou remocao fisica de antibiotico
intracelular pela ativagdo de bombas de efluxo de membrana” (VILA-COSTA
etal., 2017).

O surgimento de bacteérias resistentes vem se tornando cada vez mais recorrente, dados
da Global Antimicrobial Surveillance System (GLASS, 2017), demonstram que a cada 500
mil pessoas com suspeita de infeccdo bacteriana, existe uma prevaléncia de cepas resistentes
aos antibioticos. De acordo com a Organizagdo Pan-Americana de Satude (OPAS/OMS Brasil,
2017) novos mecanismos de resisténcia emergem e se espalham globalmente todos os dias,

ameagando nossa capacidade de tratar doengas infecciosas comuns.
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Nos Estados Unidos mais de 2 milhdes de pessoas sofrem com a resisténcia
microbiana, levando a morte de 25 mil pessoas ao ano. Na india a taxa de mortalidade por
doencas infeciosas € estimada em 416,75 pessoas em 100 mil habitantes (PATWARDHAN &
PAYYAPPALLLI, 2018). A resisténcia aos antibioticos mata cerca de 700 mil pessoas a cada
ano em todo o mundo, e alguns especialistas preveem que esse nimero atinja 10 milhdes em
2050, se ndo forem feitos esforcos para reduzir a resisténcia ou desenvolver novos
antibioticos (WILLYARD, 2017).

A extensdo deste problema pode afetar a todos em um mundo globalizado (Figura 1),
levando a uma preocupacio severa em certas regides do mundo, como Asia, sudeste da
Europa, América do Sul e Africa, pela presenca de patogenos Gram-negativos resistentes
(THEURETZBACHER, 2017).

Figura 1 - Taxa de resisténcia de patdgenos Gram-negativos resistentes a carbapenémicos no

mundo.
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Fonte: Theuretzbacher, 2017

Na Unido Europeia (UE) mais de 2,5 milhGes de pessoas contraem infeccgdes
nosocomiais por ano, dentre as quais a resisténcia aos antibioticos € elevada, e as infeccoes

bacterianas sdo a causa de 25 mil mortes na UE todos os anos (CASSINI et al., 2016). No ano
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de 2014 dentre as principais causas de morte na UE, a resisténcia aos antimicrobianos
encontrava-se nas sete principais causas, junto com os acidentes de transporte, suicidio,
doencgas no sistema nervoso, doencas respiratdrias, cancer e doencas cardiovascular (MOL et
al., 2018).

No ano de 2017 a OMS divulgou uma lista com 12 bactérias e ou familias bacterianas
resistentes a antibidticos, nela encontram-se as bactérias com maior representatividade de
ameaca a saude humana (Tabela 1). A lista foi elaborada para orientar e promover pesquisa e
desenvolvimento de novos antibioticos, como parte dos esfor¢cos da OMS para enfrentar a
crescente resisténcia. As bactérias foram divididas em trés categorias: Critica (que se
enquadram as bactérias multirresistente presentem em hospitais), Alta e Média (bactérias

causadoras de infeccdes leves a graves).

Tabela 1 - Lista de 12 bactérias e familias bacterianas, para promover pesquisa e desenvolvimento

de novos antibidticos. Dividida em trés categorias: Critica, Alta e Média.

Bactéria ou familia bacteriana Resisténcia
Prioridade: Critica
Acinetobacter baumannii Carbapenem
Pseudomonas aeruginosa Carbapenem
Enterobacteriaceae Carbapenem
Prioridade: Alta
Enterococcus faecium Vancomicina
Staphylococcus aureus Meticilina, Vancomicina
Helicobacter pylori Claritromicina
Campylobacter spp. Fluoroguinolona
Salmonellae Fluoroguinolona
Neisseria gonorrhoeae Cefalosporina, Fluoroquinolona
Prioridade: Médio
Streptococcus pneumoniae Néo suscetivel a penicilina
Haemophilus influenzae Ampicilina
Shigella spp Fluoroquinolona

Fonte: OMS, 2017.

A cada ano, milhdes de pacientes em todo o mundo séo internados em unidades de
terapia intensiva (UTI), este ambiente hospitalar é frequentemente chamado de epicentro de
infeccdes oportunistas e da propagacdo de microrganismos multirresistentes (JOHANI et al.,
2018). Cepas bacterianas enquadradas dentre as prioridades da OMS, geralmente séo

encontrados nos ambientes hospitalares. Acinetobacter spp. sdo grandes causadores de
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infecgBes hospitalares adquiridas, capazes de colonizar e infectar varios locais, possuindo a
caracteristica peculiar de serem resistentes a multiplos farmacos (PATEL et al., 2019).

Pseudomonas aeruginosa tem sido reconhecida como uma bactéria mais comum
associada a infecgbes nosocomiais. Além disso, apresenta resisténcia a uma variedade de
antibioticos, incluindo aminoglicosideos, quinolonas e B-lactdmicos, sendo listada como
prioridade critica pela OMS no desenvolvimento de novos antibidticos (PANG et al., 2019).
Cepas resistentes de Staphylococcus aureus vém causando muitos danos a pacientes
hospitalizados, sendo a principal causa de doencas infecciosas disseminadas e potencialmente
letais, incluindo pneumonia necrotizante, endocardite, osteomielite e bacteremia (TAFVIZI et
al., 2019).

Muitos quadros de infec¢Bes hospitalares sdo provindos de bactérias multirresistentes,
levando a um maior tempo de tratamento das infec¢des, Kato et al. (2018) observaram que o
uso prolongado dos antibi6ticos pode gerar infeccdes nosocomiais de origem fungica, dentre
as quais 20 espécies de Candida estdo associadas. Dentre elas, a Candida albicans é o
principal agente causador da candidiase, o patdgeno fungico mais comum em humanos
(YING et al., 2019), sendo ela o principal patégeno identificado em Candidemia (podendo
ocorrer presencas de Candidas spp ndo-albicans, como Candida tropicalis).

Chew et al. (2019) realizaram um estudo com trés pacientes com sepse, onde Candida
tropicalis, Trichosporon asahii e Candida glabrata foram identificados levando os pacientes
a Obito pois os tratamentos utilizados ndo surtiram efeitos, alertando assim a uma possivel
resisténcia das cepas aos antifungicos. O numero de isolados clinicos resistentes, vem
crescendo a cada ano, e tal caracteristica estd ligeiramente associada a resisténcia cruzada
entre os antifungicos, aumento no nudmero de pacientes imunocomprometidos e uso
prolongado ou incorreto desses medicamentos pela populagédo (BIANCHIN et al., 2019).

De acordo com um relatdério dos Centros de Controle e Prevencdo de Doengas dos
EUA, C. glabrata e considerada uma ameaca crescente devido a sua frequente resisténcia aos
antifangicos (ALNAJJAR et al., 2018). A terapia disponivel para o tratamento de infeccdes
por Candida spp. atualmente esta restrito a 4 principais classes de farmacos antifungicos, que
inclui as azdis, polienos, fluoropirimidinas, que muitas cepas possuem resisténcia intrinseca, e
as equinocandinas que sdo utilizados como uma alternativa para os isolados que apresentam
resisténcia aos anteriores (EL-HOUSSAINI, et al., 2019).

De acordo com a OMS a resisténcia € um problema que ameaga a saude publica,

devido ao surgimento de cepas bactérias e fungicas resistentes aos antimicrobianos
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convencionais, portanto a pesquisa € o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas
tornam-se necessaria ao combate a estes organismos.

Nos itens a seguir vamos descrever caracteristicas sobre as bactérias (Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Sthaphylococcus aureus) e as leveduras (espécies de

Candida) que apresentam resisténcias aos antibimicrobianos.

3.2 Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii € um dos grandes causadores de infeccdo hospitalar no
mundo, segundo a OMS (2017) este organismo se encontra na categoria de estado critico,
junto com P. aeruginosa e a familia das Enterobacteriaceae, para novas abordagens de
pesquisa e desenvolvimento de novos antibidticos efetivos. Kolk et al. (2019) destacam que A.
baumannii provavelmente evolui para um sério patdégeno de infecdo animal, havendo relatos
de cepas similares ou mesmo idénticas encontradas em humanos e animais, levando a
possibilidade de existir infec¢éo cruzada.

A bactéria é altamente bem-sucedida em persistir e se espalhar no ambiente hospitalar,
assim, pode sobreviver em condi¢cdes ambientais severas e desidratadas (TAYEBI et al.,
2019). Além da persisténcia no ambiente, estudos recentes revelam que esta bactéria
apresenta multirresisténcia pré-existente ou adquirida a varias categorias de antibidticos,
incluindo fluoroguinolonas, carbapenémicos, aminoglicosideos e tetraciclinas (ARDEHALLI,
etal., 2019).

Rahbar et al. (2019) destacam que A. baumannii apresenta caracteristicas bem
definidas para a sua ancoragem no hospedeiro, por possuir adesinas (proteinas que auxiliam
na ligacdo bactéria-tecido), tal caracteristica cooperam para a formacdo dos biofilmes na
superficie celular do hospedeiro. Além das adesinas, as proteinas de associacdo a biofilme
(PAB ou Bap), coordenam a sua ligacao a superficie e a ligacao célula-a-célula das cepas de
A. baumannii e de outras bactérias para a formacdo do biofilme (TIWARI, PATEL &
TIWARI, 2018).

As cepas de Acinetobacter spp. sdo capazes de gerar aglomerados em superficies
biodticas e abidticas que geram durabilidade e tolerancia a longo prazo em ambientes secos
(biofilme) (BABAPOUR et al., 2016). A capacidade, principalmente de A. baumannii, em
formar biofilme sé@o fortes fatores de viruléncia da cepa, bem como desempenha um papel



23

muito importante na resisténcia aos antimicrobianos que ndo séo capazes de quebrar esta forte
barreira de protecdo celular (DRAUGHN et al., 2018).

A resisténcia aos antimicrobianos apresentada por esta bactéria pode surgir de diversas
formas, dentre as quais:

“Mutagdo nos genes que confere uma resisténcia intrinseca aos f-lactamicos e
aminoglicosideos; Caracteristicas de viruléncia como formacéo de biofilme;
Defeitos de permeabilidade por perda e porinas (transportadoras de
substancias); E sistema de bombas de efluxo de membrana, que leva a
expulséo dos antimicrobianos” (GORDON & WAREHAM, 2010).

O sistema adeABC de bomba de efluxo de membrana foi o primeiro e principal
mecanismo de resisténcia descoberto em A. baumannii, segundo Xu, Bilya & Xu (2019) o
sistema é divido em trés partes (Figura 2): proteina de membrana externa (adeC),
transportador de mdaltiplas drogas (adeB) e proteina de fusdo de membrana (adeA). Este
complexo sistema apresenta um perfil de substrato amplo que pode diminuir a suscetibilidade
aos aminoglicosideos, tetraciclinas, eritromicina, cloranfenicol, trimetoprim, fluoroguinolonas
e alguns B-lactdmicos (WIECZOREK et al., 2013).

Figura 2 — Funcionamento do sistema adeABC de bomba de efluxo em A. baumannii.
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A adeA atua como proteina de fusdo de membrana, adeB como transportador de mdltiplas
drogas e adeC como proteina da membrana externa. O adeB captura antibiéticos na membrana
interna ou do citoplasma, em seguida, transporta os substratos para fora pelo adeC (proteina do
canal de membrana). Figura e descricdo adaptados de Xu, Bilya & Xu, 2019.
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Liu et al. (2019) isolaram A. baumannii do Rio Tarim na China e realizaram o
sequenciamento do genoma, podendo assim observar as caracteristicas da bactéria. Apos uma
busca minuciosa, foi observado que 3.815 pares de bases codificavam proteinas, dentre elas
7,6% e 8,2% foram relacionados a genes de viruléncia e genes de resisténcia respectivamente.
Levando a preocupagdo na contaminacdo e colonizacdo de pacientes hospitalizados em
Unidades de Terapia Intensiva (UTI) que convivem no ambiente com a bactéria com as
principais caracteristicas de resisténcia (YASIR et al., 2019).

Na UTI, 30% de isolados clinicos de A. baumannii séo resistentes a pelo menos trés
classes de antibidticos (KEMPF & ROLAIN, 2014). Os pacientes internados principalmente
em UTI s@o frequentemente colonizados por cepas de A. baumannii podendo assim gerar
infeccdes. Thorne et al. (2019) nos estudos de casos, observaram que 37,6% das bactérias
isoladas da regido do trato respiratorio e pele de pacientes internados eram de A. baumannii, e
que os quadros e infeccOes destes pacientes estavam relacionados a esta bactéria.

Devido ao surgimento de mais cepas de A. baumannii resistentes a multiplos farmacos
e potenciais formadores de biofilme, alternativas como o sinergismo entre antibidticos,
imunizacdo e ou novas fontes terapéuticas se fazem necessaria (BEGANOVIC et al., 2019;
SHEWEITA et al., 2019).

3.3 Pseudomonas aeruginosa

Nos altimos anos P. aeruginosa tem sido estudada extensivamente e intensivamente,
por sua grande dificuldade no tratamento de infecces hospitalares. Esta bactéria é atribuida a
sua extraordinaria capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia em ambientes severos,
desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos e sua diversidade de fatores de viruléncia
(PAN et al., 2017). P. aeruginosa é a segunda causa mais comum de bactérias patogénicas em
cirurgia e a terceira causa de infeccdo hospitalar, apos Escherichia coli e Staphylococcus
aureus (NEZHAD et al., 2018).

De acordo com o Centro de Controle de Doencas dos Estados Unidos Da América
(CCD EUA) P. aeruginosa se torna uma grande ameaca a saude publica, por apresentar
resisténcia a multiplos antibidticos, sendo ainda destacada como uma bactéria “ESKAPE”,
que sdo bacterias causadoras de infeccdes hospitalares que apresentam diversos mecanismos
de viruléncia e resisténcia que resistem e escapam dos antibioticos (BOTELHO, GROSSO &
PEIXE, 2019).
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O Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doengas (2017) realizou a vigilancia
anual de controle a resisténcia aos antibidticos, na Unido Europeia (UE) dentre os isolados de
P. aeruginosa 30,8% eram resistentes as classes de antibioticos testados (fluoroguinolonas,
aminoglicosideos e carbapenémicos), 18,3% dos isolados eram resistentes a duas ou mais
classes dos antibidticos testados, se tornando uma ameaca constante, principalmente para
pacientes que sofreram queimaduras e imunocomprometidos que estéo internados.

Em P. aeruginosa os principais mecanismos para combater a acdo de antibidticos
podem ser classificados em resisténcia intrinseca, adquirida e adaptativa. A resisténcia
intrinseca inclui baixa permeabilidade da membrana externa, expressdo de bombas de efluxo
que expelem antibidticos para fora da célula e a produgdo de enzimas inativadoras de
antibidticos. A resisténcia adquirida pode ser obtida por transferéncia horizontal de genes de
resisténcia ou por alteracbes mutacionais. E a resisténcia adaptativa ocorre em resposta a
presenca de agentes antimicrobianos ou outros estresses ambientais (PANG et al., 2019)

Azam &. Khan (2019) demonstram que: A resisténcia antimicrobiana intrinseca em P.
aeruginosa envolve varios mecanismos, incluindo uma diminuicdo na permeabilidade da
membrana externa, expressao de bombas de efluxo e producdo de enzimas inativadoras de
antibiéticos. Um dos mecanismos mais frequentes de resisténcia adquirida as
fluoroquinolonas séo as mutagdes cromossdmicas nos genes que codificam as subunidades
das enzimas DNA girase e topoisomerase 1V. A resisténcia adaptativa inclui varios fatores
ambientais: como choque térmico, estresse por DNA, poliaminas, deficiéncias nutricionais,
biocidas, anaerobiose, niveis de cations e mudancas nas fontes de carbono. E comportamentos
sociais, como a formagao de biofilme.

De acordo com Ullah et al. (2017) os genes de viruléncia em P. aeruginosa, tém um
nivel diferente de expressdo intrinseca, 0 que leva a uma varidvel de patogenicidade em
individuos infectados. Tais niveis conferem o surgimento e a persisténcia cronica das
infeccdes pelos fatores de resisténcia a drogas e a formacéo do biofilme. A sua capacidade de
formar biofilme desempenha papel significativo em infecgbes graves e recalcitrantes
(AGHAMALI et al., 2018).

