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RESUMO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sdo estimadas 700.000 mortes
anualmente, podendo chegar a um total de 10 milhées em 2050, devido a infeccdes por
microrganismos multirresistentes. Esse cendrio se agrava pela ndo descoberta de novos
farmacos, que possam ser utilizados contra microrganismos. Portanto, o presente trabalho teve
por objetivo a sintese de novos candidatos a farmacos, que desempenhem bons aspectos
farmacocinéticos e atividades bioldgicas satisfatorias. Neste sentido foram sintetizadas novas
moléculas tiossemicarbazonas e tiazois, que apresentaram destaques nas atividades in silico e
in vitro. Os compostos apresentaram propriedade moleculares que obedeceram as regras de
Lipinski e Veber. Estas moléculas sdo conhecidas por sua versatilidade nas atividades
bioldgicas, dentre as quais a antioxidante. Foram utilizados dois métodos o 1,1-difenil-2-
picrilhidrazina (DPPH) e 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-4cido sulfénico) (ABTS), os
tiazois foram destaques no DPPH com ECso que variaram entre 439,4 a 691,67. Ja no ensaio
de ABTS, as tiossemicarbazonas destacaram-se com ECso de 39,19 a 50,03. Como citado
anteriormente 0s compostos obedeceram as regras dos estudos de in silico. Também foi
realizada a interacdo com a Albumina Humana (HSA), onde todos os derivados apresentaram
100% de hipocromismo no sitio de competicdo, e com Stern-Volmer (Ksv), que variaram de
3,63x10* a 11,6x10° mol/L, possuindo capacidade de ligagdo moderada a alta com a HSA. A
citotoxicidade dos compostos foi determinada através da técnica do 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil brometo de tetrazolina) (MTT). Foram utilizadas as linhagens macréfagos J774,
onde as tiossemicarbazonas obtiveram 1Cso ¢e 41,15 € 61,28 uM, sendo 0s compostos menos
toxicos para a linhagem testada. A atividade antimicrobiana foi determinada através das
técnicas de concentragcdo minima inibitéria (CIM) e concentragdo minima bactericida (CMB)
e fungicida (CMF) dos compostos. Nesta atividade, as moléculas testadas foram capazes de
inibir o crescimento de cepas como: Acinetobacter baumannii, Candida albicans, Candida
glabrata, Candida guilliermondii, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus. Na atividade antibacteriana pode-se destacar os compostos LQIT/PB-
02 que apresentou CIM que variaram de 37,5 a 150 pg/mL para todas a cepas testadas. J& na
atividade antifingica o composto obteve CIM para C. albicans e C. guilliermondii de 12,5
pg/mL. Os resultados obtidos pela novos derivados demonstrassem promissores, tornando-0s
candidatos a novos farmacos antimicrobianos.

Palavras-chaves: Novos Farmacos; Tiazois; Tiossemicarbazonas; Antimicrobianos.



ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO), an estimated 700,000 deaths are caused
annually, which could reach a total of 10 million by 2050, due to infections caused by
multidrug-resistant microorganisms. This scenario is aggravated by the lack of discovery of
new drugs that can be used against microorganisms. Therefore, the present study aimed to
synthesize new drug candidates that have good pharmacokinetic aspects and satisfactory
biological activities. In this sense, new thiosemicarbazone and thiazole molecules were
synthesized, which showed outstanding in silico and in vitro activities. The compounds
presented molecular properties that obeyed the Lipinski and Veber rules. These molecules are
known for their versatility in biological activities, including antioxidant activity. Two
methods were used: 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine (DPPH) and 2,2"-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS). Thiazoles stood out in DPPH with ECso
ranging from 439.4 to 691.67. In the ABTS assay, thiosemicarbazones stood out with ECsg
ranging from 39.19 to 50.03. As previously mentioned, the compounds followed the rules of
in silico studies. The interaction with Human Albumin (HSA) was also performed, where all
derivatives showed 100% hypochromism at the competition site, and with Stern-Volmer
(Ksv), which ranged from 3.63x10* to 11.6x10° mol/L, having moderate to high binding
capacity with HSA. The cytotoxicity of the compounds was determined using the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazoline bromide (MTT) technique. The J774
macrophage cell lines were used, where the thiosemicarbazones obtained 1Csq of 41.15 and
61.28 pM, being the least toxic compounds for the tested cell line. The antimicrobial activity
was determined using the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) and fungicidal concentration (MFC) techniques of the compounds. In
this activity, the tested molecules were able to inhibit the growth of strains such as:
Acinetobacter baumannii, Candida albicans, Candida glabrata, Candida guilliermondii,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus. In terms of
antibacterial activity, the compounds LQIT/PB-02 stood out, presenting MICs ranging from
37.5 to 150 pg/mL for all strains tested. In terms of antifungal activity, the compound
obtained MICs of 12.5 pug/mL for C. albicans and C. guilliermondii. The results obtained by
the new derivatives were promising, making them candidates for new antimicrobial drugs.

Keywords: New Drugs; Thiazoles; Thiosemicarbazones; Antimicrobials.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas decadas € crescente a dificuldade no tratamento de infec¢bes microbianas,
devido ao aparecimento da resisténcia a diversas classes de compostos antimicrobianos. A
resisténcia microbiana torna-se uma problematica, pois ameaca a salde publica. Tal
caracteristica nos microrganismos vem sendo impulsionada pelo uso inadequado de
medicamentos antimicrobianos ao longo dos anos, sendo estes utilizados na saude humana e
animal (Wang, Q. et al., 2020). Segundo Vila-Costa et al. (2017), a resisténcia microbiana
pode estar atrelada a diversos mecanismos desenvolvidos por estes organismos como:
Transferéncias de genes de célula para outra; Degradacdo da estrutura quimica auxiliada de
enzimas especificas produzida pela célula; E ativacdo de bombas de efluxo de membrana.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) destaca a importancia da vigilancia e o
desenvolvimento de alternativas que possam combater as cepas resistentes, uma vez que estes
microrganismos sdo uma problematica sem igual, levando a milhares de mortes ao ano
(Murray, et al., 2022). A OMS colocou algumas espécies de microrganismos patogénicos
como prioridade critica para a pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novas alternativas
terapéuticas, dentre as quais estdo Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa. Estas
bactérias representam a alta incidéncia de resisténcia microbiana, o que vem preocupando
diversos pesquisadores, onde poucas drogas sdo capazes de combaté-las e novas drogas
eficazes ndo estdo surgindo (Coates, et al., 2019).

A descoberta de novos farmacos passa por diversas etapas dentre as quais o
planejamento e sintese encontram-se no inicio do processo e estudos pré-clinicos in vitro
corroboram com sua eficacia. As tiossemicarbazonas sdo um grupo de moléculas que
apresentam diversas atividades bioldgicas e que sdo utilizadas como protétipos a novos
farmacos na quimica medicinal. Os grupos presentes nas estruturas das tiossemicarbazonas
(OH, NH e CN) contribuem para a estabilizacdo de interacdes polares entre os inibidores e
residuos de aminoacidos, no canal de acesso das enzimas biologicas (Leigh et al., 2011).

Sibuh et al. (2021) destacam que devido a sua estrutura privilegiada, as
tiossemicarbazonas apresentam boa disponibilidade de modos de ligagdo, excelente
complexacéo e variedade de modos de coordenagdo com o acido desoxirribonucleico (DNA),
demonstrando ser um alvo de interesse para novos prototipos de tiossemicarbazonas. Esta
classe de moléculas vem sendo bastante relatadas, por desempenharem diversas atividades
bioldgicas, tais como: Antimicrobiana (Ezzat, et al., 2022), antioxidante (Eglence-Bakir, et
al., 2021), antiparasitaria (Silva, et al., 2021), anticancerigena (Sibuh, et al., 2021).
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Apesar das tiossemicarbazonas apresentarem grande potencial de atividades
bioldgicas, elas também séo utilizadas como intermediarios reativos para a formacao de anéis
heterociclicos como as: tiazolidinas, tiazolidiononas e tiazol (Mishra, Kumari & Tiwari,
2015). Os compostos heterociclicos desempenham um papel crucial nos sistemas biologico,
além de estarem presentes em grande diversidade de candidatos a farmacos como
caracteristicas antimicrobianas, anti-tumoral, anti-inflamatorio, antiviral, antimicrobiano,
antifangico e antidiabético (Manjal, et al., 2017).

Babu et al. (2019) compreendem que 0s compostos heterociclicos azbis sao
importantes constru¢bes quimicas para o desenvolvimento e melhoramento de compostos
bioativos, destacando o nucleo tiazol, como componente importante de farmacos utilizados na
clinica, desempenhando uma ampla versatilidade de atribuicdes bioldgicas. O ndcleo tiazol é
uma molécula ndo carcinogénica, que pode ser facilmente metabolizada por reacbes
bioguimicas de rotina e exibem uma variedade de atividades biolégicas manifestadas por sua
presenca em muitos compostos biologicamente ativos (EI-Achkar, et al., 2015).

Este nucleo apresenta diversas atividades biologicas descritas na literatura tais como:
antimicrobiana (Sengel & Sahiner, 2017), anti-inflamatéria (Nalawade, et al., 2019),
antioxidante (Pund, et al., 2022), anticancer (Oliveira, et al., 2021). Compostos tiazlis
derivados das tiossemicarbazonas possuem em sua estrutura as bases de Schiff (-C=N-), que
sdo encontradas em muitos compostos ativos devido as suas atividades fisiologicas e
farmacoldgicas. Nestes compostos, 0 grupo corrobora com desempenho em atividades
bioldgicas como as antibacterianas e antifungicas (Ayati, et al., 2015), demonstrando uma
forte interacdo e inibicdo das proteinas citoplasmaticas (Alves, et al., 2021; Aggarwal, et al.,
2022).

Com base nestas observacdes, o presente trabalho tem objetivo de demonstrar o
potencial dos derivados novos de tiossemicarbazonas ( 4-(3-(4-nitrofenil)-4-feniltiazol-
2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol) e tiazois  (4-(3-(4-clorofenil)-4-feniltiazol-2(3H)-
ilideno)hidrazina)metil)fenol) frente as atividades in silico: Absor¢do, Distribuicéo,
Metabolizacdo e Excrecdo (ADME) e in vitro: Intercalagdo com DNA e HSA; Antioxidante;

Citotoxidade frente a uma linhagem de macro6fagos; e Atividade antimicrobiana.



17

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar as atividades in silico e in vitro de novos derivados de tiossemicarbazonas e

tiazéis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Sintetizar os compostos tiossemicarbazonas e novos derivados tiazois;
e Auvaliar os parametros farmacocinéticos e toxicoldgicos (ADME) in silico;

e Auvaliar as caracteristicas citotoxicas e a producao de oxido nitrico (NO) in vitro frente

a linhagem J774 de macrofagos;

e Determinar o perfil antioxidante in vitro dos novos derivados utilizando o método de

capturas de radicais livres por DPPH e ABTS;

e Avaliar a interacdo in vitro dos derivados com a Albumina Humana (HSA) e DNA

através da emissao de fluorescéncia;

e Determinar a atividade antimicrobiana in vitro dos novos derivados frente a cepas

fangicas e cepas bacterianas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 RESISTENCIA MICROBIANA

Por muitos anos, as infeccGes microbianas eram a maior e principal causa de
morbidade e mortalidade em todo 0 mundo, a populacdo apresentava expectativa de vida entre
4 a 5 décadas, onde doencas infecciosas menores frequentemente progrediam para quadros de
sepse e posteriormente morte (Dhingra et al., 2020). A descoberta da penicilina em 1928 por
Alexander Fleming revolucionou o tratamento de diversas infec¢des, reduzindo as taxas de
mortalidade ao longo dos anos em 25-30% para pneumonia adquirida na comunidade e
associada aos cuidados de saude, 75% para endocardite, 60% para infeccGes meningeas ou
cerebrais e 11% para celulite (Dhingra et al., 2020; Kamat & Kumari, 2023).

Apesar de sua eficacia, frente a diversas cepas bacterianas, 0os antimicrobianos veem
apresentando falhas nos tratamentos, devido a crescente resisténcia microbiana, que foi
impulsionada pelo uso inadequado e exacerbado dos antibioticos (Khoshgoftar et al., 2021). A
resisténcia aos antibiodticos é, portanto, uma ameaca mundial, especialmente em paises em
desenvolvimento com uma alta densidade populacional, onde o uso responsavel e prudente

dos antimicrobianos ndo apresentam controles (Puvaca, et al., 2023).
Com o advento da pandemia da COVID-19 a resisténcia microbiana intensificou:

“A pandemia de COVID-19 exacerbou o problema e acelerou a
transmissdo e o0 surgimento de cepas multirresistentes como:
Acinetobacter spp. e Enterobacterales resistentes a carbapenémicos em
hospitais durante a pandemia. Embora as razdes subjacentes a esses
aumentos sejam mal compreendidas, a prescricdo inadequada de
antibidticos no inicio da pandemia e o fato de que o atendimento de
pacientes muito doentes com COVID-19 em hospitais exigiu 0 uso
prolongado de ventiladores e cateteres, frequentemente associado ao

’

aumento do uso de antibioticos, podem ser fatores contribuintes.’

(Abbas et al., 2024).

O uso constante dos antimicrobianos tem levado ao surgimento de resisténcia por parte
das bactérias, através do processo de selecdo natural, ocasionado pela pressao exercida pelo
uso exagerado de antibidticos (Hou et al., 2023). Tal uso é observado ndo apenas na clinica
humana, mas na pecuaria, que por vezes sao aplicadas doses em excesso nos animais, sendo

compostos de facil eliminacdo (através das fezes e urina), acabam contaminado regides
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proximas da criacdo (Chis et al., 2021), tornando-se contaminantes recorrentes do solo e
ambientes aquaticos (Liu et al., 2024).