P. aeruginosa é capaz de produzir varios fatores de viruléncia, incluindo a piocianina,
bem como LasR e RhIR, que tém uma fun¢do na formacéo de biofilme através de quorum-
sensing (ELLAPPAN, NARASIMHA & KUMAR, 2018). O Quorum-sensing, mecanismo
importante na formagdo e manutencdo de biofilmes, que permite o reconhecimento da

densidade populacional, sejam quais forem as condi¢des ambientais em que as células sdo
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encontradas, proporcionando as mudancas necessarias para garantir sua sobrevivéncia, através
da producéo de pequenas moléculas de comunicacdo (LIMA et al., 2018).

O biofilme formado por P. aeruginosa na sua composicdo 0s exopolissacarideo,
ajudam na rigidez e aderéncia desta estrutura. O alginato é um exopolissacarideo secretado
por P. aeruginosa que produz um biofilme heterogéneo altamente estruturado. Este
componente desempenha um papel crucial na adesdo celular, agregacéo, conectividade entre
as celulas e o biofilme, progressdo do biofilme, fornecendo forca e rigidez e formando a
estrutura tridimensional por quelacédo de célcio (PATEL et al., 2019).

P. aeruginosa esta entre os patdgenos mais comuns e também a principal causa de
infeccBes cronicas na fibrose cistica (devido a consideravel producdo de alginato), a estrutura
do alginato corrobora diretamente para a patogenicidade das cepas, sendo a sua enzima
produtora (alginato liase) um alvo crucial na terapia frente a formacdo do biofilme em P.

aeruginosa e estruturas de viruléncia (TAVAFI et al., 2018).

3.4 Staphylococcus aureus

A OMS (2017) aponta S. aureus como uma das bactérias categorizadas como
prioridade alta, pelo grande aparecimento e desenvolvimento de cepas resistentes a Meticilina
e Vancomicina. Infeccdo da ferida, dermatite, abscesso, sindrome da pele escaldada
estafilococica, S. aureus é responsavel pela maioria destas doencas inflamatdrias da pele
hospitalares, especialmente é o patdgeno com crescente aparecimento de cepas resistentes em
todo o mundo (LEI, et al., 2018).

O Centro Europeu de Prevencédo e Controle de Doencas no ano de 2017 realizou a
vigilancia da resisténcia antimicrobiana na Europa, tal vigilancia observou que entre 0s anos
de 2014 a 2017, dentre as principais bactérias resistentes S. aureus (resistente a meticilina)
apareceu entre 1 a 44,4% dos paises da Europa (Figura 3), sendo este patdgeno o causador de
infeccOes graves, com grande taxa de morbidade e mortalidade.
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Figura 3 - Percentagem (%) de isolados invasores com resisténcia a meticilina (MRSA), por pais da

UE, 2017.
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Para Ghahremani, Jazani & Sharifi (2018) a resisténcia a meticilina em S. aureus
surgiu através da adaptacdo e pressdo seletiva dos antibidticos utilizados na clinica. A
resisténcia a esta classe é codificada e regulada por uma sequéncia de genes (mecA e 0 mecC
recém-descrito) encontrados no cromossomo em uma regido chamada cassete cromossoémico
estafilococico mec (SCCmec), e a expressao desses genes produz uma proteina especifica de
ligacdo a penicilina (PBP2a) com afinidade reduzida para antibioticos B-lactdmicos.

A resisténcia apresentada por esta bactéria ndo se restringi apenas a classe dos -
lactdmicos, mas possuem genes de resisténcias a todas as classes de agentes antimicrobianos
aprovados para uso em humanos e animais, como antibioticos tetraciclinas, macrolideos,
lincosamidas, estreptograminas, fenicdis, aminoglicosideos, pleuromutilinas, oxazolidinonas,
diaminopirimidinas, sulfonamidas, entre outros (FERLER, et al., 2018).

S. aureus desenvolveu mecanismos eficazes de resisténcia aos antibidticos, a hidrolise
enzimatica ou a modificacdo do antibidtico e bombas de efluxo sdo seus principais meios de
defesas frente aos antibioticos (PAJARES-CHAMORRO et al., 2019). De acordo com Yilmaz
& Aslanta (2017) estes mecanismos incluem a limitacdo da absorcdo, modificacdo do alvo,
inativacdo enzimatica e efluxo ativo do farmaco, dependendo do antimicrobiano envolvido, as

bactérias podem usar um ou varios desses mecanismos de resisténcia.
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Além dos mecanismos de resisténcia, apresentam fatores de viruléncia, estes sdo
determinados pela presenca de genes especificos, 0s quais, por sua vez, sdo determinados por
reguladores transcricionais (CHUA et al., 2014). PARK et al. (2019) realizaram um estudo de
sequenciamento dos genes de isolados clinicos de S. aureus, e observaram que dentre as cepas
existia um perfil gendbmico para producdo de adesinas de superficie, varios tipos de
enterotoxinas, polissacarideos capsulares e hemolisinas.

O genoma de S. aureus contém genes especificos de adaptacdo ao hospedeiro, onde
muitos destes sdo controlados pelo sistema regulador do gene acessoério (arg) (AMISSAH et
al., 2017). O sistema agr é um sistema autocatalitico controlado de forma dependente da
densidade celular através da producdo e deteccdo de peptideos auto-indutores, em alta
densidade celular, o sistema agr aumenta a producdo de muitos fatores de viruléncia
secretados, incluindo toxina da sindrome do choque toxico, delta-hemolisina e toxinas
esfoliativas A e B (MALEKI et al., 2019).

De acordo com Tan et al. (2018) o sistema agr pode regular positivamente as
expressdes de varias exoproteinas, lipases, modulinas soltveis em fenol e toxinas, entretanto a
repressdo de arg se faz essencial para a formacdo do biofilme em S. aureus. Mas tal sistema
se torna essencial para a dispersdo dos biofilmes contribuindo positivamente para o
aumentando a secrecao de proteases extracelulares.

Os fatores de viruléncia em S. aureus, ajudam principalmente na infeccdo e
permanéncia nos hospedeiros. Em hospedeiros com diabetes, fatores como adesinas ajudam
na aderéncia a fissuras na pele e as modulinas corroboram com a inflamacgdo e morte celular,
levando a fixacdo da infeccdo (TUCHSCHERR et al., 2018). As cepas de S. aureus podem
variar as expressoes de fatores de viruléncia de acordo com o quadro de imunidade do
hospedeiro ou até mesmo a faixa etéria, sendo recém-nascidos os mais afetados.

Isolados clinicos neonatais de S. aureus mostraram taxas aumentadas de morte celular,
formacgdo de biofilme e atividade hemolitica em comparagdo com outras faixas etarias,
indicando que os recém-nascidos no ambiente hospitalar podem ser colonizados por cepas
mais virulentas (DEINHARDT-EMMER et al., 2018). Além disso, devido ao seu sistema
imunoldgico imaturo, recém-nascidos, prematuros e criangas sao particularmente suscetiveis a
infeccdes.

A OMS (2017) destaca que o combate a cepas de S. aureus resistente vem se tornando
um problema no mundo inteiro e que este quadro pode ser revertido através de medidas

preventivas, principalmente, no desenvolvimento e pesquisas de novos agentes frente a esta
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bactéria. Younis, Taj & Rashid (2019) citam que fatores de viruléncia podem se tornar alvos
da agéo de novos agentes antimicrobianos, evitando assim fatores que influenciam na adesé&o,
colonizacdo, aquisicdo de nutrientes, formacdo de biofilme e evasdo bacteriana do sistema

imune do hospedeiro.

3.5 LEVEDURAS

Candida albicans vive como comensal na cavidade oral de 25% a 50% da populacao
saudavel, mas pode se tornar patogénica sob condicGes especificas, como uma resposta imune
comprometida (DUTREIX et al., 2018), por quadros de imunodepressdo de pacientes
hospitalizados, onde a C. albicans torna-se um dos principais agentes causadores de infec¢bes
adquiridas nos hospitais, juntamente com espécies ndo-albicans como: C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata e C. krusei (ZHANG et al., 2019). Candida spp. pode causar
infeccbes nosocomiais graves e representam o0 quarto agente mais frequente isolado de
infeccdes da corrente sanguinea em muitas regides (SAVASTANO, et al., 2016).

O tratamento de infecces por Candida spp. se torna dificil pela presenca dos fatores
de viruléncia, bem como o surgimento de resisténcia aos antifingicos. A capacidade de aderir
a células epiteliais bucais humanas e células endoteliais, a transicdo levedura para pseudo-
hifas, a producéo de enzimas hidroliticas extracelulares, formacéo de biofilme e a capacidade
de evitar o ataque de células do sistema imunoldgico (PINTO et al., 2019; ARUMUGAM et
al., 2019) sdo caracteristicas que contribuem na efetivacdo da infec¢cdo no hospedeiro, bem
como na dificuldade do tratamento.

Atualmente, os agentes antifungicos da classe dos azéis sdo amplamente utilizados na
terapia antifangica, e o fluconazol é o farmaco mais comumente utilizado no tratamento da C.
albicans (CUI et al., 2018), junto com o voriconazol, sdo indicados principalmente para o
tratamento de infeccdes sisttmicas (MIRANDA-CADENA et al., 2018). Segundo Emami, et
al. (2019) o fluconazol tem um espectro de atividade relativamente limitado, sendo
predominantemente ativo contra espécies de Candida, Cryptococcus neoformans,
Histoplasma, espécies de Blastomyces e Coccidioides.

Apesar de sua boa eficacia para Candida spp. 0 uso indiscriminado dos azdis € citado
como uma das principais causas para a emergéncia de resisténcia em espécies de Candida
albicans e de cepas ndo-albicans (ANDRADE NETO et al., 2018). A classe dos azdis, na

qual o fluconazol é representante, seu mecanismo de ac¢do esta voltado em inibir a enzima
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lanosterol 14-a-desmetilase, que catalisa um passo essencial na biossintese do ergosterol a
partir do lanosterol (HOCHART et al., 2008), composto essencial para a manutencdo da
integridade da membrana dos fungos.

Tantivitayakul et al. (2019) a partir de relatos da literatura observaram que os sistemas
de resisténcia a az6is em Candida spp. variam entre trés principais mecanismos: muta¢des nos
genes ERG11 (lanosterol 14-a-desmetilase) e ERG3 3 (C-5 esterol dessaturase); Aumento de
bombas de efluxo incluindo cassetes de ligacdo ao ATP (CDR1 e CDR2) e proteinas
transportadoras da superfamilia facilitadora principal, que sdo responsaveis por expulsar 0s
azois de dentro da célula fungica; Resisténcia intrinseca aos azois identificada em C. krusei
que possui baixa afinidade da enzima lanosterol 14-a-desmetilase aos azdis, impedindo assim
a inibicdo da mesma.

O ndmero de relatos de resisténcia ao fluconazol é crescente nos ultimos anos entre
espécies que sdo tipicamente suscetiveis ao fluconazol, como C. albicans (KAUR et al.,
2016). Em C. albicans os principais mecanismos que contribuem para a resisténcia a drogas
em isolados clinicos sdo a superexpressdo de bombas de efluxo (LO et al., 2015). C. glabrata
¢ uma das Candidas spp. mais comuns, sendo a principal espécie que exibe resisténcia
intrinseca aos azdis e resisténcia as equinocandinas (FARMAKIOTIS & KONTOYIANNIS,
2017). Resisténcia as equinocandinas em C. glabrata envolve mutacdes nos FKS1 e FKS2
genes, que codificam [-1,3-D-glucano sintase, e pode prever a falhas do tratamento
(BISWAS, et al., 2017).

Segundo Abdelrahmman et al. (2018) e Lukowska-Chojnacka, et al. (2019)
corroboram que para evitar a resisténcia das cepas microbianas de Candida spp. novos
candidatos a fArmacos devem ser introduzidos, contendo caracteristicas quimicas que diferem
daquelas dos medicamentos atuais, principalmente apresentando biodisponibilidade acessivel

e baixas intera¢cdes medicamentosas adversas.

3.6 TIOSSEMICARBAZONAS

As tiossemicarbazonas (Figura 4) correspondem a uma classe de moléculas organicas
constituida pela presenca de heterodtomos de nitrogénio e enxofre, das quais se destacam as
porcdes hidrazonica (HC=N-NH-) e tioamida (S=C-N-). Esta classe apresenta uma facilidade
em sua obtencdo e a versatilidade em seu emprego como composto final ou como

intermediérias para a sintese de outras classes organicas.
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As tiossemicarbazonas podem ser obtidas de duas principais formas: Direta - pela
reagdo quimiosseletiva de aldeidos e/ou cetonas com as tiossemicarbazidas, e obtencéo
Indireta - através da preparacdo prévia das tiossemicarbazidas, utilizando hidrazina (NH2-

NH.), seguida de condensag&o com os derivados carbonilados (TENORIO et al., 2005).

Figura 4 - Representacdo geral das tiossemicarbazonas
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A atividade antimicrobiana desta classe de molécula é bastante promissora, visto que
se forem adicionadas de forma semissintéticas com compostos naturais, como esteroides,
conferem um potencial atividade frente a cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Salmonella typhimurium e Escherichia coli (KAN et al., 2008). Formas
complexadas com metais, esteroides-tiossemicarbazona, foram estudas posteriormente,
mostrando mais uma vez seu potencial acdo para as mesmas cepas, com concentracdes
menores que 32ug mLt (KHAN & ASIRI, 2018). Formar complexos metalicos é uma das
caracteristicas quimicas das tiossemicarbazonas, tal caracteristica confere uma melhor
atividade bacteriana, sendo mais eficazes frente a cepas virulentas como a Mycobacterium
tuberculosis (MAIA et al., 2009).

A atividade antifingica também é bastante promissora, apresentando atividade a cepas
patogénicas de Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei e
Cryptococcus neoformans (ARAUJO-NETO et al., 2017). Outros derivados Naftaleno-
tiossemicarbazonas, também apresentaram efeitos promissores para cepas de C. albicans e
guando avaliada a citotoxicidade e genotoxicidades, ndo apresentaram efeitos toxicos ou
mutagénicos em células de fibroblasto humano (ALTINTOP et al., 2016) mostrando uma
seletividade promissora destes compostos no combate aos organismos patogénicos.

Os compostos 2-(4-hidroxibenzilideno)-N-(4-nitrofenill)hidrazinacarbotioamida e N-
(4-clorofenil)-2-(4-hidroxibenzilideno)hidrazinacarbotioamida (Figura 5) foram primeiro
sintetizados por Krishnan, et al. (2008). Neste trabalho exploraram a capacidade de inibigédo
da enzima ribonucleotideo redutase, catalisa a reducdo dos ribonucledtidos e 0s seus
desoxirribonucledtidos correspondentes, que sdo os blocos de construcdo do DNA em quase
todas as células vivas, onde o0 composto 2-(4-hidroxibenzilideno)-N-(4-
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nitrofenill)hidrazinacarbotioamida apresentou grande potencial na inibicdo da enzima,
demonstrando seu potencial bioldgico.

Figura 5 — Estrutura dos compostos 2-(4-hidroxibenzilideno)-N-(4-nitrofenill)hidrazinacarbotioamida
e N-(4-clorofenil)-2-(4-hidroxibenzilideno)hidrazinacarbotioamida respectivamente.

HN\\< OH HN\\< OH

Leigh, et al. (2011) produziram o composto N-(4-clorofenil)-2-(4-hidroxibenzilideno)
hidrazinacarbotioamida e realizaram interacdo com a enzima xantina oxidase, envolvida no
catabolismo de purinas alimentares e enddgenas, catalisando a hidroxilacdo da hipoxantina
em xantina e xantina em &cido Urico, produzindo reativos de oxigénio que podem levar a
danos no tecidos saudaveis. O composto foi destaque com inibicdo a 50uM de 98% da
enzima, sendo um excelente candidato a farmaco anti-inflamatorio associados a artrite
inflamatdria (gota).

No presente trabalho o0s compostos 2-(4-hidroxibenzilideno)-N-(4-nitrofenill)
hidrazinacarbotioamida e N-(4-clorofenil)-2-(4-hidroxibenzilideno) hidrazinacarbotioamida, o
seu potencial antimicribiano estdo sendo explorados, bem como foram utilizados como
intermediarios para gerar uma série de compostos inéditos tiazois, utilizando o método de
Hantzsch, sendo este 0 método mais comum para a sintese de tiaz6is que envolve ciclizacéo e
condensacdo de halocetonas com tiossemicarbazonas (MISHRA, KUMARI & TIWARI,
2015).