Segundo Hiller et al. (2019) a pressdo seletiva € uma das caracteristicas que podem
levar a resisténcia microbiana, que dentre elas os microrganismos podem apresentar
mecanismos intrinsecos e extrinsecos. Os fatores intrinsecos de resisténcia podem envolver
mecanismos de degradagdo dos antimicrobianos, por enzimas existentes na célula (Vila-Costa
et al., 2017), ou ainda remocdo fisica intracelular das estruturas antibidticas pela ativacdo de
bombas de efluxo de membrana (Kamat & Kumari, 2023), como ocorre em cepas de A.

baumannii.

Liu et al. (2019) afirmam que a resisténcia microbiana pode surgir de forma natural,
através de mutacdes espontaneas, modificando os genes que podem contribuir com processos
de eliminacdo dos compostos nocivos ao corpo celular. Genes de resisténcia microbiana
podem ser adquiridos através de mecanismos de transferéncias laterais de genes, que envolve
a conjugacao ou transformacédo (Ferraro et al., 2024). Em P. aeruginosa, a maior taxa de
resisténcia as fluoroquinolonas ocorrem através de genes adquiridos, que levam a modificacdo

das subunidades enzimaticas (Azam & Khan, 2019).

A literatura aponta para uma possivel era pos-antibidtica, onde os antimicrobianos
seriam indteis para tratar infeccdes por patdgenos multirresistentes (Sugden & Davies, 2016).
De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) sdo estimadas 700.000 mortes
anualmente, podendo chegar a um total de 10 milhdes em 2050, devido a infecgdes por
microrganismos multirresistentes (Hou et al., 2023). Esse cenario se agrava pela néo

descoberta de novos farmacos, que possam ser utilizados contra estes microrganismos.

A OMS elencou um grupo de microrganismos de alta periculosidade e necessidade de
monitoramento, dentre esse grupo encontram-se espécies de: Acinetobacter Baumani;
Pseudomonas aeruginosa; Sthaphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), como
bactérias que apresentam multiplos mecanismos de resisténcia e alta viruléncia (Aurilio et al.,
2022). Estas bactérias vém causando muitos danos a pacientes hospitalizados, sendo as
principais causas de doencas infecciosas nosocomiais duradouras e letais (Tafvizi et al.,
2019).

A cada ano, milhdes de pacientes, em todo 0 mundo, s&o internados em unidades de
terapia intensiva (UTIs), este ambiente hospitalar é frequentemente chamado de epicentro de
infeccOes oportunistas e da propagacdo de microrganismos (Johani et al., 2018). Segundo o

Boletim Epidemioldgico (2024) da Secretaria de Vigilancia em Saide e Ambiente (Ministério
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da Salde, Brasil) devido ao impacto econémico e social do pais existe um aumento do tempo
de internacdo, pelo custo e complexidade dos tratamentos frente a microrganismos

multirresistentes.

Ainda segundo a Secretaria de Vigilancia em Saide e Ambiente (2024) as infeccbes
bacterianas prolongadas veem gerando preocupacao por surgimento de quadros de infeccéo
simultaneas por fungos oportunistas. Segundo Kato et al. (2018) o uso prolongado dos
antimicrobianos podem gerar a aberturas para a coloniza¢do por 20 espécies de leveduras,
dentre elas: Candida albicans, Candida tropicalis e Candida glabrata. No Brasil a infeccédo
por Candida auris vem sendo descrita como a coinfec¢do principal em pacientes criticos
(adultos e criangas) internados nas UTIs, sendo em patdgeno fungo emergente e resistente a
diversos antifungos (Borges & Nascimento, 2021).

De acordo com a OMS a resisténcia € um problema que ameaca a salde publica,
devido ao surgimento de bactérias e fungos resistentes aos antimicrobianos convencionais,
portanto, a pesquisa e o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas tornam-se
necessaria. Com intuito de desenvolver novos antimicrobianos, varias abordagens de pesquisa
tém buscado maneiras de resolver a crise de antibioticos. Produtos naturais extraidos de
plantas e microrganismos (Da Silva et al., 2017), fototerapia (Dharmaratne et al., 2020), uso
de probidticos (Nataraj et al., 2021) e moléculas organica sintéticas (Quin et al., 2020), estdo

entre as principais apostas.

3.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA E VIRULENCIA MICROBIANA

Os microrganismos apresentam diversos mecanismos que corroboram com a
degradacdo, inativacdo e/ou expulsdo das estruturas quimicas dos antimicrobianos. De acordo
com Kamat & Kumari (2023) existem fatores celulares intrinsecos e extrinsecos das espécies
microbianas que estdo relacionados com a resisténcia algumas classes de antimicrobianos.
Wang et al. (2020) relatam que bactérias gram-negativas da familia Enterobacteriaceae séo
naturalmente resistentes aos B-lactamicos, e dependendo de sua localizacdo no globo podem
apresentar resisténcia a outras classes de antibioticos.

Em bactérias gram-positivas a resisténcia foi impulsionada por pressao seletiva, onde
diversos genes de resisténcia foram criados e disseminados em Staphylococcus spp.,
apresentando resisténcia a diversas classes de antibioticos como antibidticos tetraciclinas,
macrolideos, lincosamidas, estreptograminas, fenicois, aminoglicosideos, pleuromutilinas,

oxazolidinonas, diaminopirimidinas, sulfonamidas, entre outros (Feller et al., 2018). Nas
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leveduras mecanismos de viruléncia, como a superexpressdo de bombas de efluxo em isolados
clinicos de Candida spp., contribuem diretamente para a resisténcia aos antifangicos (Lo et
al., 2015).

Candida glabrata ¢ uma das espécies as quais apresentam resisténcia intrinseca aos
azois e as equinocandinas (Farmakiotis & Kontoyiannis, 2017). De acordo com Santos &
Ishida (2023) a resisténcia intrinseca aos az6is também estdo presentes em cepas de Candida
Krusei e Candida auris, esta ultima cepa gera uma alerta por apresenta multipla resisténcia a
diversos antifungicos e por ser resistente no ambiente hospitalar, levando a diversos casos de
infeccao.

Em P. aeruginosa existem diversos fatores que corroboram com a sua capacidade de
driblar os antibidticos, Azam &. Khan (2019) destacam a resisténcia intrinseca da cepa
aeruginosa que envolve mecanismos de diminuicdo da permeabilidade de membrana externa,
expressdo de bombas de efluxo e produgdo de enzimas inativadoras de antibidticos. Segundo
Pang et al. (2019) P. aeruginosa apresentam mecanismos adquiridos e adaptativos que podem
incluir: mutacdes cromossdmicas nos genes que codificam as subunidades das enzimas DNA
girasse e topoisomerase IV; fatores ambientais (choque térmico, deficiéncias nutricionais,
anaerobiose, niveis de cétions).

Em S. aureus diversos mecanismos podem auxiliar sua resisténcia, dentre eles
mecanismos intrinsecos e adaptativos como: a limitacdo da absorcdo do farmaco, modificacdo
do alvo do farmaco, inativagdo enzimatica do farmaco e efluxo ativo do farmaco (Yilmaz &
Aslanta, 2017). Staphylococcus spp. tém como principais mecanismos a hidrélise enzimatica
e bombas de efluxo de membrana (Pajares-Chamorro et al., 2019). Segundo Maleki et al.
(2020) Staphylococcus spp. apresentam viruléncia acentuada, destacando sua alta capacidade
de colonizacdo de tecidos com auxilio de adesinas, liberacdo de toxinas, capacidade de
hemolise e formacdo do biofilme.

Outro microrganismo que possuir alta capacidade de colonizacdo de superficies
bidticas e abioticas € A. baumannii, conforme Rahbar et al. (2019) esta capacidade esta
relacionada a adesinas, proteinas que auxiliam na ligagdo bactéria-superficie, tal caracteristica
cooperam para a formacdo de biofilmes na superficie celular do hospedeiro infectado, bem
Como na sua permanecia nas superficies no ambiente hospitalar. Segundo Xu, et al. (2019) A.
baumannii apresenta um otimo sistema de bomba de efluxo, composto por 3 tipos de
proteinas que apresentam um perfil de substrato amplo podendo diminuir a suscetibilidade aos
aminoglicosideos, tetraciclinas, eritromicina, cloranfenicol, trimetoprim, fluoroquinolonas e

alguns B-lactamicos.
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O Ministério da Saude (Brasil, 2024) demonstram que P. aeruginosa e A. baumannii
s80 espécies que possuem altas capacidades infecciosas, apresentando diversos mecanismos
de viruléncia e genes de resisténcia adquiridos, que levam a resisténcia a carbapenémicos.
Ainda de acordo com o Ministério da Salde estas cepas precisam ser investigadas e
combatidas nos proximos anos, ocorrendo assim sua diminui¢do nos ambientes hospitalares, e
evitando a propagacdo de genes as diversas classes de antibidticos de uso comum do Brasil.

Outro microrganismo que vem causado alerta das autoridades sanitarias do Brasil é C.
auris. Candida spp. apresentam diversos mecanismos de viruléncia tais como: capacidade de
aderir a células epiteliais bucais humanas e células endoteliais, a transi¢cdo levedura para
pseudo-hifas, a producdo de enzimas hidroliticas extracelulares, formacdo de biofilme e a
capacidade de evitar o ataque de células do sistema imunoldgico (Pinto et al., 2019). Dentre
as especies de Candida, C. auris apresente o maior fator contribuinte para a viruléncia de que
as aspartil proteinases secretadas (SAPS):

“Essas enzimas tém sido implicadas em muitas fungdes como adeséo,
formacdo de biofilme, formacdo de parede celular e degradacdo do
tecido hospedeiro. Também foi demonstrado que as SAPS séo proteinas
resistentes a temperaturas de 42° C, regulam negativamente o sistema
imune e evitam as respostas inflamatorias do hospedeiro.” (WATKINS,
etal., 2022)

Segundo Lukowska-Chojnacka, et al. (2019) destacam que para evitar a resisténcia de
cepas microbianas novos candidatos a farmacos devem ser introduzidos, contendo
caracteristicas quimicas que diferem daquelas dos medicamentos atuais, principalmente
apresentando biodisponibilidade acessivel, baixas interacdes medicamentosas adversas e que

consigam driblar os principais mecanismos de defesa das células microbianas.

3.3 TIOSSEMICARBAZONAS

As Tiossemicarbazonas sdo uma classe de compostos organicos conhecidos por seus
efeitos quimicos e bioldgicos, amplamente estudados na farmacologia por suas capacidades
antitumorais, antibacterianas e antivirais. Esta classe de moléculas é constituida pela presencga
de heterodtomos de nitrogénio e enxofre, das quais se destacam as por¢des hidrazonica
(HC=N-NH-) e tioamida (S=C-N-) por suas interacbes com meios bioldgicos.

As tiossemicarbazonas podem ser obtidas de duas principais formas: Direta - pela
reacdo quimiosseletiva de aldeidos e/ou cetonas com as tiossemicarbazidas, e obtencdo
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Indireta - através da preparacdo prévia das tiossemicarbazidas, utilizando hidrazina (NH2-
NH2), seguida de condensacdo com os derivados carbonilados (Tendrio, et al., 2005).

A reacdo necessita de um catalisador, podendo ser um acido 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, fendbmeno denominado prototropismo (Pedrosa, 2017). Apés 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 ligagdo pi, deixando o mesmo instavel,
ocorrendo assim a liberacdo do proéton estabilizando a molécula e formando os intermediarios

tiossemicarbazonas (Figura 1).

Figura 1 — Esquema Geral da obtenc&o indireta, utilizando aldeidos para formagéo da
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Fonte: Autor, 2024.

As tiossemicarbazonas sdo compostos de facil obtencdo e que apresentam perfil
farmacologico amplo, devido as suas fortes interagdes moleculares com os meios bioldgicos.
Segundo Leigh et al. (2011) os grupos -NH e -CN contribuem diretamente para estabilizacao
de interagdes polares com os amino&cidos presentes nas enzimas bioldgicas, além de serem
especificas para seus alvos. Estas moléculas sdo conhecidas por formar complexos metalicos,
0 que torna suas atividades mais promissoras, pois podem coordenar os metais das enzimas
bioldgicas a formar complexos levando assim a sua falha (Beraldo, 2004).

As bases de Schiff (CH=N-) também estdo presentes na estrutura das
tiossemicarbazonas e sdo conhecidas na literatura por promover diversas atividades

bioldgicas, tais como antifungica e anticancerigenas, bem como promover uma ponte para a
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transmissdo de efeitos eletrénicos entre 0s grupos que estdo préximos a sua regido na
molécula (Esteves-Souza et al., 2004). Segundo Ayati et al. (2015) moléculas que apresentam
as bases de Schiff apresentam atividades bioldgica diversa, pois esta regido contribui
diretamente para a estabilizacdo da porcdo da molécula no momento das interagées com 0s
meios bioldgicos.

Compostos de tiossemicarbazonas tém mostrado resultados promissores em testes
contra microrganismos multirresistentes. Hassan et al (2020) demostrou a atividade desses
fragmentos bioativos contra cepas de MRSA. Liu et al (2022) estudou a eficiéncia de
derivados tiossemicarbazonas em inibir cepas produtoras de metallo-p-lactamases, enzimas
responsaveis por conferir maltiplas resisténcias a antibioticos, com destaque para 0 composto
28, que foi capaz de inibir Klebsiella Penumoniae resistente a Carbapenémicos (KPC), uma
das bactérias multirresistentes mais dificeis de se tratar.

Podemos observar que as tiossemicarbazonas possuem estruturas que acarretam em
bons efeitos bioldgicos e na seletividade da atividade no meio bioldgico. Esta classe pode ser
uma O6tima alternativa para os combate das doencas negligenciadas, corroborando com a
pesquisa e desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para o tratamento da:
esquistossome, leishmaniose e tripanossomiase, doengas que segunda a Organizacdo Pan-
Americana de Saude (OPAS) necessitam esfor¢os e atencdo para evitar a sua propagacao
(OPAS, 2022).

3.3.1 Tiossemicarbazonas com atividade antimicrobiana

As tiossemicarbazonas sao descritas como potenciais agentes antimicrobianos in vitro
(GULEA et al. 2012; TROTSKO et al. 2020). Esta potencialidade esta diretamente
relacionada a estrutura quimica desses compostos (ABDOLHI et al. 2019; GRAUR et al. 2022).
Sendo assim, a Tabela 1 apresenta os resultados de atividade antibacteriana promovida por
diferentes compostos tiossemicarbazonas. Os valores foram expressos Concentracdo Minima
Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima Bactericida (CMB).
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Tabela 1 - Resultados de Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima Bactericida

(CMB) promovida por diferentes compostos tiossemicarbazonas frente a diferentes bactérias.

Compostos

Resultados

Referéncias

Tiossemicarbazonas

Os compostos apresentaram CMI variando de
0,1 a> 0,1 mg/mL frente aos microrganismos
Escherichia coli e Staphylococcus aureus,

respectivamente.

SHEIKHY et al.
(2012)

Compostos de coordenacdo de
cobre com 2-formilpiridina 4-

(dimetilfenil)tiossemicarbazonas

Os compostos apresentaram CMI e CMB
variando de 0,009 a > 300 pg/mL para
Staphylococcus aureus e Shigela sonnei. CMI
de 0,009 a > 300 pg/mL e CMB de 0,018 a >
300 pg/mL para Bacillus cereus. CMI e
CMB variando de 9,37 a > 300 pg/mL para
Escherichia coli e Salmonella abony.

GULEA et al.
(2012)

Complexos  metélicos com

tiossemicarbazonas

Os resultados mostraram que os complexos
apresentaram para Escherichia coli valores de
CMI e CMB > 600 pg/mL. Para Salmonella
aboni valores CMI variando de 1,5 a > 600
pg/mL e CMB variando de 6,0 a > 600
pg/mL. Staphylococcus aureus CMI variando
de 3,0 a> 600 pg/mL e CMB variando de 1,5
a > 600 pg/mL. Por fim, Bacillus cereus onde
0Ss compostos apresentaram a mesma faixa de
CMIl e CMB 1,5a> 600 pg/mL.

PAHONTU et al.
(2015)

Compostos 1-(4-
Metoxibenzaldeido)-4-

Metiltiossemicarbazona

Os compostos apresentaram valores de CMI e
CMB de 64 e 128 pg/mL para Salmonella
typhi (ATCC 6539), Salmonella paratyphi e
Salmonella typhimurium. Em relacdo as cepas
Salmonella typhi e Salmonella paratyphi,
apresentaram CMI de 128 pg/mL e ndo

apresentaram CMB.

MBAMH et al.
(2017)
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Complexos de Hg(ll) e Zn(lIl) O composto mais ativo apresentou 0s

de bis(tiossemicarbazona) seguintes CMI/CMB para 0s microrganismos

acenaftenequinona

Staphylococcus aureus (20,8/83 pg/mL),
Staphylococcus epidermidis (20,8 pg/mL),
Enterococcus faecalis (166,5/ > 166,5
pg/mL), E. coli (166,5/166,5 pg/mL),
Klebsiella pneumoniae (166,5/166,5 pg/mL),
Pseudomonas aeruginosa (41,6/83 pg/mL),
Enterobacter  aerogenes  (166,5/>166,5
pg/mL), Proteus mirabilis (166,5/> 166.5
pg/mL), Acinetobacter baumannii (>166,5/>
166,5 pg/mL)

ABDOLHI et al.
(2019)

Tiossemicarbazonas a base de

isatina

Os resultados mostraram que todos o0s
compostos apresentaram o mesmo valor de
CMI (70 pg/mL) e CMB (80 pg/mL) para
Staphylococcus aureus. Apresentaram CMI
de 70 pg/mL para  Staphylococcus
epidermidis e ndo apresentaram valores de
CMB. Para Escherichia coli os compostos
apresentaram 0 mesmo valor de CMI (80
pg/mL) e CMB (80 pg/mL). Frente a espécies
de Salmonella CMI variando de 50 a 70
pg/mL e CMB variando de 80 a > 100pg/mL.
Bacillus cereus todos 0s compostos
apresentaram o mesmo CMI (80upg/mL) e
CMB (80pg/mL). Enterobacter faecalis todos
apresentaram CMI de 70 pg/mL e néo
apresentaram CMB. Pseudomonas
aeruginosa CMI variando de 70 a 80 pg/mL e
CMB com valores de 80 a >100 pg/mL.
Staphylococcus aureus MRSA CMI de 70
pg/mL para todos os compostos e CMB

valores variando de 80 a >100 pg/mL.

HASSAN et al.
(2020)

Tiossemicarbazonas

acetilcumarinas

de

3- Os compostos apresentaram valores de CMI

substituidas que variaram de 12,5 a > 100 puM para

TOAN et al.
(2020)
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com fragdo d -glicose

Bacillus subtilis. 0,78 a > 100 puM para
Staphylococcus aureus. 1,56 a >100 uM para
Staphylococcus epidermidis. Escherichia coli
CMI variando de 1,56 a 100 uM. Klebsiella
pneumoniae CMI variando de 1,56 a 100 pM.
Pseudomonas aeruginosa CMI variando de
1,56 a 50 pM.
variando de 3,15 a > 100 uM.

Salmonella paratyphi CMI

Compostos de

tiossemicarbazona a base de

As Tiosemicarbazonas 4-aril substituidas
apresentaram CMI variando de 2,0 a 64

pg/mL, ndo apresentaram CMB frente a

o _ espécie Mycobacterium tuberculosis. Ja os TROTSKOetal.
tiazolidina-2,4-diona
compostos  4-Tiosemicarbazonas ~ ndo (2020)
substituidas apresentaram CMI variando de
0,031 a 4,0 ug/mL e CMB variando de 0,063
a 025 pug/mL frente a0 mesmo
microrganismo.
Complexos Cu(ll) e Bi(lll) Os resultados demonstraram que a bacteria
baseados em fons Staphylococcus aureus foi a mais suscetivel
aminopolicarboxilato e 2-formil aos compostos considerados. Nesse caso, 0s
e 2-acetilpiridina  valores de CMI e CMB variaram de 0,001 a NEGUTAetal.
tiossemicarbazonas 0,5 mg/mL, indicando alta a moderada (2021)
atividade dos compostos.
De acordo com os resultados, em muitos KHEIRKHAHI,
. casos, 0 CMI dos compostos sintetizados =~ SHAABANI,
Complexos metalicos
. . coincide com o CMB (31,25 pg/mL), o que SAMADI
tiossemicarbazonas
confirma a  atividade  antimicrobiana  KAFIL (2021)
bactericida do ligante e seus compostos de
coordenacéo relacionados.
Complexo de bismuto de os compostos apresentaram CMI variando de SCACCAGLIA
quinolina tiossemicarbazona 62,5 a > 250 uM frente a espécie Klebsiella et al. (2022)

pneumoniae NDM-1

complexos de cobre, niquel,

cobalto e zinco com 2-

Os compostos apresentaram CMI variando de
0,122 a 62,5 pg/mL e CMB de 0,244 a 125

GRAUR et al.
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formilpiridina N4- pg/mL para Staphylococcus epidermidis. Para (2022)
aliltiossemicarbazona Escherichia coli CMI de 1,95 a 1000 pg/mL e

CMB de 3,91 a 500 pg/mL respectivamente.
Tiossemicarbazona Os compostos apresentaram CMI variando de LIU etal
dihidroxiphenil substituida 8 a 128 pg/mL para cepas de E.coli e K. (2022)

Pneumoniae sensiveis e multirresistentes

Fonte: autor, 2024.

Esses resultados mostram os quanto promissores Sao 0s compostos tiossemicarbazonas

frente a diferentes espécies de bactérias. Além do estudo relacionado a atividade

antibacteriana desses compostos, sera também apresentado resultados relacionados a atividade

antifungica promovida por diferentes compostos tiossemicarbazonas.

A Tabela 2 apresenta os resultados de atividade antibacteriana promovida por

diferentes compostos tiossemicarbazonas. Os valores foram expressos Concentracdo Minima

Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima Fungicida (CMF).

Tabela 2 - Resultados de Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima Fungicida

(CMF) promovida por diferentes compostos tiossemicarbazonas frente a diferentes fungos.

Compostos

Resultados

Referéncias

Tiossemicarbazonas derivadas de
piridina e seus complexos de
estanho (1V)

Os compostos apresentaram CMI variando
de 3,21 a >907,3 ug/mL frente a espécie
Candida glabrata. Para o0s demais
microrganismos Candida albicans, Candida
krusei, e Candida parapsilosis apresentaram
0 mesmo CMI variando de 6,34 a >907,3
pg/mL.

PARRILHA et
al. (2011)

Complexos  metalicos  com

tiossemicarbazonas

Os compostos apresentaram CMI variando
de 1,4 a > 600 pg/mL e CMF variando de
1,5 a > 600 pg/mL frente a espécie Candida

albicans.

PAHONTU et
al. (2015)

Os compostos apresentaram CMI variando

de 125 a 250 pg/mL frente a espécie
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Tiossemicarbazonas substituidos

com naftaleno

Candida
microrganismos Candida albicans, Candida
Candida  krusei, Candida

Candida parapsilosis,

flavus,

glabrata. Para o0s demais
tropicalis,

zeylanoides,
Aspergillus Aspergillus  niger,
Aspergillus parasiticus e Fusarium solani
apresentaram CMI de 250 pg/mL para todos

0S COmMPOstos.

ALTINTOP et
al. (2016)

Isatina N- (2,3,4,6-tetra- O -
acetil-- d- glucopiranosil) -

tiossemicarbazonas substituidas

Os compostos apresentaram CMI variando
de 3,12 a 200 pM para Aspergillus
niger, 6,25 a 400 uM para Candida albicans
e Saccharomyces cerevisiae. Por fim, CMI
variando de 6,25 a 200 para a espécie

Fusarium oxysporum.

THANH et al.
(2016)

Tiossemicarbazonas

Os compostos apresentaram CMI de 400
Candida
de 200 pg/mL para

pg/mL  Candida albicans e
glabrata. E CMI
Candida krusei, e Candida parapsilosis

respectivamente.

KAPLANCIKLI
etal. (2016)

Derivados de tiossemicarbazona

hibridos de cumarina

Os compostos apresentaram CMI de 100 a
>1000 pg/mL frente as cepas de Candida
albicans, Aspergillus niger e Aspergillus

clavatus respectivamente.

VEKARIYA et
al. (2017)

Tiossemicarbazonas a base de

isatina

Os compostos apresentaram CMI variando
de 30 a 60 pg/mL e CMF variando de 50 a
80 pg/mL frente a espécie Candida albicans.
E CMI variando de 40 a 70 pg/mL, nédo
apresentou CMF frente a espécie Aspergillus

niger.

HASSAN et al.
(2020)

de 3-

acetilcumarinas substituidas com

Tiossemicarbazonas

fragdo d -glicose

Os compostos apresentaram valores de CMI
que variaram de 1,56 a > 100 pM para
Aspergillus niger. 1,56 a > 100 uM para
Aspergillus flavus. 0,78 a >100 pM para

Candida albicans.

TOAN et al.
(2020)



https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/aspergillus-niger
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/aspergillus-niger
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/saccharomyces-cerevisiae
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/fusarium-oxysporum
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/aspergillus-niger
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/aspergillus-niger

30

0,78 a >100 pM para Saccharomyces

cerevisiae.

Complexos de cobre, niquel, Os compostos apresentaram CMI variando GRAUR et al.

cobalto e zinco com 2- de 156 a 500 pg/mL e CMF também (2022)
formilpiridina N4- variando de 15,6 a 500 pg/mL frente a
aliltiosemicarbazona espécie Candida albicans.

Isatina (N-substituida 1, 2, 3, Os compostos apresentaram CMI variando ~ GIANG et al.
4-tetra-O-acetil-p- de 0,78 a 400 pg/mL para as espécies (2022)
glucopiranosil) Aspergillus  niger, Aspergillus flavus,

Candida albicans e  Saccharomyces

tiossemicarbazonas

_ cerevisiae respectivamente.
substituidas P

Fonte: autor,2024.

Esses achados afirmam que os compostos tiossemicarbazonas podem apresentar um
carater dual, isto é, podem ser aplicados tanto para combate a infeccdes bacterianas quanto

fangicas.