3.7 TIAZOL

Uma vez sintetizadas as tiossemicarbazonas apresentam diversas atividades
bioldgicas, mas estes compostos podem servir como intermediarios para a sintese de ndcleos
heterociclicos que possuem atividades e interagdes com macromoléculas dos seres vivos. As
reacOes de ciclizacdo induzidas nas tiossemicarbazonas podem formar nucleos como: as

tiazolidinas, tiazolidinonas e os tiazois.
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O tiazol é um composto organico heterociclico que possui uma estrutura de anel
molecular de cinco membros com formula molecular CsH3NS. Possui tanto um grupo doador
de elétrons (-S-) quanto um grupo de aceptor de elétrons (CN) (MISHRA, KUMARI &
TIWARI, 2015). Este nacleo é obtido através da reacdo de ciclizacdo entre derivados
tiossemicarbazonas com diferentes acetofenonas substituidas (Figura 6). Esta reacdo acontece
quando tiossemicarbazona reage com a 2-bromoacetofenonas substituidas, na presenca de

carbonato de calcio em alcool apropriado (OLIVEIRA, 2016).

Figura 6 - Obtencdo do ndcleo Tiazol.
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Os compostos heterociclicos tém papel crucial no nosso sistema bioldgico, eles estdo
presentes em grande diversidade de candidatos a farmacos como antibiotico, anti-tumoral,
anti-inflamatorio, antiviral, antimicrobiano, antifungico e antidiabético (MANJAL, et al.,
2017). Ouf et al. (2018) denotaram que o nucleo tiazol é um dos compostos heterociclicos
mais importantes utilizados na fabricacdo de produtos farmacéuticos, estando presente nos
compostos o talipexol e o pramipexol (Antiparkinsonianos) com uma porc¢do 2-aminotiazole
que séo utilizados no tratamento da doenca de Parkinson.

O nucleo também se faz presente nos farmacos e agonistas da dopamina como:
Sulfatiazol (Antimicrobiano), Tiabenzadol (Antifingico), Ritonavir (Antirretroviral), Cefdinir
(Antibiodtico bactericida da classe das cefalosporinas), Epotilonas A e B (Farmacos
anticancerigenos), e Simeprevir (Farmaco utilizado no tratamento e cura de Hepatite C)
(Figura 7).



34

Figura 7 — Formulas estruturais dos farmacos com a presenca do anel tiazol (destacado em vermelho).
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Fonte: Adaptado de Ouf et al.,2018.

O nucleo tiazol ¢ uma molécula ndo carcinogénica que pode ser facilmente
metabolizada por reacdes bioquimicas de rotina e exibem uma variedade de atividades
biolégicas manifestadas por sua presenca em muitos compostos biologicamente ativos (EL-
ACHKAR, et al., 2015). Para Babu et al. (2019) os heterociclicos azéis sdao importantes
construgdes quimicas para o desenvolvimento e melhoramento de compostos bioativos, dentre
eles se destacam o nucleo tiazol como importante componente de produtos naturais e
farmacos utilizados na clinica que desempenhando uma ampla versatilidade de atribuicGes
biologicas.

Devido a sua versatilidade na sintese e amplo efeito farmacologico, o tiazol tem
demonstrado atencdo, atuando como um andaime de multiplos alvos em diversos compostos
naturais e sintéticos (SIQUEIRA, et al., 2019). Compostos como as Epotilonas (compostos
com a presenca do tiazol), isolados primeiramente do fungo Sorangium cellulosum,
desempenha atividade antifungica, que através de modificacOes estruturais de semisintese,
apresentam atividades promissoras frente a células cancerigenas e bactérias com alto fator de
resisténcia (ROUF & TANYELLI, 2015).
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O tiazol é um promissor composto organico com diversas atividades bioldgicas
descritas: antifingica, antibacteriana, anti-inflamatoria, anti-hipertensiva, anti-HIV, herbicida,
inseticida (SENGEL & SAHINER, 2017; NALAWADE, et al., 2019). Além de estar presente
em muitas moléculas biologicamente ativas, que estdo em uso terapéutico como: Sulfatiazol®
(antimicrobiano), Ritonavir® (antirretroviral), Abafungina® (antifingico), Tiazofurina®
(antineopléasico), Meloxicam® (anti-inflamatério), Nitazoxanida® (antiprotozoario), e em
muitos produtos naturais contendo o anel, onde a maioria deles apresenta consideravel
citotoxicidade e potencial antitumoral (ZABLOTSKAYA, et al., 2013).

O seu potencial antimicrobiano foi demostrado através de estudos quimicos de formar
anéis hibridos de tiazol, onde a jungdo com nucleos imidazol promoveram efeitos
antimicrobianos frentes a cepas de Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. (ANDREANI et al.,
2001; SHANKERRAO, BODKE & SANTOSHKUMAR, 2017). Em 2015 Mohammad et al.
realizaram a sintese de novos derivados tiazol, e observaram que os compostos foram capazes
de inibir o crescimento de cepas de S. aureus resistente a multiplos antibidticos.

Olawode et al. (2019) desenvolveram hibridos de 1,4-naphthoquinona e 2,4-tiazol e
observaram que os compostos apresentaram diversas atividade bioldgicas, dentre elas a
atividade frente a cepas de P. aeruginosa, destacando a substitui¢cdo na posicao 4 do tiazol por
um halogénio, obtendo assim melhores resultados na dose resposta. B'Bhatt & Sharma (2017)
observaram que os compostos heterociclicos que possuem em sua estrutura o benzotiazol,
apresentam melhores atividade antimicrobianas frente a S. aureus, Streptococcus pyogenes,
Escherichia coli, P. aeruginosa, C. albicans, Aspergillus niger, Aspergillus clavatus e M.
tuberculosis.

A atividade antiflgica dos compostos tiazol vem se mostrando bastante promissora
para cepas de Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida tropicalis,
Cryptococcus gatti, Cryptococcus neoformans e Paracoccidioides brasiliensis, estes
derivados ainda apresentaram baixa citotoxicidade para células renais embrionarias,
mostrando uma seletividade dos compostos para células fungicas (LINO et al., 2018).
Complexos metélicos realizados com derivados Tiazol-pirrolidina mostram efeitos bioldgicas
bastante satisfatorios para cepas fungicas de C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, bem
como apresentou uma atividade bastante promissora para M. tuberculosis com um MIC de
0,98ug mL™ (NURAL et al., 2018).
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Nalawade et al. (2019) produziram uma série de novos derivados tiazolil-pirazolil-
1,2,3-tiazol, capazes de inibir o crescimento das cepas: C. albicans, A. niger, Rhodotorula
glutinis. Os autores também relataram que os compostos foram capazes de inibir a sintese do
ergosterol (componente da parede celular dos fungos) em A. niger, sendo esta uma promissora
via de agéo dos derivados do tiazol frente a fungos leveduriformes e filamentosos.

Derivados  5-arilideno-2-  (1,3-tiazol-2-illimino)-1,3-tiazolidin-4-onas além de
apresentarem atividade antifungica frente a Penicillium funiculosum, Penicillium
ochrochloron, Trichoderma viride, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger e Aspergillus
flatus, apresentaram efeitos anti-inflamatérios reduzindo o edema de pata em camundongos
(APOSTOLIDIS, et al., 2013).

Compostos heterociclicos, particularmente aqueles com atomos de oxigénio,
nitrogénio e enxofre dentre eles o tiazol, foram identificados como tendo o espectro mais
abrangente de atividades bioldgicas, principalmente com as bases Schiff em sua estrutura,
pois acarretam em uma atividade antimicrobiana efetiva (THAKKAR, et al., 2017). Segue

abaixo a tabela com os derivados que apresentaram atividades antimicrobianas (Tabela 2).

Tabela 2 — Derivados do tiazol e suas respectivas atividades antimicrobianas.

Derivados tiazol Atividade Antimicrobiana Referéncia

OwCI ANDREANI, et

el [~ al., 2001.
] ] Mycobacterium tuberculosis

Penicillium funiculosum, APOSTOLIDIS,
RN N)E/\@ Penicillium ochrochloron, etal., 2013.

Trichoderma viride, Aspergillus

fumigatus, Aspergillus niger e
Aspergillus flatus.

A MOHAMMAD
OO~

S. aureus MRSA etal., 2015.
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R SHANKERRA
" ~7 Staphylococcus aureus, Klebsiella O, BODKE &
‘ fN pneumoniae, Pseudomonas SANTOSHKU

- aeruginosa e Escherichia coli. MAR, 2017.

¢ S. aureus, Streptococcus B'BHATT &
. p pyogenes, Escherichia coli, P. SHARMA,
) { aeruginosa, C. albicans, 2017.
Aspergillus  niger, Aspergillus
clavatus e M. tuberculosis.
R Candida albicans, Candida LINO et al.,
SO krusei, Candida parapsilosis, 2018.
///f Candida tropicalis, Cryptococcus
gatti, Cryptococcus neoformans e

Paracoccidioides brasiliensis.
L C. albicans, C. krusei, C. NURAL et al.,
2 ~ S
m_«“‘f‘\@& parapsilosis e M. tuberculosis. 2018.
@AN/N\\ C. albicans, A. niger, Rhodotorula NALAWADE et
" glutinis. al., 20109.

H Pseudomonas aeruginosa. OLAWODE et
N
- R
CI ) al., 2019,

3.8 MECANISMO REACIONAL PARA OBTENCAO DAS TIOSSEMICARBAZIDAS

Para a obtencdo das tiossemicarbazidas s&o utilizados derivados hidrazinicos e
isotiocianatos substituidos (TENORIO et al., 2005). A reacdo inicia com ataque simultaneo
do nitrogénio da hidrazina ao carbono da tiocarbonila e a migracdo dos elétrons pi para 0

nitrogénio vizinho, ocorrendo a formacao do intermediario instavel. Neste momento ocorre o
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rearranjo de hidrogénio oriundo do nitrogénio da hidrazina para o nitrogénio da tioamida,
estabilizando a molécula e formando a tiossemicarbazidas (Esquema 1).

Esquema 1 — Mecanismo reacional para obtencdo da tiossemicarbazidas substituidas.
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3.9 MECANISMO REACIONAL PARA OBTENCAO DAS TIOSSEMICARBAZONAS

A sintese dos intermediarios tiossemicarbazonas ocorre através da reacdo de
condensacao entre as tiossemicarbazidas substituidas e os aldeidos carbonilados. A reacéo
necessita de um catalisador, podendo ser um &cido organico ou inorganico. Posteriormente
acontece um ataque nucleofilico dos pares de elétrons do nitrogénio da extremidade da
tiossemicarbazida, ao carbono parcialmente positivo da carbonila formando um hemiaminal
protonado e uma répida transferéncia do préton do nitrogénio para o oxigénio, fenémeno
denominado prototropismo (PEDROSA, 2017).

Apds a agua é liberada ao meio reacional, formando um carbocéation que é estabilizado
com a migracdo dos pares de elétrons do nitrogénio vizinho formando uma ligacéo pi,
deixando o mesmo instavel, ocorrendo assim a liberacdo do préton estabilizando a molécula e

formando os intermediarios tiossemicarbazonas (Esquema 2).
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Esquema 2 — Mecanismos reacionais das tiossemicarbazonas
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3.10 MECANISMO REACIONAL PARA OBTENCAO DOS TIAZOIS

O mecanismo reacional para obtencdo dos derivados tiazois foi descrita inicialmente
por Hantzsch em 1887 (SOUZA et al., 2005). Sintese de Hantzsch é o método mais comum
para a sintese de tiazois que envolve ciclizacdo e condensacdo de halocetonas com tioamida.
A reacdo prossegue com o atague nucleofilico do atomo de enxofre da tioamida no atomo de
carbono a da o -halocetona com formacao de intermediario o -tiocetona e apos a desidratacdo
gera os tiazdis correspondentes (MISHRA, KUMARI & TIWARI, 2015).

A obtencdo do ndcleo tiazol também ocorre por meio de uma reacdo de ciclizagdo
intramolecular utilizando compostos a-halocarbonilicos com tiossemicarbazonas substituidas
(CARDOSO, et al., 2014). A sintese inicialmente ocorreu um ataque nucleofilico do enxofre
da tioamida ao carbono a-halogenado da acetofenona, levando a formacdo do intermediario e
liberacdo do brometo. Em seguido um proton é liberado, promovendo a estabilizacdo do
nitrogénio. ApoOs ocorre o ataque nucleofilico da carbonila aos prétons presentes no meio
reacional, deixando oxigénio instavel, onde posteriormente o par de elétrons do nitrogénio
atacam o carbono parcialmente positivo, levando a formacdo de um anel heterociclico de

cinco membros, estabilizando o oxigénio na forma de uma hidroxila.
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Para estabilizacdo do nitrogénio heterociclico, ocorrea liberagdo de préton ao meio
reacional, levando a quebra da ligacdo entre o nitrogénio e hidrogénio, consequentemente
estabilizacdo do anel de cinco membros. A hidroxila ligada ao anel heterociclico promove um
ataque nucleofilico aos protons presentes no meio reacional, formando uma molécula de agua
intramolecular, que atua como um grupo de saida. Apds a liberagdo da &gua, o carbono ao
qual a mesma estava ligada apresenta-se deficiente de elétrons. Para que ocorra a
estabilizacdo, o carbono vicinal, libera seu hidrogénio, levando a um rearranjo dos elétrons e

formacédo da ligacdo pi presente no anel tiazol (Esquema 4).

Esquema 3 — Mecanismo reacional para obtencdo do nucleo tiazol.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ESTUDO QUIMICO

4.1.1 Reagentes e Solventes

Os reagentes e solventes utilizados foram: 2-bromo acetofenona, 2-bromo-4-nitro
acetofenona, 2-bromo-4-cloro acetofenona, 2,4-dibromo acetofenona, 2-cloro-4-fluor
acetofenona, 4-clorofenil isotiocianato, 4-nitrofenil isotiocianato, 4-hidrox-benzaldeido, agua
destilada, acido acético, acetato de etila, dicloro metano, etanol, éter etilico, dimetilsulfoxido,
n-hexano, hidrazina. Os reagentes e solventes utilizados na sintese dos compostos e suas
analises pertencem aos fabricantes Sigma®, Aldrich®, Acros®, Merck®, Vetec® ou
Quimis®.

4.1.2 Sintese dos novos derivados Tiazois

Etapa 1 (Esquema 4) as obtencBes das tiossemicarbazidas foi realizada através de
reacdo de adicdo nucleofilica entre a hidrazina com os isotiocianatos: 4-cloro-fenil
isotiocianato e 4-nitro-fenil isotiocianato, sendo utilizado como solvente o dicloro metano, em
um baldo de fundo redondo, a temperatura ambiente, sobre agitacdo magnética por 1 hora.

Etapa 2 (Esquema 4) a obtencdo dos derivados tiossemicarbazonas procedeu da
seguinte forma: Em um baldo de fundo redondo foram adicionados o solvente de reacao
(Etanol), apds foi adicionado o 4-hidroxbenzaldeido sobre agitacdo magnética, até a
solubilizacdo do composto, 15 gotas de acido acético (catalizador da reacdo) foram
adicionadas, passados 5 minutos, as tiossemicarbazidas foram adicionadas. Através da reagdo
de condensacdo entre os regentes 4-hidroxbenzaldeido e tiossemicarbazidas, durante 1 hora
em temperatura ambiente e sendo acompanhados por cromatografia em camada delgada
(CCD) durante o periodo reacional, obteve-se o0s derivados tiossemicarbazonas.

Etapa 3 (Esquema 4) a obtengdo dos novos derivados tiazois, seguiu da seguinte
forma: Em um baldo de fundo redondo foi adicionado o solvente da reacdo (Etanol),
posteriormente foram adicionadas as acetofenonas com os substituintes na posi¢édo 4 do anel:
Cl, Br, F, NO2 e uma sem substituicdo (H), posteriormente foram adicionados os derivados
tiossemicarbazonas, a reacdo ocorreu a temperatura de 70° C (em refluxo) durante 2 horas.
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Durante o periodo reacional, foram retiradas liquotas para a CCD e acompanhar a formacao

dos novos derivados tiazol.

Esquema 4 - Rota Geral de sintese dos novos derivados Tiazol.

Posicdes:

R1:NO2, Cl.

R2: NO2, Cl, H, F, Br.
Etapa 1

| +
NH2 R1

Hidrazina Isotiocianato

Etapa 2

Tiossemicarbazida

Etapa 3

Rﬁj @

Tiossemicarbazona

4.1.3 Caracteristicas fisico-quimicas
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Os pontos de fusdo dos compostos sintetizados foram determinados em aparelho

Fisatom Modelo 431D. Cromatografia em camada delgada foi realizada em placas Merck

silicagel 60 F2s4, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 ou 366 nm).