3.4 TIAZOL

O mecanismo reacional para obtencdo dos derivados tiazois foi descrita inicialmente
por Hantzsch em 1887 (Souza et al., 2005). Sintese de Hantzsch € o método mais comum para
a sintese de tiazdis que envolve ciclizacdo e condensacdo de halocetonas com tioamida. A
reacao prossegue com o ataque nucleofilico do atomo de enxofre da tioamida no atomo de
carbono a da o -halocetona com formacéo de intermediario o -tiocetona e apos a desidratagdo
gera os tiazois correspondentes (Mishra, Kumari & Tiwari, 2015). A obtencdo do ndcleo
tiazol tambem 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 o-halogenado da acetofenona, levando a formacdo do intermediario e liberagcdo do
brometo. Em seguido um proton é liberado, promovendo a estabilizacdo do nitrogénio. Apds
ocorre o ataque nucleofilico da carbonila aos protons presentes no meio reacional, deixando

oxigénio instavel, onde posteriormente o par de elétrons do nitrogénio atacam o carbono


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/saccharomyces-cerevisiae
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/saccharomyces-cerevisiae
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parcialmente positivo, levando a formacdo de um anel heterociclico de cinco membros,

estabilizando o oxigénio na forma de uma hidroxila.

Figura 2 — Obtencdo do ndcleo tiazol

|T| |T| ’W O C‘T' 'T' R +

X _N N. ~ ~.N N~ 2 .. _ H

R N \,j()-- R, Bf\)LRS—’ R7TONTSSS o Bri
.S s;\
-O7 Rs
H R
I -Ro N y-Re 20H

X N N X, ..N N P NP N

R1/\N’ \\( R1/\N \\r R4 N \\(+ OH H+
S —_— S> —> S R; — >
H\”/j\
,/\-.O. R3 +Q. R3
+
H
N 52 o 2
NG -H N
RONTSEIN Ry IO g SN
S + VAR
OH2 H
H +

Fonte: Autor, 2024.

Para estabilizacdo do nitrogénio heterociclico, ocorre liberacdo 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. Apos a liberacdo da agua, o carbono ao
gual 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

formacé&o da ligacéo pi presente no anel tiazol.

O Tiazol é um composto organico heterociclico que possui uma estrutura de anel
molecular de cinco membros com formula molecular C3H3NS. Possui tanto um grupo doador
de elétrons (-S-) quanto um grupo de aceptor de elétrons (CN) (Mishra, Kumari & Tiwari,
2015). Os compostos heterociclicos nitrogenados como os tiazdis estdo presentes em 59% dos
farmacos aprovadas pela FDA (Food and Drug Administration) tornando-os as estruturas
mais significativas e privilegiadas entre os produtos farmacéuticos, podendo apresentar anéis

que variam de trés a oito membros (Vitaku et al., 2014).
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Este nucleo (Figura 3) é bastante presente nos farmacos, € um dos compostos
heterociclicos mais importantes utilizados na fabricacdo de produtos farmacéuticos como:
Sulfatiazol (Antimicrobiano), Tiabenzadol (Antifangico), Ritonavir (Antirretroviral), Cefdinir
(Antibiotico bactericida da classe das cefalosporinas), Epotilonas A e B (Farmacos
anticancerigenos), Simeprevir (Farmaco utilizado no tratamento e cura de Hepatite C),
Niridazol (Anti-Schistosoma), Fanetizol (anti-inflamatdrio) (Zablotskaya et al., 2013; OUF, et
al., 2018; Alharbi et al., 2024).

Figura 3 — Nucleo Tiazol presente nos farmacos.
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Adaptado de: Alharbi et al., 2024.

Para Babu et al. (2019) os heterociclicos azois sdo importantes construcdes quimicas
para o desenvolvimento e melhoramento de compostos bioativos, dentre eles se destacam o
nacleo tiazol como importante componente de produtos naturais e farmacos utilizados na
clinica que desempenhando uma ampla versatilidade de atribui¢des biologicas. Devido a sua
versatilidade na sintese e amplo efeito farmacologico, o tiazol tem demonstrado atencéo,
atuando como um andaime de multiplos alvos em diversos compostos naturais e sintéticos
(Siqueira et al., 2019).

Os derivados tiazdis desempenham diversos efeitos bioldgicos: anti-inflamatoria, anti-
hipertensivo, anti-HIV (Nural, et al., 2018) e antibacteriano (Saffour et al., 2024) e
antifungico (Nalawade et al., 2019). A tabela 3 demonstrara os derivados as atividades

antimicrobianas dos derivados tiaz6licos nos ultimos anos.



33

Tabela 3 — Atividade antimicrobiana dos derivados de tiazol.

Derivados tiazélicos

Atividade Antimicrobiana

Referéncia

Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa e Escherichia coli.

SHANKERRA
O, BODKE &
SANTOSHKU
MAR, 2017.

Cl

S. aureus, Streptococcus

pyogenes, Escherichia coli, P.
aeruginosa, C. albicans,

Aspergillus  niger, Aspergillus

clavatus e M. tuberculosis.

B'BHATT &
SHARMA,
2017.

Candida albicans, Candida
Candida

Candida tropicalis, Cryptococcus

krusei, parapsilosis,

gatti, Cryptococcus neoformans e

Paracoccidioides brasiliensis.

LINO et
2018.

al.,

C. albicans, C.

parapsilosis e M. tuberculosis.

krusei, C.

NURAL et al.,
2018.

C. albicans, A. niger, Rhodotorula

glutinis.

NALAWADE et
al., 2019.

Pseudomonas aeruginosa.

OLAWODE et
al., 2019.

Br

Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Candida

albicans.

ERYILMAZ et
al., 2020.

Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus

aureus, Bacillus cereus, Candida

GONDRU, et
al., 2021.
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albicans.
Escherichia coli, Enterococcus ALZAHRANI,
faecalis, Pseudomonas et al., 2022.
aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimurium,
Candida albicans.
s H\S//O Staphylococcus aureus, Bacillus JAYACHITRA,
&T o//\©\/ I subtilis,  Escherichia  coli, etal., 2023,
N/\Qi\ Klebsiella pneumoniae,
[ 7 Aspergillus  niger,  Candida
A albicans.
NH O /N/L/> S. aureus, S. faecalis, E. coli K. ALAMSHANY
N Xy \ s pneumonia,  Saccharomyces & NOSSIER,
- H cerevisiae, C. albicans. 2024.
s
| o
N
. i i Staphylococcus aureus,
C[%”/ \(% Micrococcus  luteus, Proteus SAFFOUR, et
T @ R vulgaris, Listeria monocytogenes, al., 2024.
Bacillus cereus, Enterobacter
aerogenes,  Bacillus  subtilis,
Streptococcus faecalis,
Aeromonas hydrophila.
~ A, Escherichia coli, Staphylococcus LATA, et al.,
@IM /L> aureus. 2024.

Fonte: autor, 2024.
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4 MATERAL E METODOS

4.1 ESTUDO QUIMICO

4.1.1 Sintese dos compostos

Os compostos foram sintetizados em 3 etapas de sintese:

12 Etapa (sintese das tiossemicarbazidas): Em bal6es de fundo redondo de 100 mL,
foram adicionados o diclorometano e os isotiocianatos (4-Chlorofenil isotiocianato e 4-
Nitropenil isothiocianato). Cada um em seu respectivo baldo. Apds a dissolucdo dos
isotiocianatos, a hidrazina foi adicionada na proporcédo equimolar 1:1 (mol/mol). A reacédo
procedeu por 1 hora, em agitacdo magnética. Apds este periodo, foi realizada a cromatografia
de camada delgada (CCD), para acompanhar a formacédo dos compostos. Etapa de formacéo
dos derivados 4-clorofenil)hidrazinacarbotioamida (LT-02) e 4-
nitrofenil)hidrazinacarbotioamida (LT-Nitro).

Esquema 1 — 12 Etapa de sintese: sintese das tiossemicarbazidas.

o
N. N_.N.
/@ Csg + H,N-NH, /©/ ¢ NH,
R; CH,Cl, Ry S
Isotiocianatos Hidrazina Tossemicarbazidas
Rlz N02 Cl R1: NOQ, Cl

2% Etapa (sintese das tiossemicarbazonas): em 2 baldes de 100 mL de fundo
redondo foram adicionados o etanol e o 4-hidroxibenzaldeido, sobre agitacdo magnética.
Apos a dissolugdo do 4-hidroxibenzaldeido foram adicionadas 15 gotas do acido acético em
cada baldo, passados 5 minutos foram adicionados as tiossemicarbazidas formadas na etapa
anterior nas proporgdes equimolares 1:1 (mol/mol), nos respectivos balGes. As reacOes
ocorreram por 1 hora em temperatura ambiente, sobre agitacdo magnética. As reacfes foram
acompanhadas por CCD durante todo o periodo de formagdo dos compostos. Através da
reacao de condensacao entre o 4-hidroxibenzaldeido e o LT-Nitro foi gerado o LQIT/PB-01 e
entre o 4-hidroxibenzaldeido e o LT-02 foi gerado o LQIT/PB-02.
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Esquema 2 — 22 etapa de sintese: sintese das tiossemicarbazonas.

H H H H
g N ~0 N._ _N.,#
Jou RIS - I o4 el !
R; S AcOH R; S OH
Tiossemicarbazidas 4-hidroxibenzaldeido Tiossemicarbazonas
Rlz N027 Cl R]Z NOzs Cl

32 Etapa (sintese dos tiazois): em 10 bal6es de 100 ml de fundo redondo foram
adicionado o etanol e em 5 foram adicionados LQIT/PB-01 e nos demais o LQIT/PB-02
(tiossemicarbazonas sintetizadas na etapa anterior). Ap6s a sua dissolucdo as acetofenonas
foram adicionadas (2-bromoacetophenone, 2-Bromo-4'-nitroacetophenone, 2-Bromo-4'-
chloroacetophenone, 2,4’-Dibromoacetophenone, 2-Chloro-4'-fluoroacetophenone). A reacgéo
ocorreu sobre refluxo, em 70° C e sobre agitacdo magnética, durante 1 hora. Durante todo o
periodo reacional a reacBes foram acompanhadas por CCD. Do composto LQIT/PB-01 (3)
mais as diferentes acetofenonas foram gerados os compostos LQTI/PBT-01 (5), LQTI/PBT-
02 (6), LQTI/PBT-03 (7), LQTI/PBT-04 (8), LQTI/PBT-05 (9), e com o composto LQIT/PB-
02 (4) foram gerados os LQTI/PBT-06 (10), LQTI/PBT-07 (11), LQTI/PBT-08 (12),
LQTI/PBT-09 (13), LQTI/PBT-10 (14).

Esquema 3 — 3? Etapa de sintese: sintese dos Tiazois.

R,
HOH Q @
Ry S OH Ry 70°C /@A/S
R;
Tiazois
Tiossemicarbazonas Acetofenonas R,=NO,, Cl.
R,=NO,, CL R,=H, NO,, Cl, Br, F. R,=H, NO,, Cl, Br, F.

Esquema 4 — Compostos tiazois derivados do LQIT/PB-01
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LQIT/LT-NITRO

HO
\ Q LQIT/PBT-05 (9)
LQIT/PBT-01 (5) N

=N \

o'y @ No,
- O,N
0,N NN’
© / }—S LQIT/PBT-04

‘ @N 2 ®
OZN\Q\C N O,N
W O,N
Qo
LQIT/PBT-02 (6) b A Br

N

S
/Q)V LQIT/PBT-03 (7)

Esquema 5 — Compostos tiazéis derivados do LQIT/PB-02

LQIT/LT-02

/@ ' NH2
cl

HO
\ Q LQIT/PBT-10 (14)
Cl / S
S/ \(N@/ LQIT/PB-02 (4) NN?H}\Q
LQIT/PBT-06 (10) I\\IN / F
= H H
S .
/© S \QOH Cl p
™~ N=

HO
Cl N,
)\; S LQIT/PBT-09

N a3
N C1/®/
N
ARG LS
LQIT/PBT-07 (11) b @N/( \/O Br

/©)\L/QIT/PBT-08 (12)

4.1.2 Andlises fisico-quimicas dos novos derivados

Cl
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As analises fisico-quimica dos derivados foi realizada em estudos anteriores do grupo
de pesquisa do Laboratério de Quimica e Inovacgdo Terapéutica da UFPE.

Como caracteristicas fisico-quimicas foram determinadas o ponto de fusdo (PF) e os
fatores de retencdo (RF) de cada molécula sintetizada. Os pontos de fusdo foram
determinados com auxilio do aparelho fusiometro: Fisatom (Modelo 431D). Para realizacdo
da técnica foram pesados aproximadamente 0,5 mg de cada composto em duplicata, apos
foram adicionados a vidrinhos de capilares com um dos lados fechados e fundidos. Os
capilares com os compostos foram adicionados no equipamento em duplicata, apds foi
observado e determinada a faixa de fus&o.

O fator de retencdo foi determinado através da técnica de cromatografia em camada
delgada (CCD). Foram preparadas placas (Merck silicagel 60 F2s4 de 0,25 mm de espessura)
para a aplicacdo dos compostos e sistemas de diferentes proporc6es de polaridade, utilizando
0s solventes n-Hexano e Acetato de Etila. Aproximadamente 0,3 mg dos compostos em
duplicata foram dissolvidos em acetato de etila e aplicados das placas de silica com um
auxilio de um vidro capilar, apo6s a fase estacionaria foi adicionada a fase movel. Passados o
periodo de corrida do sistema nas placas, foram retiradas e as placas ap6s a secagem foram

reveladas em cameras ultravioleta nos comprimentos de 254 e 366 nm.

4.1.3 Caracterizag0es estruturais dos novos derivados

As caracterizagdes estruturais dos derivados foram realizadas em estudos anteriores do
grupo de pesquisa do Laboratorio de Quimica e Inovacdo Terapéutica da UFPE.