4.1.4 Espectroscopia de Infravermelho, Espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear de 1H e 13C

A caracterizagdo dos novos derivados foi realizada em espectrofotometria de absorgéo

no infravermelho (IV) em espectrofotometro FTIR Bruker Modelo IFS 66, em pastilhas de
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KBr. Os espectros de RMN H e *C foram obtidos em espectrofotdmetros Varian Modelo
Plus 300 MHz utilizado como solvente DMSO.

4.1.5 Lipofilicidade (log p)

As previsOes da Lipofilicidade (log p) dos compostos foram realizadas de acordo com
as regras de Lipinski, utilizando os dados farmacocinéticos in silico estimados nos
webservices SwissADME. Tais dados in silico demonstram a capacidade de os compostos

permearem as membranas bioldgicas (Moraes, et al., 2018).

4.2 ESTUDO BIOLOGICO

4.2.1 Citotoxicidade in vitro em linhagens J774 de macro6fagos

As células J774 foram cultivadas em placas de 96 pocos na concentragdo de 1x10°
celulas/poco e incubadas em atmosfera de 5% de CO2 a 37° C por 24 horas. Passadas as 24
horas o sobrenadante foi removido e as células foram incubadas na presenca dos compostos
nas concentracdes de 150 pg/mL por 48 horas em meio RPMI. Passados este periodo foram
adicionadas em cada pogo 20uL da solugdo de MTT (3-(4,5-Dimentil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-
H-brometo de tetrazolium, 3-(4,5-Dimetil-tiazol-2-il)-difenil-tetrazolium bromide) a uma
concentracdo de 5 mg/mL diluindo em tampdo PBS (Solu¢do Tamponada de Fosfato), e as
células foram incubadas por 3 horas nas mesmas condicdes de cultivo. Apds o tempo de
incubagdo, o sobrenadante foi retirado e os cristais de formazan formados foram diluidos em
20pL de DMSO. A leitura da absorbéncia dos cristais de formazan foi realizada atravées de
leitor ELISA Benchmark Plus (Bio-Rad), no comprimento de onda de 590 nm. Apos foram
obtidos os percentuais de viabilidade celular. Os testes foram realizados em triplicata.
Metodologia adaptada de Alianca, A. S. S., et al., 2017.

4.2.2 Cepas microbianas

As cepas microbianas (bactérias e leveduras) utilizadas no presente estudo foram
obtidas na Colecdo e Cultura de Microrganismos, do Departamento de Antibioticos da
Universidade Federal de Pernambuco. Para esse trabalho foram selecionados dois grupos de
microrganismos cepas padrdes e cepas de isolados clinicos (Tabela 3).
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Tabela 3 — Microrganismos utilizados nos testes de atividade antimicrobianos.

Cepas Padroes Isolados Clinicos
Staphylococcus aureus UFPEDA-02 Enterococcus faecalis UFPEDA-69
Enterococcus faecalis UFPEDA-138 Pseudomonas aeruginosa UFPEDA-261

Pseudomonas aeruginosa UFPEDA-416 Staphylococcus aureus UFPEDA-709
Candida albicans UFPEDA-1007 Acinetobacter baumannii UFPEDA-1024

Candida guilliermondii UFPEDA-6390
Candida glabrata UFPEDA-6393

4.2.3 Determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI)

A CMI foi determinada através da técnica de microdiluicdo em placa de 96 pocos,
seguindo as recomendagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI M100, 2017
para bactérias & CLSI M60, 2018 para as leveduras). Esses ensaios foram realizados de
acordo com a cepa microbiana.

Para as cepas bacterianas, foram distribuidos volumes de 170 uL. de meio liquido
Mueller-Hinton, na coluna 1 e 100 uL nas demais colunas. Em seguida, foram adicionados 30
puL derivados de tiossemicarbazonas e tiazdis nos pogos da coluna 1 realizando a
microdiluigdo (150 - 0,58 pg /mL). Apos dilui¢ao, cada pogo foi inoculado com 10 pL da
suspensdo microbiana, com a concentragdo final do pogo foi de 1,5x10° UFC/mL. As demais
colunas foram utilizadas como controle do solvente e controle da Gentamicina a 64 pg/mL.
As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24h. Apds esse periodo foi utilizado o corante
resazurina a 1% para avaliar a presenca ou auséncia das bactérias nos pogos. Os ensaios foram
realizados em duplicata.

Os ensaios para leveduras foram feitos com algumas modificagdes, quando
comparados aos realizados com as cepas bacterianas. Inicialmente foram distribuidos
volumes de 180 pL de meio liquido RPMI, na coluna 1 e 100 pL nas demais colunas. Em
sequida, foram adicionados 20 uL dos derivados nos pocos da coluna 1 e realizando a
microdiluicdo (100 - 0,39 pg /mL). Apds diluigdo, cada pogo foi inoculado com 10 pL da
suspensdo microbiana com a concentracdo final de 1,5x10° UFC/mL. As demais colunas
foram utilizadas como controle do solvente e controle do Fluconazol a 32 pg/mL. O ensaio foi

realizado em duplicata para cada microrganismo teste e as microplacas incubadas a 30 °C por
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48h. Para leveduras ndo foi necessario utilizar o corante, pois 0 meio RPMI j& proporciona

esta analise.

4.2.4 Determinacgdo da Concentracdo Minima Bactericida (CMB)

A CMB foi definida como a menor concentracdo de cada composto que resultou em
reducdo de > 99,9% na UFC do indculo inicial utilizando a metodologia adaptada de Jones,
2006 e Trotsko, et. al., 2018. Passadas 24h da CMI foram recolhidos 10 pL de cada poco, que
apresentou inibicdo visivel do crescimento microbiano e inoculados em &gar Mueller-Hinton,

apos as placas foram incubadas a 37 °C por 24h.

4.2.5 Tempo de morte

A curva de crescimento foi acompanhada por 24 horas em microplacas de 96 pocos
segundo protocolo adaptado de Tiwari et al. (2015). As bactérias foram expostas a diferentes
concentracdes dos compostos tiazois e tiossemicarbazonas (0,5XCMI, 1xCMI, 2xCMI) e
também na auséncia do composto (controle do crescimento microbiano).

100 pL de meio de cultura foram distribuidos nas colunas 1, 2, 3, 4, 5 e 6 e nas linhas
A, B e C. Na linha A foram adicionados mais 80 pL distribuidos das colunas 1, 2 e 3. 20 pL
dos compostos tiazois e tiossemicarbazonas foram adicionados nas colunas 1, 2 e 3 com a
concentracdo de 2xCMI e foi realizada a microdiluicdo dos compostos para obter as
concentracdes de 1XCMI e 0,5xCMI.

Apobs foram adicionados 10 pL do indculo na concentragdo de 1,5x10° UFC/mL em
todos os pocos das colunas 1, 2, 3 e 5. As colunas 4, 5 e 6 foram utilizadas como controles: 4
como controle do meio de cultura + substancias nas concentragdes das linhas 2xCMI, 1xCMI
e 0,5xCMI, 5 como controle do crescimento microbiano controle e 6 com apenas o0 meio de
cultura.

O tempo de morte foi determinado pela reducéo da viabilidade celular nos intervalos
2, 4,6, 8,10, 12 e 24 h e comparado com o tempo 0 h. As leituras das absorbancias foram
realizadas em leitor de microplacas polaris®, Modelo EE-Leitora de Microplacas Elisa, N°
série: EE001000046. Os dados das absorbancias foram tratados no programa Microsoft office

Excel 2013 para Windows.



46

4.2.6 Sinergismo

O sinergismo antimicrobiano foi determinado por meio da técnica de Checkerboard
(padrdo de microdilui¢cdo em placa de 96 pogos em tabuleiro de xadrez) método adaptado de
Bonapace et. al, 2002, Doutgherty, et. al, 1977 e Lorian, V., 2005. Apds conhecimento das
CMTI’s dos compostos tiazdis e tiossemicarbazonas e oxacilina, 0 método inicia com o preparo
das solucbes mées com a concentracdo de 4xCMI (quatro vezes a CMI dos compostos).

Separadas 2 placas de 96 pogos foram adicionados 100 pL de caldo Mueller-Hinton
nos pocos das colunas 1-10 na placa 1 e nos pocos das colunas 1-8 da placa 2. A oxacilina foi
diluida na placa 1, onde 100 pL da solucdo mée (4 vezes o valor da CMI) foram adicionados
nos pocos da placa apenas na linha A e nas colunas de 1-8, apos foi realizada a microdiluicéo
do antibi6tico até a linha G. Na placa 2 os compostos foram diluidos, onde 100 pL da solucéo
mde das tiossemicarbazonas e tiazois foram adicionados apenas na coluna 8 nas linhas de A-H
da placa de 96 pogos, posteriormente foi realizada a microdiluicdo partindo da coluna 8 até a
coluna 2.

Realizadas a microdiluicdo tanto de antibidtico quanto dos compostos
(tiossemicarbazonas e tiazbis), 100 pL restantes nos pocos da coluna 8 da placa 2 foram
retirados e adicionados na coluna 8 da placa 1, homogeneizando e desprezando, restando
apenas 0s 100 uL na placa 1, porém com as concentracdes cruzadas entre o antibiético diluido
na placa 1 com os compostos diluidos na placa 2. O método foi repetido em todas as colunas
das placas até a coluna 1 de ambas as placas. Ao final do cruzamento das concentracBes
apenas a placa 1 foi utilizada para as analises e placa 2 descartada.

Apbs as concentracbes do antibidtico e dos compostos foram cruzadas, o
microrganismo foi adicionado na concentragdo de 1,5x10° UFC/mL, nas colunas de 1-9 da
placa 1. Apo6s a placa foi incubada a 37 °C, por 24 horas. Passadas o tempo de incubacéo foi
adicionado 20 pL de resazurina a 1% para avaliar a presenc¢a ou auséncia das bacteérias, apos a
placa foi levada para incubacdo a 37 °C por 2 horas. Passado esse periodo a leitura foi
realizada e calculada através da formula do indice de Concentracdo Inibitoria da Frago

(Fraction Inhibitory Concentration Index — FICI).

FICI =FICa + FICs

FICA= CMI(a+/CMIa  FICB = CMl(a+8)/CMIs
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FICI = Fraction Inhibitory Concentration Index
FICa = Fraction Inhibitory Concentration do antibiético

FICg = Fraction Inhibitory Concentration do composto tiossemicarbazona ou tiazois

Foram utilizados os seguintes pardmetros para a andlise do efeito sinérgico ou
antagbnico de acordo com a metodologia adaptada de Bonapace et. al, 2002, Doutgherty, et.
al, 1977 e Lorian, V., 2005:

FICI < 0,5 = Efeito Sinérgico
0,5 < FICI £0,75 = Efeito Parcialmente Sinérgico
0,75 < FICI < 2 = Efeito Aditivo
2 < FICI £ 4 = Efeito Indiferente
FICI > 4 = Efeito Antagonico
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ESTUDO QUIMICO

5.1.1 Caracteristicas Fisico-quimicas das 4-hidroxibenzilideno-hidrazina-carbotioamidas

Os compostos 2-(4-hidroxibenzilideno)-N-(4-nitrofenill)hidrazinacarbotioamida e N-
(4-clorofenil)-2-(4-hidroxibenzilideno)hidrazinacarbotioamida, que correspondem  aos
codigos LQIT/PB-01 e LQIT/PB-02 no presente estudo (Tabela 4), foram descritos
primeiramente por Krishnan et. al., 2008, estes compostos apresentaram divergéncias em suas
caracteristicas fisico-quimicas, com rendimentos de 62% e faixas de pontos de fusdo 165-166°
C e 166-169° C para as duas moléculas respectivamente.

Leigh et. al. em 2011 também trabalharam com moléculas tiossemicarbazonas dentre
as quais o composto N-(4-clorofenil)-2-(4-hidroxibenzilideno)hidrazinacarbotioamida, estava
presente na série em questdo, os resultados fisico-quimicos obtidos para o composto
corroboram com os encontrados no presente trabalho (Tabela 4), com fator de retencéo (Rf)
de 0,57 e ponto de fusdo na faixa 199° - 200° C. Em relacdo os rendimentos obtidos neste
trabalho, foram superiores aos trabalhos ja descritos na literatura, 90 a 97%, apresentando
resultados satisfatorios em relacdo a sua producdo, sendo a rota de sintese empregado no

presente estudo a mais eficaz para a producao dos compostos tiossemicarbazonas.

Tabela 4 — Caracteristica fisico-quimicas dos compostos LQIT/PB-01 e LQIT/PB-02

Compostos  Aspecto 2Logp Rf Rendimento % Ponto de
Fusdo
LQIT/PB-01 Sdlido 1,32 Sistema n- 97% 190°C
Laranja hexano/Acetado de
Etila 6:4 - 0,54
LQIT/PB-02 Solido 2,80 Sistema n- 90,13% 204°C
Verde hexano/Acetado de
Etila 1:1 - 0,58

4 SwissADME Moriguchi log do coeficiente de particdo n-octanol-agua.
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5.1.2 Caracterizacdo estrutural 1V, RMN de 'H e '3C dos compostos 4-

hidroxibenzilideno-hidrazina-carbotioamidas

5.1.2.1 2-(4-hidroxibenzilideno)-N-(4-nitrofenil)hidrazinacarbotioamida (LQIT/PB-01)
O,N

: H
N~N
HN\\< OH
S

Férmula Molecular: C14H12N4O3sS Massa Molecular: 316,06 Infravermelho (IV): 3558 cm™
(OH), 3303 a 3143 cm™ (-NH), 1607 cm™ (N=C), 1552 a 1505 cm™ (-NOz). RMN H (300
MHz, DMSO) &: 6.83 (d, 2H, J= 7,2Hz, CH-Fenol), 7.74 (d, 2H, J= 6,3Hz, CH-Fenol), 8.07 a
8.24 (m, 5H, N=CH, CH-Ar-Nitro), 10,00 (s, 1H, OH), 10,31 (s, 1H, N-NH), 11,99 (s, 1H,
HN-C=S). RMN 3C (75 MHz, DMSO) &: 115.628, 123.705, 124.104, 124.610, 129.744,
143.293, 144.626, 145.515, 159.800, 174.652.

5.1.2.2 N-(4-clorofenil)-2-(4-hidroxibenzilideno)hidrazinacarbotioamida (LQIT/PB — 02)

Cl

>\: ; H
N-N
HN\\< OH
S

Férmula Molecular: C14H12CIN3OS, Massa Molecular: 305,04 Infravermelho (IV): 3568 cm™
(-OH), 3310 a 3167 cm™ (-NH), 1604 cm™ (N=C), 1544 cm™* (C=S), 764 cm™ (-Cl). RMN *H
(300 MHz, DMSO) &: 6.80 (d, 2H, J= 8,7Hz, CH-Fenol), 7.40 (d, 2H, J= 9Hz, CH-Fenol),
7.63 (d, 2H, J= 9Hz, CH-Ar-Cl), 7.72 (d, 2H, J= 8,4Hz, CH-Ar-Cl), 8.07 (s, 1H, N=CH), 9.94
(s, 1H, OH), 10.00 (s, 1H, N-NH), 11.71 (s, 1H, HN-C=S). RMN 3C (75 MHz, DMSO) :
115.567, 124.870, 127,246, 127.890, 129.085, 129.514, 138.143, 143.692, 159.539, 175.387.

5.1.2.3 Caracterizacdo 1V

Os compostos hidrazinas-carbotioamidas (tiossemicarbazonas), apresentam grupos

funcionais que sdo caracteristicos (tio-amidas, tio-carbonila e aminas terciarias) em sua
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regido. Os compostos LQIT/PB-01 e LQIT/PB-02 foram caracterizados por espectro de IV e
as bandas encontradas estdo descritas na tabela 5 e demonstrados na figura 8.

Tabela 5 — Principais frequéncias de absorcdo observadas nos espectros de absor¢do no IV para 0s
compostos 4-hidroxibenzilideno-hidrazina-carbotioamidas.

Compostos OH NH N=C NO2 Cl

LQIT/PB-01 3558 cm™ 3303a3143cm?® 1604 cm™ 1552 a 1505 cm™ -
LQIT/PB-02 3568 cm™ 3310a3167cm™ 1607 cm - 764 cm?