As caracterizagdes estruturais dos derivados sintetizados foram determinadas através
da espectrofotometria de infravermelho (IV) e da ressonancia magnética nuclear (RMN) de
hidrogénio (*H) e carbono (**C). Para a andlise do espetro de IV foi utilizado o
espectrofotdmetro Modelo IFS 66, pastilhas de KBr, e os espectros de RMN *H e 3C foram
obtidos em espectrofotémetros Varian Modelo Plus 300 e 400 MHz e utilizado como solvente
DMSO. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em ppm € as constantes de

acoplamento (J) indicadas em Hertz (Hz).

4.2 ESTUDO IN SILICO

4.2.1 Estudo de avaliagdo in silico dos pardmetros farmacocinéticos tedricos: absorcéo,
distribuicdo, metabolizacéo e excre¢do (ADME)
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Para a avaliacdo foram utilizadas as plataformas digitais gratuitas: softwares
SwissADME (http://www.swissadme.ch/) e 0 pkCSM
(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) (Daina, et al., 2017; Pires, et al., 2015).
Foram utilizados os seguintes parametros para avaliacdo: (1) Area de superficie polar total
(TPSA); (2) LogP; (3) Peso molecular; (4) Numero de aceptores de ligagdes de hidrogénio;
(5) Numero de doadores de ligacBes de hidrogénio; (6) permeabilidade em Caco2; (7)
Ligacdes rotacionaveis; (8) Volume de distribuicdo (VDss); (9) Lipofilicidade expressa como
log P calculado (C logP); (10) absorcéo intestinal; (11) Solubilidade em meio aquoso (LogS);
(12) Total clearance ou depuracdo (medida da capacidade do organismo em eliminar um
farmaco) e (13) fraction unbound.

4.3 ESTUDO BIOLOGICO

4.3.1 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada através de duas metodologias, a avalia¢do
por radicais 1,1-difenil-2- picrilhidrazina (DPPH) e 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) (ABTS), metodologias adaptadas de Mic et al. (2021) e Marc et al. (2021).

4.3.1.1 Método de captura dos radicais DPPH

A primeira metodologia de avaliacdo da atividade antioxidante foi determinada atraves
do método de DPPH, que consiste na reacdo do radical livre DPPH 0.03mM (3.0 mL/solucéo
etandlica) com os compostos diluidos em DMSO em diferentes concentragdes (7.9 -
1000pg/mL) com um volume de 0.5 mL a 25° C, na auséncia de luz por 30 minutos em
triplicata. As leituras das absorbancias em 517 nm foram realizadas no espectrofotbmetro
Hewlett-Packard (modelo 8453), foram utilizadas solugbes controle e padrdes para a leitura
do experimento. A solucdo do DPPH foi controle do experimento, o branco do equipamento
foi o etanol e os padrdes foram: acido ascorbico e hidroxitolueno butilado (BHT). Os valores

de atividade antioxidante foram obtidos pela Equagéo 1.

Equacédo 1

A.-A
DPPH%=( ; S)*100%

C

Onde Ac = Absorbancia do controle;
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As = Absorbancia da amostra.

Com os resultados obtidos da Equacgédo 1, foi possivel obter uma curva da atividade
antioxidante (em porcentagem) em funcdo da concentracdo dos compostos. Em seguida foram
calculados por regressdo ndo linear a concentracdo necessaria para a obten¢do do ICsy,
concentracdo que captura 50% dos radicais DPPH.

4.3.1.2 Método de captura dos radicas ABTS

A segunda metodologia utilizada para avaliacdo da atividade antioxidante foi o
método da captura de radicais por ABTS, que também consiste na mistura da solucdo de
ABTS com diferentes concentracdes dos compostos dissolvidos em DMSO e diluidos em
diferentes concentrac@es (7.9 — 1000 pg/mL). Foram retirados e adicionados volumes de 30
pL em 1.0 mL da solugéo do radical ABTS em triplicata, este sistema foi mantido no escuro a
30 °C por 10 minutos. Apds este intervalo de tempo as absorbancias dos ensaios foram
determinadas em espectrofotdmetro Hewlett-Packard (modelo 8453) no comprimento de onda
de 734 nm. O controle utilizado neste experimento foi a solucdo de ABTS. Os padrdes
utilizados foram o acido ascorbico e hidroxitolueno butilado (BHT). O branco do

espectrofotémetro foi etanol.

Os valores de atividade antioxidante para este ensaio foram também obtidos pela
Equacdo 2. Através dos resultados foi possivel obter diferentes curvas de atividade
antioxidante em funcdo da concentracdo dos compostos. Por fim, o ICso concentracdo

necessaria de captura de 50% do radical foi calculado por regressdo nao linear.

Equacdo 2

A.-A
ABTS%Z( ; S)*loo%

C

Onde Ac = Absorbancia do controle;

As = Absorbancia da amostra.

4.3.2 Interacdo dos novos derivados com a Albumina Humana (HSA)

Os experimentos de interagdo com albumina foram realizados segundo metodologia

adaptada de Alves et al. (2021). Os compostos foram dissolvidos em DMSO para obter uma
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concentracdo de estoque de 1 mM. Foram preparadas solugdes em tampéo Tris-HCI (0.1 M,
pH 7.6) para obter uma concentracdo final de 1% de DMSOQO, as concentragdes foram: 5, 10,
15, 20, 25 ¢ 30 uM. Posteriormente, 10 puL de cada solugdo foi adicionado a um 1 mL de HSA
em uma concentracdo fixada em 10 uM. O sistema foi homogeneizado e deixado a
temperatura ambiente durante 10 minutos para estabilizagio do tampdo Tris-HCI,
posteriormente, submetido a anélise da fluorescéncia.

Os espectros de emissdo gerados foram registrados na regido de 310 - 400 nm
utilizando um comprimento de onda de excitacdo de 280 nm. As determinacGes das leituras
foram realizadas a uma temperatura ambiente, em uma cubeta de quartzo retangular com um
comprimento 6ptico de 1 cm. O comportamento de supressdo de emissdo fluorescente foi

analisado através da Equacao 3 proposta por de Stern-Volmer (Ksv) (2006).

Equacdo 3

FO—I + K
=1+ Ksv[Q]

FO e F séo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca dos compostos;
Ksv € a constante de supressao linear;

[Q] representa a concentracdo do composto.

O gréfico da intensidade emissdo relativa (FO/F) versus [Q] foi utilizado para obtencédo
da constante com base na regressao linear do grafico. Os dados de ligacdo foram obtidos a
partir do software de SigmaPlot 10.0. As alteragdes no pico maximo emissivo (Amax) dos
espectros gerados da HSA livre e ligada aos compostos foram também analisadas. Todos 0s

experimentos foram realizados em triplicata.
4.3.3 Interagdo com 0 DNA

4.3.3.1 Solucéo do ssDNA

O ssDNA foi dissolvido em tampéo Tris-HCI (0.1 M, pH 7.6) por 24 horas, a 8 °C,
para estabilizacdo. Passado este periodo, a solucdo foi homogeneizada por 30 minutos e sua
concentracédo determinada usando o coeficiente de extingdo molar 6600 M 1 cm ~* a 260 nm.
A razdo dos valores de absorbancia em 260 e 280 nm foi utilizada para verificar o grau de
pureza da solucdo de ssDNA. Esses parametros foram determinados pelas Equacdes 4 e 5

respectivamente. Apds o preparo da solucdo, esta foi armazenada a -20 °C. Todas as
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absorbéncias deste estudo foram determinadas em espectrofotometro Hewlett-Packard
(modelo 8453) utilizando uma cubeta de quartzo retangular com um comprimento 6ptico de 1

cm em uma temperatura de 25 °C.
Equacéo 4

ABS,50=€760.b.C

Equacéo 5

ABS»s0

Degree of purity=

ABS: Absorbancia em diferentes comprimentos de onda;
&: coeficiente de extincao;

b: caminho Optico (1 cm);

C: concentragao.

4.3.3.2 Espectroscopia de emissao fluorescente com sondas e DNA

Os ensaios de interacdo do DNA com os compostos sintetizados foram realizados
segundo Alves et al. (2021) com modificagcGes. Inicialmente, os compostos foram dissolvidos
em DMSO para obter uma concentracdo de estoque de 1 mM. Em seguida, os derivados
foram diluidos nas concentragdes: 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 uM, em tampao Tris-HCI (0.1 M, pH
7.6) para obter concentracéo final de 1% de DMSO. Para os ensaios de interacdo com 0 DNA
foram utilizados os marcadores fluorescentes Dicloridrato 4',6-Diamidino-2-Fenilindol
(DAPI) e laranja de acridina (AO).

Os espectros de fluorescéncia do complexo DAPI-ssDNA foram obtidos por excitacéo
em 364 nm e varredura da emisséo de 400 a 600 nm. Entéo, solu¢bes contendo DAPI-ssDNA
foram analisadas na presenca de varias concentracbes dos compostos. Os espectros de
fluorescéncia do complexo laranja de acridina-ssDNA foram obtidos por excitacdo em 480
nm e varredura da emissdo de 500 a 600 nm. O sistema constituiu: 1mL da solugdo de DNA
com as respectivas sondas e 10pL de cada concentracdo dos compostos, ap6s foram
incubados a 25 °C por 10 minutos. Uma cubeta de quartzo retangular foi utilizada para as
determinaces do comprimento 6tico de 1 cm e um espectrofluorémetro JASCO FP-6300
(Téquio, Japdo). Os ensaios foram realizados em triplicata. As solugdes foram
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homogeneizadas e estabilizadas por 10 minutos e, posteriormente, submetidas a analise de
fluorescéncia. O comportamento de supressdo de emissdo foi analisado utilizando a Equagéo

6 proposta por Stern-Volmer (Ksv).

Equacéo 6:

FO
?—1 + Ksv[Q]

Onde:

FO e F representam as intensidades de fluorescéncia de estado estacionario de compostos na

auséncia e presenca de ctDNA e compostos;
Ksv é a constante de Stern-Volmer;
[Q] é a concentracdo do inibidor.

Os dados de ligagédo foram obtidos usando o software SigmaPlot 10.0.

4.3.4 Ensaios de citotoxicidade em células de macréfagos J774 e produgdo de oxido nitrico

Os ensaios de citotoxicidade in vitro foram realizadas segundo metodologia proposta
por Leite et al. (2019) com modificacdes. O ensaio foi realizado em células de mamiferos
utilizanda a técnica do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), que
baseia-se na reducdo de sais amarelos de tetrazdlio por redutases mitocondriais de células
metabolicamente ativas.

Inicialmente, os compostos foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSQO) para obter
uma concentragdo inicial de 1000 pg/mL. Em seguida, foram diluidos nas seguintes
concentragdes: 6.25, 12.5, 25, 50 ¢ 100 ug/mL. As dilui¢des foram realizadas no meio de
cultura RPMI a fim de obter uma concentragdo de DMSO menor que 1%, apos as solucdes
foram filtradas em membranas 0.22pm.

As células crescidas em meio de cultivo RPMI foram cultivadas em placa de 96 pogos
(1x10° células/pogo), apds os compostos foram adicionados nas respectivas concentragdes. As
placas foram incubadas a 37 °C em 5% de CO2 por 48 horas. Passado este periodo foi
realizado a leitura das absorbancias os cristais de formazan (formados durante os ensaios). Os
cristais formados foram solubilizados em DMSO e em seguida as placas foram analisadas
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leitor de placas, Benchmark Plus (Bio-Rad, Califérnia, EUA) em um comprimento de onda de
490 nm.

A concentracao capaz de causar a perda de viabilidade das células em 50% (ICsp) foi
determinada por andlise de regressdo nao linear dos dados obtidos pelo software SPSS 8.0
para Windows e convertida a concentracdo micromolar (M) de acordo com o peso molecular
de cada composto. Cada experimento foi realizado em triplicata técnica e duplicata bioldgica.

Durante o cultivo foi avaliada a producéo de éxido nitrico: onde o sobrenadante das
culturas controles e tratadas com o0s compostos nas concentracdes teste foram analisados
através do método reagente de Griess. Foram retirados 100 pL do sobrenadante das culturas e
incubados com 100 pL do reagente Griess a temperatura ambiente por 10 minutos. As leituras
de absorbancia foram determinadas no comprimento de 540 nm em leitor de Benchmark Plus
(Bio-Rad, Califérnia, EUA).

4.3.5 Atividade antimicrobiana in vitro promovida pelos novos derivados

4.3.5.1 Microrganismos

Os microrganismos foram obtidos da Cole¢do e Cultura de Microrganismos, do
Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA). As cepas
bacterianas utilizadas foram: Staphylococcus aureus UFPEDA-02, Enterococcus faecalis
UFPEDA-138, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA-416 e a cepa de levedura Candida
albicans UFPEDA-1007. Além destas cepas, foram incluidos isolados clinicos de bactérias
identificadas como Enterococcus faecalis UFPEDA-69, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA-
261, Staphylococcus aureus UFPEDA-709, Acinetobacter baumannii UFPEDA-1024 e cepas
de leveduras, também isoladas de amostras clinicas: Candida guilliermondii UFPEDA-6390 e
Candida glabrata UFPEDA-6393.

4.3.5.2 Compostos e antimicrobianos

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foram testados os 12 compostos
sintetizados e estes foram divididos em duas series. A série | constituida pelo composto
numero LQIT/PB-01 (tiossemicarbazona) e seus derivados de LQIT/PBT-01 a LQIT/PBT-05
(tiazdis). A serie 1l foi formada pelo composto nimero LQIT/PB-01 (tiossemicarbazona) e
seus derivados de LQIT/PBT-06 a LQIT/PBT-10 (tiaz6is). Os ensaios foram realizados
segundo metodologia adaptada de Althagafi et al. (2019) e Prajapati et al. (2019) com
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modificagdes. Inicialmente, foram preparadas solugdes com 0s compostos na concentracéo de
1000 pg/mL utilizando como solvente o dimetilsulféoxido (DMSO) a 5% (v/v). As solucdes
foram diluidas em diferentes concentra¢des que variaram de 150 a 0,58 ug/mL para as cepas
bacterianas e de 100 a 0,39 pug/mL para as leveduras.

Os padrbes experimentais utilizados (controle positivo) foram: os antibi6ticos
Gentamicina, Oxacilina (diluidos em &gua esterilizada) e Ampicilina+Sulbactam (diluida em
tampédo fosfato (0,1M, pH, 7,4) definidos de acordo com a espécie. Para as leveduras foi
utilizado o antifungico fluconazol (diluido em agua esterilizada) estes foram filtrados em
filtros de 0,22 um. Os resultados para estes antimicrobianos foram expressos em pg/mL ¢ em
M. Os resultados obtidos foram comparados com os breakpoints definidos para resisténcia,
resisténcia intermediaria e sensibilidade definidos pelo Clinical Laboratories Standard
Institute (CLSI), documento M100 (2017) para bactérias e M60 (2018) para leveduras.

4.3.5.3 Padronizagdo do in6culo

A padronizacdo do indculo para bactérias foram realizadas segundo as recomendacdes
da CLSI (2017). As cepas foram semeadas em agar Mueller Hinton, apds as 24 horas, foram
preparadas as suspen¢des com turvagédo equivalente a escala 0,5 de Mc Farland, equivalente a
1,5 x 108 unidades formadoras de colonia/mL - UFC/mL.

A padronizagdo do in6culo para leveduras foram realizadas segundo as
recomendacdes da CLSI (2018). As cepas foram semeadas em agar Sabouraud, ap6s 48 horas,
foram preparadas as suspen¢des com turvacdo equivalente a escala 0,5 de Mc Farland,

equivalente a 1,5 x 108 unidades formadoras de colénia/mL - UFC/mL.

4.3.5.4 Determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM)

A CIM dos compostos sintetizados, bem como de Gentamicina, Oxacilina e
Ampicilina+Sulbactam, diante das bactérias, foi determinada através da técnica de
microdiluicdo em caldo Mueller Hinton, utilizando placas de 96 pocos, seguindo as
recomendacdes do CLSI (2017). Apds a microdiluicdo dos compostos em placa, foram
adicionadas aliquotas de indculos previamente preparados e padronizados das bactérias, a fim
de obter uma concentracdo final de 1,5 x 10° UFC/mL em cada pogo. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas.

Decorrido o tempo de incubacéo, procedeu-se a revelacdo das microplacas utilizando
20 pL de resazurina a 0.01% (corante indicador de cor azul) em cada pogo. As microplacas

foram incubadas por 4 horas a 37 °C. A resazurina auxilia na interpretacdo da viabilidade
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celular, pois ao entrar em contato com as células vidveis, em resposta a sua atividade
metabdlica, o corante é reduzido a resorufina, que tem uma cor rosa e é fluorescente (ROCA,
etal., 2019).

A CIM dos compostos sintetizados e do fluconazol, diante das cepas de leveduras,
também foi determinada através da técnica de microdiluicdo em caldo RPMI 1640, em placa
de 96 pocos, seguindo as recomendacdes do documento CLSI (2018). Apds a microdiluicdo
dos compostos em placa foram adicionadas aos pocos aliquotas do inoculo das leveduras
previamente preparado, conforme recomendado, a fim de obter uma concentragdo 2,5 x 103
UFC/mL por poco. O antifungico fluconazol foi incluido como controle positivo. As placas
foram incubadas a 30 °C por 48 horas. Ap6s o periodo de incubacéo, foi determina a inibicdo

de crescimento das cepas através de leituras visuais, teste realizado em triplicata.

4.3.5.5 Concentracao Bactericida e Fungicida Minima (CBM/CFM)

A fim de determinar a CBM ou a CMF, ap6s 24 horas (bactérias) ou 48 horas
(leveduras) de incubacdo das placas foram recolhidos 10 pL. de cada pogo que apresentou
inibicdo visivel do crescimento microbiano, que foram inoculados em agar Mueller-Hinton
(para as bactérias) e em &gar Sabouraud (para as leveduras). As placas foram incubadas a 37
°C por 24 ou 48 horas e se procedeu a contagem das colonias. A CBM e CFM foi definida
como a menor concentragcdo de cada composto que resultou em reducdo de 99,9 % do
crescimento microbiano, quando comparado com um controle de crescimento sem tratamento.
Os compostos foram classificados como bacteriostaticos/funginstaticos quando a razdo
CBM/CIM era > 8 ¢ bactericida/fungicida quando a razio CBM/CIM foi < 4, de acordo com a
metodologia de Jones, et al. (2006) com adaptagdes.

4.3.6 Andlise estatistica

Para andlises de significancia, foram considerados significativo valores p < 0.05
avaliados através do teste ANOVA e o pos-teste de Tukey pelo programa GraphPad Prism 5.0
(Graphpad, Califérnia, EUA) para Windows (versdo teste).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSTOS QUIMICOS

Os derivados de Tiossemicarbazonas e tiazois suas caracteristicas fisico-quimicas e
caracterizacgdo estrutural foram determinado por trabalhos anteriores do grupo de pesquisa do
Laboratdrio de quimica e Inovagdo Terapéutica da UFPE.

5.1.1 Resultados das caracteristicas fisico-quimicas e caracterizacdo estrutural

e LQIT/PB-01 (3):
2-(4-hidroxibenzilideno)-N-(4-nitrofenil)hidrazinacarbotioamida
O,N

>:< Z
HN\«N\N 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™ (-NO2). RMN H (300
MHz, DMSO) 8: 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. Aspecto: Sélido Laranja. Rf: Sistema n-
hexano/Acetado de Etila 6:4 - 0,54. Rendimento: 97%. Ponto de Fus&o: 190° C.

e LQIT/PB-02 (4):
N-(4-clorofenil)-2-(4-hidroxibenzilideno)hidrazinacarbotioamida

Cl

>:< H
N~N
HN\\< OH
S

Férmula Molecular: C14H1,CIN3OS, Massa Molecular: 305,04 Infravermelho (IV): 3568 cm™
(-OH), 3310 a 3167 cm™ (-NH), 1604 cm™ (N=C), 1544 cm™* (C=S), 764 cm™ (-CI). RMN *H
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(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 2C (75 MHz, DMSO) &:
115.567, 124.870, 127,246, 127.890, 129.085, 129.514, 138.143, 143.692, 159.539, 175.387.
Aspecto: Sélido Verde. Rf: Sistema n-hexano/Acetado de Etila 1:1 - 0,58. Rendimento:
90,13%. Ponto de Fusdo: 204° C.

e LQIT/PBT-01 (5):
4-(3-(4-nitrofenil)-4-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol
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™ (-NO2), 1349 cm™ (N-C). Aspecto: Sélido Laranja. Rf: Sistema n-
hexano/Acetado de Etila 1:1 - 0,54. Rendimento: 95,36%. Faixa de fuséo: 232°-233° C.

e LQIT/PBT-02 (6):

4-(3,4-di(4-nitrofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol

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),
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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 C (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™ (-NO2), 1342 cm™ (C-N). Aspecto: Solido
Laranja. Rf: Sistema n-hexano/Acetado de Etila 6:4 - 0,54. Rendimento: 81,50%. Faixa de
fuséo: 224°-225° C.

e LQIT/PBT-03 (7):

4-(4-(4-clorofenil)-3-(4-nitrofenil)tiazol2(3H)ilideno)hidrazina)metil)fenol

Férmula Molecular: C22H15CIN4O3S Massa Molecular: 450,06 RMN H (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) d: 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
(IV): 3066 cm™ (C=C-H), 1601 cm™ (N=C), 1518 a 1486 cm™ (-NO2), 1354 cm™ (N-C).
Aspecto: Sélido Amarelo. Rf: Sistema n-hexano/Acetado de Etila 6:4 - 0,52. Rendimento:
68,90%. Faixa de fusdo: 246°-247° C.

e LQIT/PBT-04 (8):

4-(4-(4-bromofenil)-3-(4-nitrofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol
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Formula Molecular: C22H1sBrN4OsS Massa Molecular: 494,35 RMN H (300 MHz, DMSO)
8: 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) 3:
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™* (-NO), 1351 cm™ (N-C). Aspecto: Sélido Amarelo.
Rf: Sistema n-hexano/Acetado de Etila 7:3 - 0,40. Rendimento: 51,37%. Faixa de fusdo: 275°-
276° C.

e LQIT/PBT —05 (9):

4-(4-(4-fluorofenil)-3-(4-nitrofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol

Formula Molecular: C2;H1sFN4O3sS 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-NOy), 9.91 (s, 1H, -OH). RMN 3C (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). Aspecto: Sélido Amarelo. Rf: Sistema n-hexano/Acetado de Etila 6:4 -
0,5. Rendimento: 54,80%. Faixa de fusdo: 249°-250° C.

e LQIT/PBT - 06 (10):
4-(3-(4-clorofenil)-4-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol

Cl
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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 (IV): 3063 cm™ (C=C-
H), 2599 cm (C-S), 1600 a 1576 cm™ (N=C), 746 cm™ (-Cl). Aspecto: Sdlido Branco. Rf:
Sistema n-hexano/Acetado de Etila 7:3 - 0,52. Rendimento: 89,12%. Faixa de fusdo: 254°-
255° C.

e LQIT/PBT-07 (11):

4-(3-(4-clorofenil)-4-(4-nitrofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol

Cl
; N<n’
N\(/ OH
OzN/®/§\/S

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 33C (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). Aspecto: Solido Amarelo. Rf: Sistema n-hexano/Acetado de
Etila 6:4 - 0,52. Rendimento: 96,90%. Faixa de fusdo: 256°-257° C.

e LQIT/PBT-08 (12):
4-(3,4-di(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol

Cl
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Formula Molecular: C22H15CI2N3OS Massa Molecular: 439,03 RMN *H (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 3C (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).
Aspecto: Sélido Verde. Rf: Sistema n-hexano/Acetado de Etila 6:4 - 0,47. Rendimento:
98,50%. Faixa de fusdo: 252°-253° C.

e LQIT/PBT-09 (13):
4-(4-(4-bromofenil)-3-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol

Cl

Férmula Molecular: C2;H1sCIBrNzOS 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 3C (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). Aspecto: Sdlido
Verde. Rf: Sistema n-hexano/Acetado de Etila 6:4 - 0,52. Rendimento: 69%. Faixa de fusdo:
267°-268° C.

e LQIT/PBT-10 (14):
4-(3-(4-clorofenil)-4-(4-fluorofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina)metil)fenol

Cl
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Formula Molecular: C22H1sCIFN3OS Massa Molecular: 423,06 RMN *H (300 MHz, DMSO)
o: 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 3C (75 MHz, DMSO) §:
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 (IV): 3648 cm™ (-OH),
3126 cm™ (C=C-H), 1599 cm™ (1599). Aspecto: Sélido Verde. Rf: Sistema n-hexano/Acetado
de Etila 6:4 - 0,48. Rendimento: 84,05%. Faixa de fusdo: 245°-246° C.