As tiossemicarbazonas sintetizadas no presente estudo foram obtidas de forma indireta
de sintese, através da tiossemicarbazidas (LQIT/LT-NO2 e LQIT/LT-02) e a reacdo de
condensacdo por um aldeido (4-hidroxbenzaldeido), o aparecimento das bandas na regido
correspondente as iminas de carbonos sp? em 1604 cm™ e 1607 cm™ para os compostos
LQIT/PB-01 e LQIT/PB-02 respectivamente, comprovam efetivacdo da formacdo da porgéo
tiossemicarbazonas, que também apresentaram bandas caracteristicas em regides das amidas
secundarias 3310 a 3167 cm™ € 3303 a 3143 cmL,

Islam et al. (2019) também realizaram estudos de caracterizacdo de IV para as
moléculas tiossemicarbazonas, onde fora encontrado comprimentos de onda semelhantes aos
encontrados no presente estudo para por¢do tiossemicarbazonas, onde a banda de NH
apareceu no intervalo de 3118-3351 cm™, enquanto que o alongamento da banda entre 1562 e
1587 cm™ demostrou a presenca de C=N ligacdo em tiossemicarbazonas. Jawaria et. al., 2019
avaliaram a estrutura molecular das tiossemicarbazonas caracterizando-as encontraram bandas
caracteristicas de tais compostos: 3335 a 3249 cm™ para NH e 1525 cm* para C=N.

0] composto N-(4-clorofenil)-2-(4-hidroxibenzilideno)hidrazinacarbotioamida
(LQIT/PB-02) foi caracterizado por IV por trabalhos (Leigh et al., 2011) onde os valores de
comprimento de ondas corroboram com os encontrados (Tabela 5) nas regides dos grupos

funcionais da molécula: 3301 cm™ para OH, 3172 cm™ para N-H e 1602 cm™* para C=N.
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Figura 8 — Espectros de 1V do composto LQIT/PB-01 e LQIT/PB-02
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5.1.2.4 Caracterizacdo RMN *H e RMN 3C

Os hidrogénios dos compostos LQIT/PB-01 e LQIT/PB-02 foram identificados através
da técnica de RMN *H, foram identificados na regido de hidrogénios de carbono sp? em
campos menos blindados do espectro. As hidrazinas-carbotioamidas (LQIT/PB-01 e
LQIT/PB-02) pode-se dividi-las em trés partes, a porcao do anel aromatico substituido por
uma hidroxila, a porcao da tiossemicarbazona e a porcao do anel aromatico substituido com o
grupamento nitro (LQIT/PB-01) ou um halogénio cloro (LQIT/PB-02).

O composto LQIT/PB-01 todos os hidrogénios presentes na molécula apresentaram-se
no espectro, no campo menos blindado da regido, dois dupletos caracterizando 4 hidrogénios
ligados ao anel aromatico da hidroxila, na regido de 6.81 a 6.84 ppm apresentam-se dois
hidrogénios mais proximos da hidroxila do anel, em 6.81 a 6.84 os hidrogénios mais
proximos do grupo imina da tiossemicarbazona. Apos esta regido apresentam-se um singleto e
dois dupletos, o singleto caracterizando o hidrogénio ligado ao carbono da imina em 8.07
ppm, o dupleto alocado na regido menos desblidada préximo da imina, caracteriza 0s
hidrogénios presentes do anel aromatico ligado ao grupamento nitro, na regido mais préxima
da tio-amida em 8.10 a 8.21 ppm, o segundo dupleto aparente caracteriza os hidrogénios mais
préximos ao grupamento nitro do anel em 8.22 a 8.24 ppm, sendo estd uma regido mais
desblindada por interferéncia do efeito mesomérico retirador apresentado por tal grupamento.
Nas regibes mais desblindadas do espectro em 10.00 ppm o hidrogénio da hidroxila
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apresenta-se na forma de um simpleto largo, em 10.31 e em 11.99 ppm apresentam-se 0s

hidrogénios das tio-amidas da por¢édo da tiossemicarbazona (Figura 9).

Figura 9 — Caracterizacdo de RMN *H do composto LQIT/PB-01
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O composto LQIT/PB-02 os hidrogénios presentes na molécula aparecerem no
espectro, na regido menos desblindada apresentam-se 4 dupletos referentes os hidrogénios
presentes nos anéis aromaticos da molécula. Na regido mais blindada o 1° dupleto que aparece
em 6.79 a 6.82 ppm sdo os hidrogénios proximos da hidroxila presente no anel, ap6s o 2°
dupleto sdo os hidrogénios do mesmo anel aromatico mais proximo da regido da
tiossemicarbazona, aparecendo em 7.39 a 7.42 ppm, estes hidrogénios se encontram nesta
regido pelo o efeito mesomérico doador exercido pela hidroxila, deixando esta regido menos
blindada. Os dois dupletos posteriores sdo os hidrogénios presentes no anel aromatico com o
substituinte na posicdo para cloro, em 7.61 a 7.64 ppm se encontram os hidrogénios mais
préximos do substituinte cloro, em 7.71 a 7.73 ppm se encontram 0s hidrogénios do anel mais
proximos a porcao tiossemicarbazona, estes hidrogénios de encontram menos blindados pelo
fraco efeito mesomérico induzido pelo cloro. Em 8.07 ppm se encontra o hidrogénio presente
no carbono da imina, posteriormente em 9.94 ppm aparece o hidrogénio da hidroxila. Nas
regides mais desblindadas encontramos os hidrogénios das tio-amidas em 10.00 e 11.71 ppm
(Figura 10).
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Figura 10 — Caracterizacdo de RMN *H do composto LQIT/PB-02
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Na analise de RMN de H foi possivel identificar dos hidrogénios presentes nas
moléculas, relatos da literatura corroboram com os resultados encontrados para a regido
tiossemicarbazona dos compostos LQIT/PB-01 e LQIT/PB-02, onde os hidrogénios presentes
no grupo iminico aparecem como um singleto nas regides de 7 a 8 ppm (SENS et al., 2018),
para os hidrogénios da tioamidas NH-N=C e NH-C=S aparecendo simpletos a partir de 9,68 a
10,82 ppm (SINNIAH et al., 2017). Os sinais pertencentes aos hidrogénios das hidroxilas
podendo ser encontrados como um singleto na regido 11,39-11,84 ppm (SUBHASHREE et
al., 2017). Leigh et. al. em 2011 realizaram a caracterizacdo do composto 4b (correspondente
do LQIT/PB-02) e seus resultados sdo condizentes com os encontrados neste trabalho: 6.81
(d, 2H, J=8.2 Hz), 7.41 (d, 2H, J= 8.4 Hz), 7.63 (d, 2H, J=8.4 Hz), 7.73 (d, 2H, J=8.2 Hz),
8.07 (s, 1H, CHN), 9.95 (s, 1H, OH/NH), 10.02 (s, 1H, OH/NH), 11.74 ppm (s, 1H, NH).

Nos espectros de RMN C ndo foi possivel identificar todos os carbonos,
principalmente os carbonos presentes nos anéis aromaticos dos compostos, necessitando de
analises espectroscopicas mais precisas em suas identificacbes. Entretanto todos os sinais
correspondentes aos carbonos presentes na molécula apareceram na regido de carbonos sp?
em: 115.628, 123.705, 124.104, 124.610, 129.744, 143.293, 144.626, 145.515, 159.800,
174.652 ppm para o composto LQIT/PB-01 e 115.567, 124.870, 127,246, 127.890, 129.085,
129.514, 138.143, 143.692, 159.539, 175.387 ppm para o composto LQIT/PB-02. Os
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carbonos presentes na porgdo da tiossemicarbazona foram possiveis de identificar, nas regides
de campo baixo em 159.800 e 159.539 ppm para os compostos LQIT/PB-01 e LQIT/PB-02
respectivamente, encontra-se o carbono da imina, que comprova a formacdo da porcédo
tiossemicarbazona atraves da sintese proposta no presente trabalho, corroborando com o0s
resultados encontrados por Mohamed et. al. em 2014 que atribuem os picos na regido 166
ppm ao carbono do grupo imina (N=CH), podendo ainda ser encontrados nas regides entorno
de 151.0-157.1 ppm (SUBHASHREE et. al., 2017). Nas regibes de 174.652 e 175.387 ppm
encontra-se o carbono da tiocarbonila nos compostos LQIT/PB-01 e LQIT/PB-02 (Figura 11)
respectivamente, essa regido do espectro os sinais em 175.61-179.06 ppm séo atribuidos a
tiocarbonila (SINNIAH et. al., 2017). Leigh et. al., 2011 para o composto 4b (correspondente
do LQIT/PB-02) identificou os carbonos da imina e da tiocarbonila, em 159.6 e 175.4 ppm

respectivamente, em regides semelhantes aos do presente estudo.

Figura 11 — Espectro de RMN *3C dos compostos LQIT/PB-01 e LQIT/PB-02
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5.1.5 Caracteristicas fisico-quimicas dos tiazois

Os compostos da serie 3-(4-nitrofenil)-4-feniltiazol-2(3H)-ilideno) hidrazina) metil)
fenol e da série 3-(4-clorofenil)-4-feniltiazol-2(3H)-ilideno) hidrazina) metil) fenol as suas

caracteristicas fisico-quimicas estao apresentadas na tabela 6.



Tabela 6 — Caracteristicas fisico-quimicas dos tiazois.
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Compostos Aspecto  2Logp Rf Rendimento %  Ponto de
Fusao
LQIT/PBT-01  Sdlido 2,83 Sistema n- 95,36% 2320-233°C
Laranja hexano/Acetado
de Etila 1:1 - 0,54
LQIT/PBT-02  Sélido 1,98 Sistema n- 81,50% 2240°-225° C
Laranja hexano/Acetado
de Etila 6:4 - 0,54
LQIT/PBT-03  Sdlido 3,31 Sistema n- 68,90% 246°-247° C
Amarelo hexano/Acetado
de Etila 6:4 - 0,52
LQIT/PBT-04  Solido 3,42 Sistema n- 51,37% 275°-276° C
Amarelo hexano/Acetado
de Etila 7:3-0,40
LQIT/PBT-05 Sdlido 3,20 Sistema n- 54,80% 249°-250° C
Amarelo hexano/Acetado
de Etila 6:4 - 0,52
LQIT/PBT-06  Solido 4,27 Sistema n- 89,12% 254°-255° C
Branco hexano/Acetado
de Etila 7:3 - 0,52
LQIT/PBT-07  Sélido 3,31 Sistema n- 96,90% 256°-257° C
Amarelo hexano/Acetado
de Etila 6:4 - 0,52
LQIT/PBT-08  Sélido 4,74 Sistema n- 98,50% 252°-253° C
Verde hexano/Acetado
de Etila 6:4 - 0,47
LQIT/PBT-09  Sélido 4,85 Sistema n- 69% 267°-268° C
Verde hexano/Acetado
de Etila 6:4 - 0,52
LQIT/PBT-10  Solido 4,64 Sistema n- 84,05% 245°-246° C
Verde hexano/Acetado

de Etila6:4 - 0,48

4 SwissADME Moriguchi log do coeficiente de particdo n-octanol-agua.

Os compostos tiazdis apresentam aspectos solidos apds a precipitacdo, 0s compostos
que possuem o grupamento nitro (NO2) em sua estrutura (LQIT/PBT-01, 02, 03 04, 05 e 07)

obtiveram cores entre o amarelo e laranja, os demais compostos apresentaram tonalidades

brancas e proximas a cor verde. Os rendimentos dos compostos variaram entre 51,37% a

98,50%. As faixas de fusdo dos compostos apresentarem bem proximas, demonstrando a

pureza dos compostos ap0os procedimentos de purificacdo realizados (lavagens a quente,

recristalizacdo com solventes de diferentes polaridades e extracéo).
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5.1.6 Caracterizacéo estrutural de 1V, RMN de 'H e 3C dos tiazdis

5.1.6.1 4-(3-(4-nitrofenil)-4-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol (LQIT/PBT — 01)
O,N

Formula Molecular: C22H1sN4O3sS Massa Molecular: 416,45 RMN 'H (300 MHz, DMSO) §:
6.80 (s, 1H, CH-S), 6.82 (d, 2H, J= 9Hz, CH-Fenol), 7.17 a 7.29 (m, 5H, CH-Ar), 7.55 (d, 2H,
J=8,4Hz, CH-Fenol), 7.61 (d, 2H, J= 8,7Hz, CH-Ar-Nitro), 8.12 (s, 1H, N=CH), 8.22 (d, 2H,
J= 9Hz, CH-Ar-Nitro). RMN 3C (75 MHz, DMSO) &: 103.704, 115.705, 124.211, 125.483,
128.365, 128.533, 128.855, 129.070, 129.974, 138.986, 142.680, 146.312, 152.949, 159.570,
167.785, 190.975. Infravermelho (1V): 3363 cm™ (-OH), 3065 cm™ (C=C-H), 1600 cm™
(N=C), 1518 a 1491 cm™ (-NO), 1349 cm™ (N-C).

5.1.6.2 4-(3,4-di(4-nitrofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol (LQIT/PBT - 02)

Formula Molecular: C22H1sNsOsS Massa Molecular: 461,08 RMN *H (300 MHz, DMSO) §:
6.81 (d, 2H, J= 8,7Hz, CH-Fenol), 7.05 (s, 1H, CH-S), 7.44 (d, 2H, J= 8,7Hz, CH-Fenol),
7.55 (d, 2H, J= 9Hz, CH-Ar-Nitro), 7.61 (d, 2H, J= 9,3Hz, CH-Ar-Nitro), 8.11 (d, 2H, J=
9,3Hz, CH-Ar-Nitro), 8.23 (d, 2H, J= 8,7 Hz, CH-Ar-Nitro). RMN *3C (75 MHz, DMSO) §:
107.183, 115.720, 115.889, 123.552, 123.751, 124.364, 125.606, 125.698, 129.131, 129.177,
129.698, 129.913, 142.726, 153.593, 159.570, 167.341. Infravermelho (1V): 3623 cm™ (-OH),
3080 cm™ (C=C-H), 1601 cm™ (N=C), 1512 cm™ (-NO), 1342 cm™ (C-N).
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5.1.6.3 4-(4-(4-clorofenil)-3-(4-nitrofenil)tiazol2(3H)ilideno)hidrazina)metil)fenol
(LQIT/PBT —03)

Férmula Molecular: C22H15CIN4O3S Massa Molecular: 450,06 RMN tH (300 MHz, DMSO)
d: 6.81 (d, 2H, J= 8,7Hz, CH-Fenol), 6.86 (s, 1H, CH-S), 7.20 (d, 2H, J= 8,7Hz, CH-Ar-Cl),
7.35 (d, 2H, J= 8,7Hz, CH-Ar-Cl), 7.54 (d, 2H, J= 9Hz, CH-Fenol), 7.62 (d, 2H, J= 8,7Hz,
CH-Ar-Nitro), 8.12 (s, 1H, N=CH), 8.24 (d, 2H, J= 8,7Hz, CH-Ar-Nitro). RMN 3C (75 MHz,
DMSO) &: 104.424, 115.689, 124.288, 125.437, 128.595, 128.840, 129.054, 129.913,
130.112, 133.484, 137.699, 142.465, 146.328, 153.072, 159.570, 167.601. Infravermelho
(1V): 3066 cm™ (C=C-H), 1601 cm™ (N=C), 1518 a 1486 cm™ (-NO2), 1354 cm™ (N-C).

5.1.6.4 4-(4-(4-bromofenil)-3-(4-nitrofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol
(LQIT/PBT - 04)

Formula Molecular: C2,H15BrN4OsS Massa Molecular: 494,35 RMN *H (300 MHz, DMSO)
§: 6.81 (t, 3H, J= 8,7Hz, CH-Fenol, CH-S), 7.13 (d, 2H, J= 8,4Hz, CH-Ar-Br), 7.48 (d, 2H, J=
8,7Hz, CH-Ar-Br), 7.54 (d, 2H, J= 9Hz, CH-Fenol), 7.61 (d, 2H, J= 8,7Hz, CH-Ar-Nitro),
8.12 (s, 1H, N=CH), 8.24 (d, 2H, J= 8,7Hz, CH-Ar-Nitro). RMN *3C (75 MHz, DMSO) é&:
104.363, 115.674, 122.157, 124.273, 125.483, 129.039, 129.238, 129.882, 130.281, 131.507,
137.714, 142.542, 146.297, 153.102, 159.539, 167.586. Infravermelho (1V): 3068 cm™* (C=C-
H), 1601 cm™ (N=C), 1515 a 1491 cm™ (-NOy), 1351 cm™* (N-C).
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5.1.6.5 4-(4-(4-fluorofenil)-3-(4-nitrofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol
(LQIT/PBT —05)

Formula Molecular: C22HisFN4O3S Massa Molecular: 434,08 RMN *H (300 MHz, DMSO) §:
6.69 (s, 1H, CH-S), 6,804 (d, 2H, J= 8,1Hz, CH-Fenol) 7.09 a 7.26 (m, 5H, CH-Fenol, CH-
Ar-F), 7.52 a 7.57 (m, 3H, CH-Fenol, CH-NO>), 8.09 (s, 1H, N=CH) 8.22 (d, 2H, J= 8,7Hz,
CH-Ar-NO), 9.91 (s, 1H, -OH). RMN C (75 MHz, DMSO) §: 102.907, 115.383, 115.613,
115.674, 124.012, 128.917, 129.867, 130.465, 130.572, 137.469, 143.109, 145.929, 152.995,
159.356, 167.448. Infravermelho (1V): 1594 cm™ (N=C), 1533 a 1505 cm™ (-NO2), 1344 cm'?
(N-C), 1011 cm™* (-F).

5.1.6.6 4-(3-(4-clorofenil)-4-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol (LQIT/PBT — 06)

Formula Molecular: C22H16CIN3OS Massa Molecular: 405,07 RMN *H (300 MHz, DMSO) §:
6.85 (d, 2H, J= 8,1Hz, CH-Fenol), 6.98 (s, 1H, CH-S), 7.18 a 7.30 (m, 5H, CH-Ar) 7.45 a
7,57 (m, 6H, CH-Fenol, CH-Ar-Cl), 8.20 (s, 1H, N=CH). RMN C (75 MHz, DMSO) &:
104.501, 115.812, 124.717, 128.365, 128.871, 129.100, 129.192, 129.376, 129.545, 130.602,
133.790, 134.603, 140.381, 152.290, 159.938, 168.460. Infravermelho (1V): 3063 cm™ (C=C-
H), 2599 cm™ (C-S), 1600 a 1576 cm™ (N=C), 746 cm™ (-Cl).
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5.1.6.7 4-(3-(4-clorofenil)-4-(4-nitrofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol
(LQIT/PBT —07)

Cl

Formula Molecular: C22H15CIN4O3S Massa Molecular: 450,06 RMN tH (300 MHz, DMSO)
d: 6.83 (d, 2H, J= 8,4Hz, CH-Fenol), 7.10 (s, 1H, CH-S), 7.42 a 7.56 (m, 8H, CH-Ar-Cl, CH-
Ar-Cl, CH-Fenol, CH-Ar-Nitro), 8.12 (d, 2H, J= 8,4Hz, CH-Ar-Nitro), 8,15 (s, 1H, N=CH).
RMN BC (75 MHz, DMSO) &: 106.693, 115.735, 123.537, 125.223, 129.085, 129.468,
129.560, 130.434, 133.254, 135.231, 136.105, 137.775, 147.063, 152.811, 159.677, 168.122.
Infravermelho (1V): 3630 cm™ (-OH), 3112 cm™? (C=C-H), 1600 cm™ (N=C), 1516 a 1494
cm™? (-NOy), 1346 cm™ (N-C).

5.1.6.8 4-(3,4-di(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol (LQIT/PBT — 08)

Cl

Formula Molecular: C22H15CI2N3OS Massa Molecular: 439,03 RMN tH (300 MHz, DMSO)
d: 5.36 (s, 1H, -OH), 6.83 (d, 2H, J= 8,7Hz, CH-Fenol), 6.96 (s, 1H, CH-S), 7.21 (d, 2H, J=
8,7Hz, CH-Ar-Cl), 7.37 (d, 2H, J= 8,4Hz, CH-Ar-Cl), 7.45 a 7.56 (m, 6H, CH-Fenol, CH-Ar-
Cl) 8,16 (s, 1H, N=CH). RMN C (75 MHz, DMSO) §: 104.624, 115.781, 124.962, 128.487,
129.146, 129.530, 130.541, 130.587, 133.591, 133.775, 134.817, 138.879, 152.428, 159.815,
168.337. Infravermelho (1V): 3651 cm™ (-OH), 3051 cm™ (C=C-H), 1598 cm™ (N=C).
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5.1.6.9 4-(4-(4-bromofenil)-3-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol
(LQIT/PBT —09)

Cl

¢
|

Férmula Molecular: C2;H1sCIBrN3OS Massa Molecular: 482,98 RMN *H (300 MHz, DMSO)
d: 6.23 (s, 1H, -OH), 6.83 (d, 2H, J= 9Hz, CH-Fenoal), 6.94 (s, 1H, CH-S), 7.14 (d, 2H, J=
9Hz, CH-Ar-Cl), 7.41 a 7.56 (m, 8H, CH-Fenol, CH-Ar-Cl, CH-Ar-Br), 8,15 (s, 1H, N=CH).
RMN 33C (75 MHz, DMSO) &: 104.486, 115.751, 122.449, 125.039, 128.917, 129.116,
129.499, 130.572, 130.694, 131.399, 133.484, 134.925, 138.864, 152.428, 159.769, 168.322.
Infravermelho (1V): 3651 cm™ (-OH), 3088 cm™ (C=C-H), 1602 cm™* (N=C).

5.1.6.10 4-(3-(4-clorofenil)-4-(4-fluorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol
(LQIT/PBT -10)

Cl

Férmula Molecular: C2;H1sCIFN3OS Massa Molecular: 423,06 RMN H (300 MHz, DMSO)
d: 6.84 (d, 2H, J= 8,1Hz, CH-Fenol), 6.99 (s, 1H, CH-S), 7.12 a 7.28 (m, 4H, CH-r-F) 7.46 a
7.57 (m, 6H, CH-Ar-Cl, CH-Fenol), 8.19 (s, 1H, N=CH). RMN C (75 MHz, DMSO) é&:
104.685, 115.337, 115.628, 115.827, 124.748, 129.238, 129.637, 130.664, 131.292, 131.415,
133.898, 134.495, 139.323, 152.351, 159.969, 168.383. Infravermelho (1V): 3648 cm™ (-OH),
3126 cm™ (C=C-H), 1599 cm™ (1599).
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5.1.6.11 Caracterizacédo de IV

Os compostos Feniltiazol-hidrazinas foram submetidos a caracterizacdo por 1V, a
tabela 7 mostra as principais frequéncias de absor¢cdo dos compostos. Foi possivel observar
bandas caracteristicas das hidroxilas nos compostos, demonstrando a integridade desta regido
dos compostos finais ciclizados, corroborando com George, et. al., 2019 que observou as
bandas a 3444-3421 cm ! correspondente as hidroxilas. Bandas entre 1690-1590 cm™ foram
atribuidas paras os grupos iminas presentes nos compostos, as bandas caracteristicas de
alongamento observadas entre 1620-1438 cm™ sdo atribuidas ao grupo C=N (SAGLIK, et. al.,
2019). Os compostos LQIT/PBT-01, 02, 03, 04, 05 e 07 que apresentam o grupamento nitro (-

NO3), demonstraram bandas fortes caracteristicas do —NO2 nas regides 1533-1491 cm™.

Tabela 7 — Principais frequéncias observadas nos espectros de absor¢do no IV para 0s compostos

Feniltiazol-hidrazinas.

Compostos -OH C=CH-S N=CH -NO2
LQIT/PBT-01 3363 cm? 3065 cm* 1600 cm'? 1518 a 1491 cm*
LQIT/PBT-02 3623 cmt 3080 cm* 1601 cm™* 1512 cm?
LQIT/PBT-03 - 3066 cm* 1601 cm™* 1518 cm™?
LQIT/PBT-04 - 3068 cm 1601 cm™ 1515 a 1491 cm*
LQIT/PBT-05 - - 1594 cm'? 1533 a 1505 cm*
LQIT/PBT-06 - 3063 cm™ 1600 cm™ -
LQIT/PBT-07 3630 cm? 3112 cm? 1600 cm'? 1516 a 1494 cm*?
LQIT/PBT-08 3651 cm* 3051 cm* 1598 cm'? -
LQIT/PBT-09 3651 cm? 3088 cmt 1602 cm? -
LQIT/PBT-10 3648 cm™ 3126 cm™ 1599 cm? -

Os espectros de IV do composto LQIT/PBT-01, demonstrado abaixo, representa 0s
demais compostos da série feniltiazol-hidrazinas. O espetro demonstra uma banda larga
referente a hidroxila do composto em 3363 cm™, posteriormente a banda em 3065 cm™

caracteriza o carbono que realiza a dupla ligacao do nucleo tiazol. O grupo imina apresenta-se
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em 1600 cm™, apds com duas bandas fortes aproximadas caracteristicas do grupamento nitro
na regido de 1518 a 1491 cm™,

Figura 12 — Espectro de IV do composto LQIT/PBT-01
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5.1.6.12 Caracterizacio de RMN *H e 3C

Os compostos foram submetidos as analises de RMN de *H e 13C, para representar esta
série de moléculas serdo demonstrados os espectros dos compostos LQIT/PBT-03 para RMN
de 'H e LQIT/PBT-04 para 0 RMN de **C.

Os hidrogénios do composto LQIT/PBT-03 foram todos caracterizados na regido de
hidrogénios de carbonos sp?. Na regifo mais blindada do espectro apareceu um dupleto em
6.80 a 6.83 ppm, tais sinais correspondentes 0s hidrogénios da porcdo fenolica mais proximos
da hidroxila, estes hidrogénios foram caracterizados nesta regido por estarem sofrendo forte
efeito mesomérico promovido pela hidroxila do anel.

Ap0s surge um singleto em 6.86 ppm (tabela 7 com os sinais dos demais compostos),
que € caracteristico do hidrogénio presente no anel tiazol, dados de Silva et. al., 2017 também
observaram um singleto em torno de 6.46 ppm. A presenca de sinais em torno de 7.0 ppm
confirmam a formacdo da porcdo tiazol através da ciclizagdo das tiossemicarbozanas,
correspondendo ao hidrogénio da regido C=CH-S do anel tiazol (LINO et al., 2018).

Dois dupletos surgiram na regido de 7.19 a 7.21 ppm e 7.33 a 7.36 ppm, tais sinais

sendo correspondentes aos hidrogénios do anel aromético que contém o cloro como
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substituinte, na regido mais blindada os hidrogénios mais préximos do cloro (recebendo efeito
mesomeérico fraco, porém capazes de blindar estes dois hidrogénios) e mais desblindada os
hidrogénios mais proximos do nucleo tiazol.

Ap0s esta regido surgiram dois dupletos, um correspondente aos hidrogénios do fenol
mais proximos da porcdo imina da molécula em 7.53 a 7.56 ppm, e em 7.60 a 7.63 ppm se
encontram os hidrogénios do anel aromética que contém o grupamento nitro, nesta regido
menos desblindada (para estes hidrogénios) se encontro os hidrogénios mais préximos da
regido do nucleo tiazol. Nas regiGes mais desblindadas do espetro surge um simpleto em 8.12
ppm caracteristico do hidrogénio iminico e em 8.23 a 8.26 ppm aparecem os hidrogénios do
anel aromatico que contém o nitro, mais préximos a este grupo, sendo o grupamento nitro

forte influenciador do efeito mesomérico retirador (Figura 13).

Figura 13 — Espectro de RMN de H do composto LQIT/PBT-03
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Através dos espectros de RMN de **C ndo foi possivel identificar todos os carbonos
presente Nnos compostos, entretanto os sinais que seriam correspondentes todos os carbonos
apareceram, na regido dos carbonos sp? acima de 100 ppm. Para o composto LQIT/PBT-04 o

sinal em 104.363 ppm é correspondente ao carbono do tiazol (Tabela 7 sinais dos demais
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compostos da série), o carbono metinico do anel tiazol é facil de localizar nas regides de 101 a
117 ppm (OLIVEIRA FILHO, et. al., 2017). Na regido de campo alto do espectro surge o
sinal de 167.586 ppm, tal sinal ¢é atribuido ao carbono C=N presente no anel, os sinais
referentes a estes carbonos exibem sinais em 166.000 a 168.800 ppm (ASIF, et. al., 2017). O
desaparecimento dos sinais em torno de 175 ppm no espetro de RMN 3C indica o
desaparecimento do grupo C=S, presentes no progenitor tiossemicarbazona, confirmando
assim ciclizacdo da porcéo tiossemicarbazona em tiazol (SILVA et. al., 2017). Segundo
Santana, et. al., 2018 a presenca de picos em torno de 109,7 e 145,8 ppm confirmam a

ciclizagéo e formagéo do tiazol (Figura 14).

Figura 14 — Espectro de RMN de **C do composto LQIT/PBT-04
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A tabela 8 abaixo demonstra os principais picos do RMN de *H e 3C dos compostos
da série LQIT/PBT referentes a caracterizagdo do anel tiazol, confirmando a formacéao do anel

tiazol através da sintese proposta neste trabalho.



Tabela 8 — Principais picos da caracterizacdo de RMN de *H e *C do anel tiazol.

Compostos RMN de 'H RMN de 13C RMN de 13C
C=C-H C=C-H N-C-S

LQIT/PBT-01 6.806 ppm 103.704 ppm 167.785 ppm
LQIT/PBT-02 7.053 ppm 107.183 ppm 167.341 ppm
LQIT/PBT-03 6.861 ppm 104.424 ppm 167.601 ppm
LQIT/PBT-04 6.853 ppm 104.363 ppm 167.586 ppm
LQIT/PBT-05 6.695 ppm 102.907 ppm 167.448 ppm
LQIT/PBT-06 6.988 ppm 104.501 ppm 168.460 ppm
LQIT/PBT-07 7.100 ppm 106.693 ppm 168.122 ppm
LQIT/PBT-08 6.961 ppm 104.654 ppm 168.337 ppm
LQIT/PBT-09 6.943 ppm 104.486 ppm 168.322 ppm
LQIT/PBT-10 6.990 ppm 104.685 ppm 168.383 ppm

5.2 ESTUDO BIOLOGICO

5.2.1 Citotoxicidade in vitro em linhagens J774 de macrdéfagos
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Segundo Mohammad et. al., 2015 a toxicidade seletiva é uma propriedade importante

gue os antibidticos aprovados e 0s novos compostos antimicrobianos devem possuir. A

capacidade dos agentes antimicrobianos de exibir sua atividade no microrganismo alvo sem

causar danos aos tecidos do hospedeiro € importante para verificar no inicio do processo de

descoberta de um medicamento.

Os compostos tiossemicarbazonas apresentaram 0s melhores resultados em relagéo a
viabilidade celular da linhagem J774. O composto LQIT/PB-02 apresentou 67,6% de

viabilidade celular (Tabela 9) resultado superior aos compostos padrées a Gentamicina e o

Fluconazol que obtiveram 34,7% e 33,7% respectivamente. Os compostos finais tiazois
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apresentaram-se muito toxicos para a linhagem escolhida, tais resultados podem ser

justificados pela alta concentracdo administrada e tempo de exposicdo as células.

Tabela 9 — Resultado da viabilidade celular dos derivados tiossemicarbazonas e tiazéis frente a

linhagem J774 de macrdfagos.

Compostos

% Viabilidade Celular

LQIT/PB-01
LQIT/PB-02
LQIT/PBT-01
LQIT/PBT-02
LQIT/PBT-03
LQIT/PBT-04
LQIT/PBT-05
LQIT/PBT-06
LQIT/PBT-07
LQIT/PBT-08
LQIT/PBT-09
LQIT/PBT-10
Gentamicina

Fluconazol

30
67,6
2,3
0
0
1
2,6
1
1,4
0
0
3
34,7
33,7

Mirza et. al., 2017 destacam que os compostos tiazdis com substitui¢cGes de halogénios

na posicdo para do anel podem apresentar alta citotoxicidade frente a algumas linhagens

celulares transformadas e ndo transformadas, destacando que tais resultados néo interferem no

potencial vasto de atividade apresentado por estes compostos. Destacando que 0s compostos

da série no presente estudo apresentaram grupos neutros e doadores de elétrons o que

acarretam em um fraco desempenho na citotoxidade (BAIG, et al., 2018), podendo apresentar

altos percentuais de viabilidade para outras linhagens celulares de humanos.
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5.2.2 Concentracdo Minima Inibitoria e Concentragdo Minima Bactericida

De acordo com Jones, 2006 e Trotsko, et. al., 2018 os compostos tiossemicarbazonas e
tiazois foram classificados como bacteriostaticos quando a razdo CMB/CMI era > 8 e
bactericidas quando a razdéo CMB/CMI era < 4.