5.2 AVALIACAO IN SILICO DOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS TEORICOS:
ABSORCAO, DISTRIBUICAO, METABOLIZACAO E EXCRECAO (ADME)

Para a industria farmacéutica, é de grande importancia a avaliacdo e predicdo dos
parametros farmacocinéticos relacionados a absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo
(ADME) in silico (KUMAR, KINI & RATHI, 2021). Esta metodologia acelera o processo de
descoberta e desenvolvimento de novos candidatos a farmacos (KAR & CHATTERJEE,
2021). As duas metodologias comumente utilizadas para se avaliar o potencial de
biodisponibilidade oral de um farmaco sdo baseadas nas regras de Lipinski (1997) e Veber
(2002). Entretanto, outros estudos de predicdo dos parametros farmacocinéticos podem ser
realizados, como € o caso dos parametros propostos por Pires, Blundell e Ascher (2015). Os
resultados de ADME obtidos para cada um dos compostos de tiossemicarbazonas (LQIT/PB-
01 e LQIT/PB-02) e tiaz6is (LQIT/PBT-01 ao LQIT/PBT-10) in silico foram apresentados na
Tabela 4.
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Tabela 4 - Estimativa in silico dos parametros farmacocinéticos para as tiossemicarbazonas e tiaozois sintetizados neste estudo determinados pelas plataformas

SwissADME e pkCSM.
R1
R, OH @
\Q JSL ﬁ — SN NN R
H H HO
Compostos Substituintes Mw HBA® HBD® LogPY TPSA Rotatable LogS® Caco-2 Int. abs. VDss Fract. Total clearence
R1 R2 (g/mol)? (A)f bonds? perm.” (%) (log L/kg)!  Unb.X  (log mL/min/kg)'
PB-01 -NO; - 316,34 4 3 2,43 135,56 6 -5,11 0,914 78,79 -0,159 0,022 -0,297
PB-02 -Cl - 305,78 2 3 2,80 88,74 5 -4,97 1,367 85,25 -0,188 0,067 -0,447
PBT-01 -NO; -H 416,45 5 5 2,83 123,94 5 -7,36 0,569 100 -0,3 0,22 0,037
PBT-02 -NO; -NO; 461,45 7 1 1,98 169,76 6 -8,15 0,431 97,156 -0,544 0,224 -0,057
PBT-03 -NO; -Cl 450,90 5 1 3,31 123,94 5 -8,02 0,486 100 -0,234 0,222 -0,093
PBT-04 -NO; -Br 495,35 5 1 342 123,94 5 -8,08 0,488 100 -0,222 0,222 -0,115
PBT-05 -NO; -F 434,44 6 1 3,20 123,94 5 -7,47 0,558 100 -0,405 0,247 -0,223
PBT-06 -Cl -H 405,90 3 1 4,27 78,12 4 -7,23 0,967 89,81 0,027 0,249 -0,114
PBT-07 -Cl -NO; 450,90 5 1 3,31 123,94 5 -8,02 0,503 100 -0,243 0,226 -0,209
PBT-08 -Cl -Cl 440,35 3 1 4,74 78,12 4 -8,71 0,958 89,00 0,116 0,254 -0,245
PBT-09 -Cl -Br 484,80 3 1 4,85 78,12 4 -7,95 0,956 88,94 0,131 0,253 -0,266
PBT-10 -Cl -F 423,89 4 1 4,64 78,12 4 -7,33 1,005 89,99 0,037 0,285 -0,374

 SwissADME Peso molecular; ® SwissADME NUmero de aceptores de H® SwissADME NUmero de doadores de H; ¢ SwissADME log de Moriguchi coeficiente de particdo

octanol-agua e SwissADME log de Ali log solubilidade aquosa; f SwissADME calculo da area de superficie polar topoldgica (TPSA); 9SwissADME Numero de Ligacdes

rotacionaveis; "okCSM previsdo da permeabilidade nas células Caco-2 como estimativa da absorcdo da mucosa intestinal humana (log Papp in 10 cm/s); '(pkCSM previsdo da

proporcao de absorgdo dos compostos através do intestino delgado humano; JpkCSM log da previsdo do volume de distribuicdo em estado estacionario (VDss); “pkCSM previsdo

da fracdo composta néo ligada ao plasma (ndo ligada as proteinas séricas); 'pkCSM log da previsio da eliminacéo total do medicamento.
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De acordo com os resultados obtidos a partir da abordagem in silico foi possivel
observar que todos 0os compostos avaliados apresentam propriedades moleculares desejaveis.
Os compostos do presente trabalho obedeceram a regra dos 5 de Lipinski, ou seja, peso
molecular < 500g/mol; nimero de aceptores de hidrogénio (ALH) < 10, nimero de doadores
de hidrogénio (DLH) < 5 e coeficiente de lipofilicidade (cLogP) <5, além de terem obedecido
a regra de Veber, ligagdes rotacionaveis < 10 € area de superficie polar (TPSA) < 140 A% O
TPSA é um parametro relacionado com o transporte molecular passivo através das
membranas e permite a predicdo da absorcdo intestinal humana e passagem na barreira
hematoencefélica (PIRES, BLUNDELL & ASCHER, 2015). Sendo assim, valores de TPSA <
140 A? sio considerados desejaveis para indicar uma boa absorcdo gastrointestinal e
passagem na barreira hematoencefélica (ERTL, ROHDE & SELZER, 2000; CLARK, et al.,
2015).

Estes resultados sugerem que estes compostos, teoricamente, apresentam
boa biodisponibilidade oral e diferencas em sua bioatividade ndo podem ser atribuidas a esta
propriedade (PIRES, BLUNDELL & ASCHER, 2015). Outros trabalhos apresentaram perfil
semelhante ao nosso, isto €, obedeceram as regras de Lipinski e Veber. Dentre estes trabalhos
podemos citar os realizados por Temraz et al. (2018), Matsa et al. (2019), Alves et al. (2021),

Lata, et al. (2024) avaliando diferentes derivados de tiossemicarbazonas e tiazois.

A baixa solubilidade de diferentes farmacos em meio aquoso € um problema nédo
apenas para o0 desenvolvimento de formulagBes, mas também para absor¢do (PIRES,
BLUNDELL & ASCHER, 2015). Para que um medicamento seja absorvido é necessario que
esse seja parte de uma solucdo aquosa (SHARMA, et al., 2009). Sendo assim, foi avaliado o
perfil de solubilidade em meio aquoso (LogS). Os valores de LogS podem variar de acordo
com a seguinte ordem: insolavel <-10 < pouco soluvel < - 6 < moderado < - 4 < soluvel < -2
< muito soltvel < 0 < altamente soltvel. Os resultados in silico mostraram que 0s compostos
LQIT/PB-01 e LQIT/PB-02 apresentam solubilidade moderada, ja os demais compostos séo

classificados como pouco soluveis.

O processo de avaliagdo de absorcdo oral de compostos é bastante complexo e exige
varios métodos in vitro, como por exemplo o sistema de monocamada de células Caco-2
derivadas de adenocarcinoma de célon (PHAM-THE, et al., 2018). Por ser baseado em células
humanas, é bastante utilizado em estudos de permeabilidade intestinal. De acordo com a
literatura, os compostos podem ser classificados de acordo com a permeabilidade em Caco-2.

Sendo assim, compostos que apresentam valores < 1,10° cm-s sdo pouco absorvidos, entre 1


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/oral-absorption
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e 10,10° cm-s? moderadamente absorvidos e > 10,10° cm-s? bem absorvidos (PIRES,
BLUNDELL & ASCHER, 2015). Com isto, os compostos LQIT/PB-02 e LQIT/PBT-10 sé&o
classificados como moderadamente absorvidos, ja os demais compostos, sdo classificados
como pouco absorvidos. Outro parametro avaliado foi a absorcdo gastrointestinal. Esse
pardmetro pode ser classificado da seguinte maneira: farmacos pouco absorvidos (0-20%),
moderadamente absorvidos (20-70%) e bem absorvidos (70-100%). Os compostos deste
estudo apresentam valores de absor¢do maiores que 70% indicando que podem ser bem
absorbidos (PIRES, BLUNDELL & ASCHER, 2015).

Foi avaliado também o volume de distribuicdo (VDss), este pardmetro descreve a
extensdo da distribuicdo do farmaco. Valores de VDss (log VDss) > 0,45 indicam que o
farmaco sera distribuido no tecido. O log de valores VDss <—0,15 indica que o farmaco sera
distribuido no plasma (ZHIVKOVA, et al., 2012; DEL AMO, et al., 2013; LAMBERTUCCI,
et al., 2018). Os compostos apresentaram valores variados de VDss 0s compostos LQIT/PB-
01, LQIT/PB-02, LQIT/PBT-01, LQIT/PBT-02, LQIT/PBT-03, LQIT/PBT-04, LQIT/PBT-05
e LQTI/PBT-07 apresentam distribuicdo no plasma. Ja os compostos LQTI/PBT-06,
LQTI/PBT-08, LQTI/PBT-09 e LQTI/PBT-10 mesmo apresentando um baixo valor de VDss
isto &, menor que 0,45 apresentam tendencia a serem distribuidos nos tecidos.

Além disso, foi observado que todos os compostos apresentados apresentaram baixa
fracdo ndo ligada a proteinas (PIRES, BLUNDELL & ASCHER, 2015). A alta lipofilicidade
destes compostos (como observado pelos valores de LogP) leva a um alto grau de ligacdo as
proteinas plasmaticas e, assim, a presenca de baixos niveis do farmaco ndo-ligado no sitio da
infecgdo (PIRES, BLUNDELL & ASCHER, 2015).

Como ultimo padrdo analisa temos a liberagdo total (Total clearence). Um
medicamento com alto valor de liberag&o total apresentara um rapido processo de excregdo e
consequentemente menor tempo de acdo (MORAES, et al., 2018). Este perfil ndo foi
observado nos compostos em estudo, uma vez que os valores de liberacdo variaram de -0,447
— 0,037 log mL/min/kg. De uma forma geral os resultados in silico demonstrara que 0s
derivados LQTI/PB-01 e LQTI/PB-02 (tiossemicarbazonas), LQTI/PBT-01, LQTI/PBT-02
LQTI/PBT-03, LQTI/PBT-04, LQTI/PBT-05, LQTI/PBT-06, LQTI/PBT-07, LQTI/PBT-08,
LQTI/PBT-09, LQTI/PBT-10 podem ser potenciais candidatos a novos farmacos.
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5.3 ATIVIDADE BIOLOGICA
5.3.1 Atividade Antioxidante

As tiossemicarbazonas e 0s tiazois sdo capazes de promover atividades antioxidantes
in vitro (GERONIKAKI, PITTA & LIARAS, 2013; YOUSEF & EL-REASH, 2020). Esta
atividade esta diretamente relacionada a sua estrutura quimica. As tiossemicarbazonas
apresentam a capacidade de doar pares de elétrons (agente redutor) (GERONIKAKI, PITTA
& LIARAS; BINGUL, et al., 2019). Esta caracteristica € devida a presenca de dtomos de
nitrogénio, principalmente na forma de base de Schiff, e do enxofre como tiocarbonila
(SIDDIQUI, et al., 2019; YANG, et al., 2020). J& os compostos tiazolicos sdo descritos na
literatura por serem capazes de eliminar radicais 0 que 0s torna potenciais agentes
antioxidantes (GERONIKAKI, PITTA & LIARAS, 2013; PETROU, et al, 2021).

Neste contexto, diferentes métodos podem ser utilizados para avaliar a atividade
antioxidante promovida pelas tiossemicarbazonas e tiazois (YOUSEF, et al., 2020). Dentre 0s
métodos os mais comumente utilizados para avaliar a atividade antioxidante sdo os de captura
de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazina) e ABTS (2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-
6- acido sulfénico). Ambos sdo caracterizados por sua excelente reprodutibilidade sob
condicBes estabelecidas, porém podem mostrar diferencas significantes em suas respostas
antioxidantes (BINGUL, et al., 2019; YOUSEF, et al., 2020).

O método de inibi¢do de radicais DPPH baseia-se na transferéncia de elétrons de um
composto antioxidante para um oxidante (BASCHIERI & AMORATI, 2021). Nesta reagdo
corre a mudanca de cor roxa para amarela, pois quando o radical DPPH reage com um
composto antioxidante que pode doar hidrogénio, ele é reduzido ocorrendo a descoloracéo
(GERONIKAKI, PITTA & LIARAS, 2013). Ja o radical ABTS é gerado por meio de uma
reacao quimica, eletroquimica ou enzimatica (MOHARRAM &YOUSSEF, 2014). Com esse
método, pode-se determinar a atividade antioxidante de compostos tanto de natureza
hidrofilica quanto lipofilica (GERONIKAKI, PITTA & LIARAS, 2013; MOHARRAM
&YOUSSEF, 2014; YOUSEF, et al., 2020). A reacdo é acompanhada pela mudanca de cor
decaindo de verde para sem coloragéo.

A Figura 4 apresenta as curvas de atividade antioxidante promovida pelos compostos

em diferentes concentragdes para os ensaios de DPPH e ABTS respectivamente.
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Figura 4 - Atividade antioxidante in vitro para os ensaios de DPPH (A e B) e ABTS (C

e D) promovido pelos compostos sintetizados em diferentes concentracoes.
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Compostos: 3 (LQTI/PB-01), 4 (LQTI/PB-02), 5 (LQTI/PBT-01), 6 (LQTI/PBT-02), 7 (LQTI/PBT-
03), 8 (LQTI/PBT-04), 9 (LQTI/PBT-05), 10 (LQTI/PBT-06), 11 (LQTI/PBT-07), 12 (LQTI/PBT-
08), 13 (LQTI/PBT-09), 14 (LQTI/PBT-10).

Os resultados mostraram aumento da atividade antioxidante com o aumento da
concentragéo. Perfis semelhantes foram obtidos por Bingul et al. (2019), Salar et al. (2019) e
Yousef et al. (2020) avaliando diferentes tiossemicarbazonas e tiazois para 0s ensaios DPPH e
ABTS. A Tabela 2 apresenta os resultados de atividade antioxidante representados por 1Csg

(concentracdo minima capaz de reduzir os radicais livres em 50%).
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Tabela 5 - Resultados de atividade antioxidante in vitro promovidos pelos compostos

sintetizados neste estudo para os ensaios de captura de radicais DPPH e ABTS.

R4

R4 s OH @
\Q A Nﬁ — SN NN R
NN Ns g ) 2
H H HO S

Compostos Substituintes ICso0 (DPPHe) 1Cs0 (ABTS +)
R1 R2 pg/mL UM pg/mL UM

PB-01 -NO2 - 139,0+0,0 439,4 124+ 30 39,19
PB-02 -Cl - 2115+10 691,67 153+0,1 50,03
PBT-01 -NO2 -H 855%0,2 205,30 250+0,1 60,03
PBT-02 -NO2 -NO; 51,8 +0,2 112,4 65,5+0,8 141,94
PBT-03 -NO2 -Cl 2715+16 602,12 28,5+ 3,0 63,20
PBT-04 -NO2 -Br 3215+26 649,0 193,5+0,3 390,63
PBT-05 -NO2 -F 194,1+1,0 446,78 61,81+ 0,3 142,27
PBT-06 -Cl -H 252,8+14 622,8 156,4 +1,3 385,31
PBT-07 -Cl -NO> 82,6 £3,2 183,1 67,4+3,9 149,47
PBT-08 -Cl -Cl 176,3 +1,8 400,36 525+13 119,22
PBT-09 -Cl -Br 97,0+15 200,08 534+438 110,14
PBT-10 -Cl -F 1259 +1,1 297,01 82,2+438 193,91
Acido ascorbico - - 7,78+0,1 44,17 14,67 £0,8 83,29
BHT - - 18,85+ 0,7 85,54 5,64+0,2 25,29

Média £ Desvio padrao

Os resultados de 1Cso apresentados na Tabela 5 mostraram que os tiazois apresentam
melhores resultados quando comparados as tiossemicarbazonas para 0s ensaios de captura de
radicais DPPH. Os tiazdis apresentaram ICso variando de 1124 a 649,0 pM as
tiossemicarbazonas apresentaram valores que variaram de 439,4 a 691,67 uM. De forma geral
0s compostos avaliados apresentaram menores resultados de atividade antioxidante quando
comparados aos padrdes utilizados (acido ascérbico e BHT). Esses resultados mostram que
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para 0 ensaio de DPPH o0s compostos sintetizados apresentam atividade antioxidante de
moderada a baixa. Destacando o composto PBT-02 que obteve o valor de 112,4 uM, de

acordo com literatura torna-se um composto antioxidante moderado.