Os compostos tiossemicarbazonas LQIT/PB-01 e LQIT/PB-02 apresentaram atividade
antimicrobiana frente as cepas testadas, destacando o composto LQIT/PB-02 que apresentou
atividade tanto para bactérias Gram-positivas, quanto para Gram-negativas, sendo a sua CMI
de 37,5 pg/mL superior aos antibidticos Cefoxitina 256 pug/mL e Oxacilina 512 pg/mL para
cepas de A. baumannii UFPEDA-1024 e S. aureus UFPEDA-709 respectivamente. Outro
destague para o composto LQIT/PB-02 esta na atividade antifingica, onde apresentou
resultados de CMI de 12,5, 50 e 12,5 pg/mL para as cepas de C. albicans UFPEDA-1007, C.
glabrata UFPEDA-6393, C. guilliermondii UFPEDA-6390 respectivamente, obtendo um
resultado superior ao Fluconazol de 16 pg/mL para a cepa C. albicans UFPEDA-1007.

O composto LQIT/PB-02 apresentou a razdo CMB/CMI de 1 para A. baumannii
UFPEDA-1024, 1 para E. faecalis UFPEDA-69, 4 para E. faecalis UFPEDA-138, 2 para P.
aeruginosa UFPEDA-261, 2 para P. aeruginosa UFPEDA-416, 4 para S. aureus UFPEDA-02
e 2 para S. aureus UFPEDA-709, sendo classificado como composto com caracteristica
bactericida para as cepas testadas.

Os compostos tiazdis apresentaram resultados promissores, destacando os resultados
obtidos pelos compostos LQIT/PBT-01 e LQIT/PBT-09 com CMI de 75 pg/mL para A.
baumannii UFPEDA-1024 que foram superiores a Cefoxitina 256 pg/mL, e para a cepa S.
aureus UFPEDA-709 destacando os compostos LQIT/PBT-08, LQIT/PBT-09 e LQIT/PBT-
10 com CMI de 75 pg/mL, superiores a Oxacilina 512 pg/mL. O composto LQIT/PBT-01
com propor¢do CMB/CMI de 2 para UFPEDA-1024 apresentou caracteristica bactericida para
esta cepa, ja o composto LQIT/PBT-09 ndo entrou nos padrdes proposto, sendo alocado como
efeito bacteriostatico para A. baumannii UFPEDA-1024.

Os compostos LQIT/PBT-08, LQIT/PBT-09 e LQIT/PBT-10 apresentaram razéo de
CMBJ/CMI de 2, sendo entdo classificados como bactericidas frente a S. aureus UFPEDA-
709. Todos os compostos tiazdis da serie proposta apresentaram atividade para P. aeruginosa
UFPEDA-261 e P. aeruginosa UFPEDA-416, apresentando razdo de CMB/CMI que variaram
de 1 a 2, sendo classificados como compostos bactericidas para as duas cepas de P.

aeruginosa.
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A atividade antifingica dos tiazois foi bastante promissora na inibigdo do crescimento
de C. albicans UFPEDA-1007 e C. guilliermondii UFPEDA-6390. Os compostos LQIT/PBT-
04, LQIT/PBT-05 apresentaram CMI de 25 pg/mL e os compostos LQIT/PBT-01,
LQIT/PBT-08, LQIT/PBT-09, LQIT/PBT-10 apresentaram CMI de 50 pg/mL para C.
albicans UFPEDA-1007. Todos os tiazois da série foram capazes de inibir o crescimento de
C. guilliermondii UFPEDA-6390 com CMI que variaram de 100 a 12,5 pg/mL, evidenciando
0 composto LQIT/PBT-05 que apresentou CMI de 12,5 pug/mL.

A tabela 10 demonstra os resultados de CMI obtidos pelos compostos
tiossemicarbazonas e tiazois e a tabela 11 demontram os resultados de CMB e razdo
CMB/CMI frente as cepas padrGes e isalodos clinicos: A. baumannii, E. faecalis, P.
aeruginosa, S. aureus. E A tabela 12 demonstra a CMI obtida pelos compostos

tiossemicarbazonas e tiazois frente a C. albicans, C. glabrata e C. guilliermondii.
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Tabela 10 — CMI dos compostos Antibioticos padrdes e dos compostos das series LQIT/PB e LQIT/PBT nas concentragdos de pg/mL

frente as cepas bacterianas padrdes e isolados clinicos.

Compostos A. baumannii E. faecalis E. faecalis P. aeruginosa P. aeruginosa S. aureus S. aureus
UFPEDA-1024 UFPEDA-69 UFPEDA-138 UFPEDA-261  UFPEDA-416 UFPEDA-02 UFPEDA-709
LQIT/PB - 01 75 ND ND 75 150 150 ND
LQIT/PB - 02 37,5 150 37,5 37,5 37,5 37,5 37,5
LQIT/PBT - 01 75 ND ND 37,5 37,5 ND ND
LQIT/PBT - 02 150 ND ND 75 75 ND ND
LQIT/PBT - 03 150 ND ND 75 75 ND ND
LQIT/PBT -04 150 ND ND 75 75 ND ND
LQIT/PBT -05 150 ND 150 75 75 ND ND
LQIT/PBT - 06 150 ND 150 75 75 ND ND
LQIT/PBT - 07 150 ND 150 75 75 ND ND
LQIT/PBT -08 150 ND 150 37,5 75 150 75
LQIT/PBT - 09 75 ND ND 75 37,5 150 75
LQIT/PBT - 10 150 ND ND 75 75 150 75
Amp+Sulbac* 16
Cefoxitina 256
Gentamicina 8 8 0,5 0,5 0,25
Oxacilina 512

*Ampicilina + Sulbactam, N&o Detectada (ND)



Tabela 11 — CMB e propor¢cdo CMB/CMI dos compostos da serie LQIT/PB e LQIT/PBT nas concentracdos de pg/mL frente as cepas bacterianas
padrdes e isolados clinicos.
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A. baumannii E. faecalis E. faecalis P. aeruginosa  P. aeruginosa S. aureus S. aureus
UFPEDA-1024 UFPEDA-69 UFPEDA-138 UFPEDA-261 UFPEDA-416 UFPEDA-02 UFPEDA-709
Compostos
CMB CMB/ CMB CMB/  CMB CMB/ CMB CMB/ CMB CMB/ CMB CMB/ CMB CMB/
CMI CMI CMI CMI CMI CMI CMI
LQIT/PB - 01 ND ND ND ND ND ND 75 1 150 1 ND ND ND ND
LQIT/PB - 02 37,5 1 150 1 150 4 75 2 75 2 150 4 75 2
LQIT/PBT-01 150 2 ND ND ND ND 75 2 75 2 ND ND ND ND
LQIT/PBT-02 ND ND ND ND ND ND 75 1 75 1 ND ND ND ND
LQIT/PBT -03 150 1 ND ND ND ND 75 1 75 1 ND ND ND ND
LQIT/PBT -04 150 1 ND ND ND ND 75 1 75 1 ND ND ND ND
LQIT/PBT-05 150 1 ND ND 150 1 75 1 75 1 ND ND ND ND
LQIT/PBT -06 150 1 ND ND 150 1 75 1 75 1 ND ND ND ND
LQIT/PBT -07 150 1 ND ND 150 1 75 1 75 1 ND ND ND ND
LQIT/PBT -08 150 1 ND ND 150 1 75 2 75 1 ND ND 150 2
LQIT/PBT-09 ND ND ND ND ND ND 75 1 75 2 150 1 150 2
LQIT/PBT-10 ND ND ND ND ND ND 75 1 75 1 ND ND 150 2

* Néo Detectada (ND)
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Tabela 12 — CMI dos compostos das series LQIT/PB, LQIT/PBT e do Fluconazol na

concentracdo de pg/mL frente as leveduras padrdes e isolados clinicos.

Compostos C. albicans C. glabrata C. guilliermondii
UFPEDA-1007  UFPEDA-6393 UFPEDA-6390

LQIT/PB - 01 ND ND ND
LQIT/PB - 02 12,5 50 12,5
LQIT/PBT - 01 50 ND 50
LQIT/PBT - 02 ND ND 25
LQIT/PBT - 03 ND ND 100
LQIT/PBT - 04 25 ND 50
LQIT/PBT -05 25 ND 12,5
LQIT/PBT - 06 ND ND 100
LQIT/PBT - 07 ND ND 25
LQIT/PBT - 08 50 ND 25
LQIT/PBT -09 50 ND 50
LQIT/PBT - 10 50 ND 25
Fluconazol 16 8 4

*N&o Detectada (ND)

As tiossemicarbazonas sdo compostos que interagem com 0s meios biolégicos, por sua
capacidade de formar interacdes quimicas com as enzimas (ligagdes de hidrogénio). Grupos
presentes nas estruturas como OH, NH e CN sdo postulados para contribuir para a
estabilizacdo de interacdes polares entre os inibidores e residuos de aminoécidos no canal de
acesso das enzimas bioldgicas (LEIGH et al., 2011). Os complexos metalicos formados por
interacbes quimicas destes compostos sdo bastante interessantes para atividade
antimicrobiana, pois 0 mecanismo de acdo das tiossemicarbazonas podem ocorrer através da
coordenacdo de metais presentes na estrutura de enzimas necessarias ao microrganismo
(BERALDO, 2004).

Os compostos tiazois sdo derivados da ciclizacdo da regido tiossemicarbazona com as
acetofenonas (mecanismo demonstrado da sesséo anterior), possuem em sua estrutura as bases
de Schiff com o grupo azometina (—C=N-) que sdo encontradas em muitos compostos ativos
devido as suas atividades fisiologicas e farmacologicas, nos compostos tiazdis que apresentam
tal grupo desempenha melhores atividades antimicrobianas (AYATI, et al., 2015), o que
corrobora que as atividades apresentadas pelos compostos tiazdis no presente estudo, apesar

de ter diminuido o CMI em alguns microrganismos comparado aos Seus percussores
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tiossemicarbazonas, por perda de grupos de forte interacdo como os NH através da formacéo
do anel tiazol.

As cadeias laterais dos compostos podem contribuir efetivamente com a atividade
antimicrobiana, segundo Mohammad et al. (2015) a substituicdo de cadeias laterais de
derivados tiazol por substituintes polares hidrofébicos, como um grupo acetila, um fltor ou
um grupo trifluoro-metil resultam em compostos com promissores resultados
antimicrobianos. As porcdes fendlicas também corroboram com uma melhor atividade, por
suas interaces com os sitios chaves das enzimas (LEIGH et al., 2011). A presenca de
halogénios, ajudam os grupos fendlicos a obter uma melhor atividade antimicrobiana (ZHAO,
T., CHEN, Q., 2016). A introducdo de substituintes de atomos de flGor nos anéis de benzeno
numa série de derivados, melhoram efetivamente a atividade antibacteriana (Huang, et al.,
2013).

Para a atividade antifingica podemos observar que a presenca do anel tiazol se torna
primordial para que a atividade acontegca, onde o composto LQIT/PB-01 ndo apresentou
atividade para leveduras testadas e seus derivados tiazdis correspondentes apresentaram
atividades bastante promissoras, 0os mesmos resultados foram observados por Lino et al.
(2018), onde a presenca do anel tiazol foi essencial para a atividade antifingica, uma vez que
as correspondentes tiossemicarbazonas foram inativas. Além de observarem que a presenca
do Cloro no anel aromatico potencializou a atividade, corroborando com os resultados no
presente trabalho, onde os compostos LQIT/PB-02 e seus derivados tiazOis obtiveram
resultados promissores (Tabela 10). Se torna evidente que o papel principal na atividade
antifungica além da presenca do anel tiazol, os substituintes flGor, cloro, bromo, metoxi e

metil corroboram efetivamente com esté atividade (Laczkowski, et al., 2018).

5.2.3 Tempo de Morte

Através da atividade antibacteriana dos derivados tiossemicarbazonas e tiazdis foram
geradas curvas de morte dos derivados frente a cepa S. aureus UFPEDA-709. Os compostos
LQIT/PB-02, LQIT/PBT-08, LQIT/PBT-09, LQIT/PBT-10 foram selecionados pois
apresentaram 0s melhores resultados para esta cepa, definida com resistente a Oxacilina
(CLSI M100, 2018), observando a capacidade de inibicdo de crescimento durante as 12
primeiras horas e ap6s 24 horas.

Todos os compostos testados foram capazes em inibir o crescimento de S. aureus

UFPEDA-709 nas primeiras 12 horas de estudos. Apds as 24 horas de estudo o composto
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LQIT/PB-02 nas concentragfes de 75 (2xCMI) e 37,5 (IXCMI) pg/mL foram capazes de
inibir o crescimento da cepa, na concentracdo de 18,75 pg/mL (0,5xMIC) o composto foi
capaz de diminuir a quantidade celular em relagdo ao controle do crescimento do
microrganismo, demonstrando assim ser um candidato promissor a se tornar um

antimicrobiano frente a S. aureus (Figura 15).

Figura 15 — Tempo de Morde de S. aureus UFPEDA-709 frente ao composto LQIT/PB-02.

Gréafico gerado através das absorbancias em 630 nm do crescimento celular de S. aureus.
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Os LQIT/PBT-08, LQIT/PBT-09 e LQIT/PBT-10 foram testados nas concentracfes
del50 (2xCMlI), 75 (IxCMI) e 37,5 (0,5xCMI) pug/mL frente a cepa de S. aureus UFPEDA-
709. O composto LQIT/PBT-08 as concentragdes 150 e 75 pg/mL foram capazes de inibir o
crescimento por 24 horas, na concentracdo de 37,5 pug/mL conseguiu inibir o crescimento
celular por 12 horas, apds as 24 horas concentracdo celular se equiparou com o controle do

crescimento (Figura 16).
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Figura 16 — Tempo de Morde de S. aureus UFPEDA-709 frente ao composto LQIT/PBT-08.

Gréfico gerado através das absorbancias em 630 nm do crescimento celular de S. aureus.
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O composto LQIT/PBT-09 nas primeiras 12 horas conseguiu inibir o crescimento da

cepa, as concentracdes de 150 e 75 pg/mL apds as 24 horas foram capazes de reduzir o

crescimento de S. aureus UFPEDA-709, entretanto foram detectados baixos niveis de

crescimento celular (Figura 17).

Figura 17 — Tempo de Morde de S. aureus UFPEDA-709 frente ao composto LQIT/PBT-009.

Gréfico gerado através das absorbancias em 630 nm do crescimento celular de S. aureus.
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O composto LQIT/PBT-10 desde as 0 a 12 horas foi capaz de reduzir o crescimento
celular, nas concentracfes de 150 e 75 pg/mL conseguiram reduzir a completamente a nivel
indetectavel, a concentracdo de 37,5 pg/mL também foi capaz de reduzir o crescimento
celular apos 24 horas, deixando o nivel celular um pouco a baixo do controle do crescimento
da cepa de S. aureus UFPEDA-709 (Figura 18).

Figura 18 — Tempo de Morde de S. aureus UFPEDA-709 frente ao composto LQIT/PBT-10.
Graéfico gerado através das absorbancias em 630 nm do crescimento celular de S. aureus.
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O tempo de morte determina a rapidez com que um material antimicrobiano pode
matar as bactérias (LI, et al., 2013). Os compostos LQIT/PB-02, LQIT/PBT-08, LQIT/PBT-
09 e LQIT/PBT-10 foram capazes de inibir o crescimento nas primeiras horas frente a S.
aureus UFPEDA-709 resistente a oxacilina, demonstrando serem promissores candidatos a
farmacos antimicrobianos com rapida resposta da atividade. A atividade rapida é considerada
um fator critico para retardar o surgimento de resisténcia bacteriana a um agente
antimicrobiano e é importante clinicamente na prevencdo da disseminacdo de uma infeccéo
(MOHAMMAD et al., 2015).

O tempo de morte permite aprofundar a interagdo dinamica in vitro entre o
crescimento microbiano e as mudangas nas concentracfes de farmacos, encontradas durante a
terapia medicamentosa prolongada, sem qualquer interferéncia do sistema imunoldgico do
hospedeiro (VADDADY, et al., 2019). Entretanto os dados in vitro podem correlacionar bem
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com as eficiéncias de relatos in vivo (YAGI & ZURENKO, 2003), demonstrando que 0s
compostos da série proposta sdo promissores candidatos a farmacos para a terapia de cepas

resistentes aos multiplos antimicrobianos.

5.2.4 Sinergismo

Os compostos selecionados para realizar o sinergismo frente a S. aureus UFPEDA-709
resistente a Oxacilina (CLSI M100, 2017) foram os LQIT/PB-02, LQIT/PBT-08, LQIT/PBT-
09 e LQIT/PBT-10 que apresentaram o0s melhores indices de inibicdo para este
microrganismo. Os resultados foram expressos na tabela 13, com os resultados individuais da
CMI dos compostos e do antibidtico, bem como as concentragdes cruzadas, o FICI encontrado
de cada composto em conjunto com a oxacilina e o efeito exercido pelo cruzamento das

concentragoes.

Tabela 13 — Resultados da CMI individual dos compostos e oxacilina, concentracdes cruzadas
e do FICI.

S. aureus UFPEDA-709

CMl do CMlda Concentracdo FICI Efeito sinérgico ou

Compostos  Oxacilina Sinérgica antagbnico
LQIT/PB-02 37,5 512 18,75/8 0,51  Parcialmente sinérgico
LQIT/PBT-08 75 512 75/8 1 Aditivo
LQIT/PBT-09 75 512 75/128 1,25 Aditivo
LQIT/PBT-10 75 512 37,5/8 0,51  Parcialmente sinérgico

Os compostos selecionados (LQIT/PB-02, LQIT/PBT-08, LQIT/PBT-09, LQIT/PBT-
10) foram capazes de potencializar o efeito da oxacilina frente a S. aureus UFPEDA-709 em
6x (seis vezes) o seu valor de CMI, demosntrando potencial efeito sinérgico em conjunto com
0 antibidtico. De acordo com Bonapace et. al, 2002, Doutgherty, et. al, 1977 e Lorian, V.,
2005, os compostos da série proposta obtiveram FICI entre 0,51 e 1,25.

Os compostos LQIT/PB-02 e LQIT/PBT-10 apresentaram FICI de 0,51, apresentando
a caracteristicas de compostos ‘“Parcialmente Sinérgicos” diminuindo a CMI da oxacilina em
6 vezes o seu valor, que antes era de 512 pg/mL, para 8 pug/mL, bem como diminuindo as
suas CMI antes de 37,5 ug/mL e 75 pg/mL, para 18,75 pg/mL e 37,5 pg/mL respectivamente.
Os compostos LQIT/PBT-08 e LQIT/PBT-09 apresentaram FICI de 1 e 1,25 respectivamente,
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sendo classificados como “Efeito Aditivo”, entretanto o LQIT/PBT-08 conseguiu diminuir a
CMI da oxacilina para 8 pg/mL, efeito pouco conquistado pelo LQIT/PBT-09, que apresentou

capacidade de diminuir para 128 pug/mL, porém mantendo suas respectivas CMI.

Negi et al. (2016) demonstram que a combinacdo de compostos da classe dos azois
com a oxacilina ou com outros B-lactamicos acarretam no efeito sinérgico, onde os compostos
azois auxiliam na inibicdo da Proteina de Ligacdo a Penicilina 2a (PBP2a), levando os f-
lactdmicos a interromperem a sintese da parede celular em S. aureus, como consequéncia o
ndo desenvolvimento dos microrganismos.

Segundo Wagner & Efferth (2017) o desenvolvimento de novos farmacos através da
combinacdo de compostos sintéticos e antibidticos vem sendo relatada por varios autores,
evidenciando que combinacgBes hibridas realmente melhoram a atividade farmacolégica
simultanea dos compostos envolvidos, bem como minimizam os efeitos colaterais toxicos das

drogas sintéticas.
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6 CONCLUSAO E PESTECTIVA

6.1 CONCLUSOES

v' Os compostos da série proposta foram sintetizados com metodologia de sintese
eficiente, onde apresentaram rendimentos satisfatorios. Todos os compostos foram
caracterizados fisico-quimicamente e suas estruturas foram definadas através das
técnicas espectroscopicas, onde os espectros gerados favoreceram a confirmacédo das
estruturas propostas.

v" Dentre os compostos trabalhados, o composto derivado tiossemicarbazona LQIT/PB-
02 se destacou nas atividades in vitro propostas, apresentando um amplo espetro de
atividade antimicrobiana frente a cepas padrdes e isolados clinicos de bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e leveduras.

v' Os compostos LQIT/PBT-08, LQIT/PBT-09 e LQIT/PBT-10 foram 0s compostos
finais que apresentaram as melhores atividades in vitro, sendo classificados como
compostos com caracteristicas bactericidas para cepas de P. aeruginosa e S. aureus,
sendo estes fortes candidatos a novos farmacos.

v' Os compostos tiossemicarbazonas e tiazois além de apresentarem caracteristicas
antimicrobianas promissoras, em conjunto com antibiéticos presentes na clinica
possuem propriedades de potencializar seus efeitos frente a microrganismos resistentes

como cepas de S. aureus definidas como multidroga resistentes.

6.2 PERSPECTIVAS

v Realizar a espectroscopia de massas dos compostos;

v Realizar a citotoxicidade in vitro dos derivados tiossemicarbazonas e tiazois frente a
outras linhagens celulares;

v Realizar a andlise ultraestrutural das cepas microbianas tratadas com os compostos por
Microscopia Eletrénica de Transmissdo e Varredura,;

v Realizar os ensaios de atividade in vitro de antiformacdo de biofilme e erradicacdo do

biofilme.
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ANEXO A - ESPECTRO DE IV DOS COMPOSTOS LQIT/PB-01 E LQIT/PB-02
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ANEXO B - ESPECTRO DE IV DOS COMPOSTOS LQIT/PBT-01 E LQIT/PBT-02
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ANEXO C - ESPECTRO DE IV DOS COMPOSTOS LQIT/PBT-03 E LQIT/PBT-04
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ANEXO D - ESPECTRO DE IV DOS COMPOSTOS LQIT/PBT-05 E LQIT/PBT-06
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ANEXO E - ESPECTRO DE IV DOS COMPOSTOS LQIT/PBT-07 E LQIT/PBT-08

[PBT - 07

100

=S

©

[3)

c Cl

P 50

=

w

- N‘N/}©\

I: N\{/ OH
] OZNmS
0 +—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Comprimento de onda (cm-1)
PBT - 08

100

&

o

2

;g 50 - Cl

=

172}

&=

= NN

b N\\//‘ OH
e e e T e S
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Comprimento de onda (cm-1)



100

ANEXO F - ESPECTRO DE IV DOS COMPOSTOS LQIT/PBT-09 E LQIT/PBT-10
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ANEXO G - ESPECTRO DE RMN DE 'H DO COMPOSTO LQIT/PB-01

Puse sequence PROTON Te ratre
5 ames Coecromesr Aglient3dd.vnmre300

UFPE 03.08.2018

v S . :
e L S X JL
IITTI'[IITIITI'I'I['ITI'I'IIITIITIITIl'lllllllllllllllllIIIIllllIIIIIIII|IIII|IIII|IIII
14 12 10 8 6 4 2 0 ppm
e Lt Lt L
5 B 253 3
- - 6w s
- - -

Piot date 2018-03-03

Data fie cxp
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ANEXO H - ESPECTRO DE RMN DE *H DO COMPOSTO LQIT/PB-02

Goste. 2
Sarpic Name  QRE1_2 Puze sequence PROTON Temperature 27 © wnmel
Date coliecind 20180003 oivert GmEo Coscriocss Aglentdid-.vnmit 300 = L al

rrrrrgyrrrryrrrryrrrr|yrrrryrrrr|jrrrryrrrr|yrrrrJrrrrr|prrrr|rrrrr|prrrryprrrrprrrorprorrT

B (-

14 12 1 8 6 Bt 2 0 pPpm
Y Y s
- b w am £
@ - = "~ w l

Pict gate 20180303
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ANEXO I - ESPECTRO DE RMN DE 'H DO COMPOSTO LQIT/PBT-01

Goate 2
Sa~pie Name  QO816_2 Puse sequence PROTON Temperature T Study omncr  wamel
Date coleci=d 20180803 Soivert dmeo Soecrooess Agientdd-vnmrt 300 Operator  whenrl
EmanusiNens
Amoctra PET01
Solicitacao N. GOB24-42
UFPE 03.00.2018
/
¢
i i A_J\J ™ M A A
rrrrr[yrrrr[rrrr [ rrrr[rrrr [ rrr T[T [T [T T T T [T T T[T T[T T
12 11 10 9 8 7 3 5 4 3 2 1 0 ppm
e T ek re —_—— L
- " w e - - - -
o w = ~ - - -
- ™ n e o - - -
- - -

Dol fie exp

Piot date 2018-05-03
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ANEXO J - ESPECTRO DE RMN DE 'H DO COMPOSTO LQIT/PBT-02

Gose 2
Sampie Name  QO816_2 Puse sequence PROTON Tempersture 27 Study omner wamel
Dale colecied 20180004 Sovert dmeo Specrometsr  Aglent3d0-vamre300 Cperator vnenrl
EmanueiNena
Amoctra PET02
2ollotacao N. Q082443
UFPE 04.08.2018
' 4
|
(
L1 j |
l l | A L A
rrrrrryrrrrrrrrrrrrrr[rrrrrrr P Tt L LI LB B | LU LB
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm
e ity e — e
° = ® o @ O - I -
- T a8 @A - = <
o o wwn Ve = ow a - -

Data fie exp Pict aste 2015-09-04
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ANEXO K - ESPECTRO DE RMN DE 'H DO COMPOSTO LQIT/PBT-03

PEMMAIW_ocallb
Sarpie Name  pEmmMATW_oalib Puze sequence  PROTON Temperature I7 Study omner  wamel
Date coliected  2018-00-12 Scivert ameo Specrometsr Aglient30d.vnmre300 ery wnenr1
EmanusiNena
Amoctra PET03
lolloftacac N Q082424

I A A—J—JL “Jdi i t A A L_ l
rrrrr rrtrvoprrrtvrrr v rrrr o rrroo.rrrrrprrrr|rrrr T[T 1T

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Data fie exp Piot aate 2018-09-12
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ANEXO L - ESPECTRO DE RMN DE 'H DO COMPOSTO LQIT/PBT-04

pEmmMALW _calib
aTois Name  pammmAIW_ocalib Puse sequence PROTON Temperature 27 Study caner wnmel
Date 2018-08.12 Soivert dmeo ecroretsr Aglient3dd.vnmre300 Operstor wnenrl

Amoctra PET4
2oliotacac N. GOB24-46
UFPE 12.08.2018

N L

rrrrv|yrrrrjr¢rrryrrrryryrrvrjyryrrvrJyrrrryrrrrrrrrr|yrrrrr|r1rr1rr|rrrrr|1rrr11v

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm
- % - o w -3 @
“z “*- X = i -

Data fie exp Pt aste 2018-09-12
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ANEXO M - ESPECTRO DE RMN DE 'H DO COMPOSTO LQIT/PBT-05

pEMMALW _oalib
= Name  pEmemASW_collb
¥ ecied 2018-08-13

Puse 2

sequence  PROTON Temperature

Coerater

Amoctra PBT06
Zolictacao N. Q082461
UFPE 13.00.2018

e A A

| AL A T UL L L L L L L L L L [N L L L L L L LN L L L L L L L LN L L L L L

14 12 10 g 6 H 2 0 ppm
L - J L - J L . i T 1 . J
z a 2 E 3
. 2 % & 2

Data fie exp

Pict aate 2018-09-13
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ANEXO N - ESPECTRO DE RMN DE *H DO COMPOSTO LQIT/PBT-06

Goe1e_2

Sarpie Name GOS10_2
Date colecied 201800412

Temperature 27
Soecromes AQHentidt.vnmrt300

Amoctra PET08
Sollotacac N. Q082448
UFPE 12.00.2018
J L L |
I T T T I T T T I T T I T T T T I T T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T I T T
11 10 S 8 7 3 2 1 0 Ppm
LEJ S eSN3
- .~ owh w

Data fie exp

Pt aste 2018-09-12
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ANEXO O - ESPECTRO DE RMN DE 'H DO COMPOSTO LQIT/PBT-07

pammAIW_oallh
Sapie Mame  pammnAIW_ocallb Fulze sequence PROTOMN Tempemature I7 =tucy oamer  wnmr
Oinie colieci=d  2048-08-12 Solvert dmeo spectoret=r Aglentld-vnmre 00 Cperasftor v

EmanusiBsns
Amoctrs PETAOT
Zollofacac M. GOE2LET
UFPE 12.00.2018
I JJU:.._‘_J.L‘J\._L A L PR ]
LAY L N B B L e B L B Y L B Y O L O Y L Y O D Y D O Y I L Y N N Y I N L I B L O B
11 10 9 7 6 5 4 3 2 1 0 Pom

20.03

-I: o
55.21{
§.53C

L
3
3
X
5

Piot date 2012-03-13

Dat fie homescentralmmrsystd:



ANEXO P - ESPECTRO DE RMN DE *H DO COMPOSTO LQIT/PBT-08

pammiAZW_oallb
cle Hame  pEmmAZW_sallh sequence  PROTON peralure IF fudy owner  wnmel
Dale collecied  2098-08-12 o dmeo cometr Aglenti-ynmres00 perator  wnenerl
Emaniusiiena
Amostra PET-08
Zollofacac K. QUE24-2E
UFPE 12.08.0018
1 lm LL_'—'—""'_"""\J—__ L il . i
LANNNL Y L D I N L L L O I O N S I D O N L N Y I N N Y L L Y L L L L L L B B B
12 11 10 g ! 7 3 5 4 3 2 1 0 FE@
L T | L 1
T TrEE z T =
b - mm w o= e
- W omE o i - w
™ - ]
Piot daie 2015-09-13

Cata fie home/'centralimmrsysid: RMN_0 &Sstembro/G0824_28 1had
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ANEXO Q - ESPECTRO DE RMN DE 'H DO COMPOSTO LQIT/PBT-09

pEmen&SW_oalll
Sample Name  pammASW_sallb Fuze sequence PROTON Temperatur= 236 =tady owmer wnmr
Daie coliecied  201B-08-13 Soivert  dmeo spectometsr Aglents-nmres00 Cperaior  wnemr]
Emanusikana
Amoctra FET-08
Zollofacac K. GHIE2-26

UFFE 13.08.3018

e
LIS N N S N L N S B I I N B B T LI B B R |
10 9

I
g 7 5 4 3 2
L'n_‘ L1 IL . 1
™

]

o Ppm

e~
W

5.41
« 65

11.53
12

]
-

-
-

LM | J

2s0]

Data fie =xp

Piot dai= 2012-03-13



EmanuslHena

Amoctra PET-10
Solloiacac K. GDE24-E0
UFPE 12.08.3018

ANEXO R - ESPECTRO DE RMN DE *H DO COMPOSTO LQIT/PBT-10

pEmMATN_oall
oz Mame  pamenASW_callb Fuse sequence  PROTON Temperalure 26 Sy ner wnmrl
Date colecie=d  2018-08-13 Soivert dmen spectometsr  Agllentlsi-nmmresi0 Cperaior  wnemrl

|
oW — . h L

|
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T | T T T T I T T T T I T T T T I T T T T | T T T T I T T T T I T T T T I T T T T | T T T T I T T
11 10 9 8 7 ] 5 4 3 2 1 0 Ppm
S e e T ! = =
B o m M = w -
A - 3 - -
Cata fie =yp

Piot date 2012-09-13
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ANEXO S - ESPECTRO DE RMN DE *C DO COMPOSTO LQIT/PB-01

Gea1e_2
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ANEXO T - ESPECTRO DE RMN DE *C DO COMPOSTO LQIT/PB-02

= I
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ANEXO U - ESPECTRO DE RMN DE 3C DO COMPOSTO LQIT/PBT-01

@i a
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ANEXO V - ESPECTRO DE RMN DE 3C DO COMPOSTO LQIT/PBT-02
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m
m

@E18_2
M1E08-12

ANEXO W - ESPECTRO DE RMN DE 13C DO COMPOSTO LQIT/PBT-03
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ANEXO X - ESPECTRO DE RMN DE 3C DO COMPOSTO LQIT/PBT-04
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ANEXO Y - ESPECTRO DE RMN DE 3C DO COMPOSTO LQIT/PBT-05
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ANEXO Z - ESPECTRO DE RMN DE *C DO COMPOSTO LQIT/PBT-06
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Gate 2

ANEXO AA - ESPECTRO DE RMN DE **C DO COMPOSTO LQIT/PBT-07
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ANEXO BB - ESPECTRO DE RMN DE *C DO COMPOSTO LQIT/PBT-08
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ANEXO CC - ESPECTRO DE RMN DE *C DO COMPOSTO LQIT/PBT-09
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ANEXO DD - ESPECTRO DE RMN DE *C DO COMPOSTO LQIT/PBT-10
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