O PBT-02 em sua estrutura apresenta dois grupamentos nitros (-NO2) que
contribuiram para a atividade antioxidante do composto, 0 grupamento na posi¢do R. dos
tiazois corroborou para a atividade pelo método do DPPH. Os compostos PBT-03 (R1: NOg;
Ro: Cl) e PBT-07 (R1: Cl; R2: NO2) possuem os substituintes trocados, obtiveram valores de
ICs0: 602,12 e 183,1 UM respectivamente, o que corrobora com a afirmacdo da boa
disponibilidade no meio biolégico da posi¢do R2 gerando o efeito proposto. De modo geral 0s
substituintea na posi¢do R. dos derivados tiazolicos contribuiram significativamente com a
atividade no método. Os compostos gque apresentam o Cl na posicdo R1 em combinagdes com
Br (PBT-09) e F (PBT-10) na posicdo R», apresentaram melhora no efeito antioxidante,

demonstrando a boa disponibilidade da regido dessas moléculas.

Em relacdo ao ensaio de captura de radicais ABTS as tiossemicarbazonas
apresentaram maiores resultados quando comparados aos tiazois e ao padrao acido ascoérbico,
entretanto, apresentaram menores resultados quando comparado ao padrdo BHT. As
tiossemicarbazonas apresentaram valores de ICso que variaram de 39,19 a 50,03 pM (alta
atividade). J& os tiazois apresentaram valores entre 60,03 a 390,63 pM (atividade de
moderada a baixa). Esses resultados quando comparado aos ensaios de captura de radicais
DPPH estdo associados além da estrutura quimica a versatilidade do ensaio de ABTS, isto é,
apresenta bons resultados para compostos de natureza polar e apolar (GERONIKAKI, PITTA
& LIARAS, 2013; MOHARRAM &YOUSSEF, 2014; YOUSEF, et al., 2020).

Para método de ABTS o composto PB-01 obteve o melhor I1Cso de 39,19 uM,
considerado um forte antioxidante. Neste método empregado 0s compostos com o0
grupamento nitro obtiveram bons resultados (forte e moderados antioxidantes), entretanto a
posicdo Ri1 que corroborou melhor com os resultados obtidos. Neste método empregado o
NO: e CI foram substituintes que contribuiram para a atividade, os tiaz0is que mais se
destacaram foram o PBT-01 e PBT-03 com ICso de 60,03 e 63,20 UM respectivamente, ambos

com os substituistes citados, mas com o NO2 na posi¢édo R1.

Segundo Petrou, et al. (2021) compostos as regides da tiossemicarbazona e do nucleo
tiazol, sdo os responsaveis pelas atividades antioxidantes geradas, mas os substituintes ligados
a estrutura principal ajudam a melhorar o efeito gerado por estas porcOes. A literatura
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apresenta resultados promissores para atividade antioxidante de tiossemicarbazonas e tiazois
para os ensaios de DPPH e ABTS.

Dentre estudos com os métodos empregados podemos citar os realizados por Yildiz et
al. (2022) que avaliaram uma gama de novos derivados de tiossemicarbazona baseados em
indol monoméricos e diméricos que obtiveram resultados de ICso que variaram de 26,88 a
99,50 UM para os ensaios de DPPH e 17,38 a 96,10 UM para o ensaio de ABTS. Salar et al.
(2017) avaliando hibridos de hidrazinil/tiazol, onde obtiveram bons resultados para DPPH
ICs0 = 0,09 -2,233 uM e ABTS (ICs0 = 0,584 — 3,738 uM). Esses resultados, demostram que a
atividade antioxidante promovida pelos compostos sintetizados neste estudo esta diretamente
relacionada a estrutura quimica, principalmente aos efeitos promovidos pelos diferentes
substituintes (GERONIKAKI, PITTA, LIARAS, 2013; PETROU, FESATIDOU,
GERONIKAKI, 2013).

5.3.2 Estudos De Interacdo Com o DNA

5.3.2.1 Estudos de interagdo com a HSA

A albumina sérica humana (HSA) é a proteina plasmatica mais abundante no sangue
humano, presente em uma concentracdo de 40 mg/mL. Por ser uma proteina de grande
circulacdo, uma de suas principais funcGes € o transporte de ligantes enddgenos e exdgenos,
inclusive, sendo responsavel pela distribuicdio de medicamentos no organismo
(HOOGENBOEZEM; DUVALL, 2018). Dessa forma, as propriedades farmacoldgicas de um
farmaco podem ser altamente influenciadas pela sua capacidade de ligacdo a proteina
albumina. Uma caracteristica importante da interacdo droga-albumina, é que a ligagdo é de
natureza reversivel, conduzindo a um equilibrio entre a molécula ligada e sua porgéo livre na
circulacdo (RIBEIRO et al., 2021).

Por meio da utilizacdo de técnicas espectroscOpicas & possivel predizer se uma
molécula é capaz de se ligar a albumina, e dessa forma, influenciar o efeito terapéutico
pretendido. Com a afinidade de ligagdo comprovada, o resultado pode influenciar diretamente
em padrdes como solubilidade, absorcédo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo da droga
(ALVES et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0169409X18301777?casa_token=wV-087ZCd_AAAAAA:lfE017v-Z4goiNdEp28Rt7t5HGutHZ7EE0Dzl-3x_uJZCX1qgxrs1ES6vJYUnn8sOok3sYVnC2Y#!
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Entdo, visando avaliar a capacidade de interacdo entre os derivados tiazois aqui
avaliados e a albumina sérica humana, foi realizado um ensaio de espectroscopia de

fluorescéncia, cujo resultado pode ser consultado na tabela 6 abaixo.

Tabela 6 - Resultados espectroscépicos de interacdo de albumina humana e os compostos
sintetizados.

R4

R, s OH
\Q A NQ — SN NN R
N N ~ g Yf@’ 2
H H HO S

Compostos Substituintes Amax livre Amax Hipocromismo Ksv
R1 R2 (nm) ligado(nm) (%) (L/mol)

PB-01 -NO; - 335 329 100 5,85 x10*

PB-02 -Cl - 335 358 100 11,6 x10°
PBT-01 -NO; -H 335 331 100 3,63 x10*
PBT-02 -NO; -NO; 335 359 100 1,03x10°
PBT-03 -NO; -Cl 335 331 100 4,64 x10*
PBT-04 -NO: -Br 335 330 100 7,42 x10*
PBT-05 -NO; -F 335 330 100 5,09 x10*
PBT-06 -Cl -H 335 330 100 3,09 x10*
PBT-07 -Cl -NO; 335 329 100 6,60 x10*
PBT-08 -Cl -Cl 335 329 100 10,6 x10°
PBT-09 -Cl -Br 335 329 100 5,01x10*
PBT-10 -Cl -F 335 330 100 7,63x10*

@Hipocromismo resultante da interacdo da albumina fixada em 10 pM com concentracGes variadas dos
compostos-testes (5-30 pM) em comparagido com a albumina livre. °Constante de supressdo de Stern—Volmer
(Ksv) obtida com base nos dados de fluorescéncia com a HSA.

Como podemos observar na tabela, a HSA livre apresentou pico maximo de emissdo
em torno de 335 nm, mas esse pico sofreu mudangas ap0s adicdo do derivados tiazéis,
ocasionando desvios para a regido do azul (hipsocrémico), podendo ser observado para 0s
derivados PB-02 e PBT-02 (batocrémico) e desvios para a regido do azul (hipsocrémico),
podendo ser observado para os demais derivados, e consequentemente sendo o efeito mais
prevalente. Assim sendo, 0s comprimentos de onda encontrados nesta analise estdo dentro da
faixa ja estabelecida (RIBEIRO et al., 2021).

Outra importante mudanca apés adicdo dos derivados tiazolicos foi a diminui¢do da
intensidade de fluorescéncia da proteina, caracterizado como efeito hipocrémico. Esse efeito
foi efetivo para todos os compostos testados, com porcentagem de inibicdo de fluorescéncia
de 100%. Todavia, podemos analisar de maneira mais enfatica os valores da constante de
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supressdo (Ksv), que ficaram na faixa de 3,09x10* e 11,6 x10% o que indica uma boa
afinidade de ligag&o a proteina de acordo com os estudos de Filho et al. (2019).

Dessa forma, os valores de Ksv sugerem que os compostos que se ligaram de maneira
mais forte a proteina seguem a seguinte ordem de forca: PB-02 > PBT-08 > PBT-02 > PBT-10
> PBT-04 > PBT-07 > PB-02 > PBT-05 > PBT-09 > PBT-03 > PBT-01 > PBT-06. Como todos
0Ss compostos mostraram ser bons ligantes da albumina, o destaque fica para o PB-02 (Ksv=
11,6x10%) e o PBT-08 (Ksv= 10,69x10%). Ambos apresentando a presenca do ligante cloro (—
Cl), na posicdo Ri, e somente para 0 PB-02 a presenca de cloro em R1, mas auséncia de
substituicdo em R> (figura 5). Resultado semelhante ao encontrado por FILHO et al. (2019),
que embora tenha usado a proteina BSA (albumina do soro bovino), também observou a

importancia da presenca do cloro para ligacdo com a proteina.

Figura 5 - Espectro de fluorescéncia da HSA (10 uM) exposta a diferentes concentragdes dos
derivados PB-02 e PBT-08.
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5.3.2.2 Estudos Fluorecentes com a sonda DAPI

As sondas fluorescentes estdo em crescente utilizagdo em investigacfes biologicas
para interacdo com o DNA, podendo ser aplicadas em diversas areas. Nos estudos envolvendo
0 DNA, as sondas podem auxiliar na identificagdo de compostos alvos, uma vez que
conseguem interagir com o DNA por diferentes formas (ALVES et al., 2021). Uma dessas
sondas que tem sido amplamente empregadas em estudos com o DNA ¢ o 4’,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI). Este composto apresenta diversas atividades biologicas como, antifungica,
antibacteriana e antiviral, podendo se ligar ao DNA por diferentes modos de ligacdo, sendo

considerado uma importante ferramenta em biologia molecular (FARAHAT et al., 2017).
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O DAPI apresenta alta afinidade e especificidade pelo sulco menor do DNA, que é
uma regido rica em sequencias AT (adenina-timina). Sendo uma das caracteristicas mais
marcantes da formacao desta ligacdo, o aumento da intensidade de fluorescéncia do complexo
DNA-DAPI nos dados gerados e na constante do Ksv (PARAMESWARAN et al., 2021).
Dessa forma, essa sonda foi utilizada em um experimento de competicdo, para investigacéo da
capacidade de interacdo dos derivados tiazolicos com o sulco menor do DNA. Os dados dessa

avaliacdo podem ser analisados na tabela 7.

Tabela 7 - Resultados de emisséo fluorescente do complexo DAPI-ctDNA na presenca de compostos.

R4

R s OH @
@JLNQ — > SN NN R
ISV WA
H H HO

Compostos Substituintes Amax livre Amax Hipocromismo Ksv
R1 R2 (nm) ligado(nm) (%) (L/mol)

PB-01 -NO> - 468 472 100 1,07 x10*

PB-02 -Cl - 468 467 74,26 1,26 x10*
PBT-01 -NO; -H 468 466 71,24 1,47x10*
PBT-02 -NO> -NO; 468 473 100 5,25 x10*
PBT-03 -NO; -Cl 468 465 49,77 1,19 x10*
PBT-04 -NO; -Br 468 468 88,84 3,02 x10*
PBT-05 -NO> -F 468 465 40,79 1,10 x10*
PBT-06 -Cl -H 468 464 27,78 1,41 x10*
PBT-07 -Cl -NO2 468 466 100 9,42 x10*
PBT-08 -Cl -Cl 468 463 92,37 2,08 x10*
PBT-09 -Cl -Br 468 464 52,99 1,16 x10*
PBT-10 -Cl -F 468 458 35,38 1,65 x10*

Inicialmente deve-se levar em consideracdo que a emissao fluorescente do DAPI e do
DNA em tampdo, sdo baixas, quando realizada nas mesmas condi¢es em que 0s complexos
foram analisados. Apds, formagdo do complexo DAPI-DNA, podemos observar a formagao
de pico significativamente maior (figura 8), na regido de 468 nm, caracteristico da ligacdo ao
sulco (ALVES et al.,, 2021; ZAITSEV; KOWALCZYKOWSKI., 1998). Em seguida,
podemos explorar o experimento de competicdo, apds adi¢do de concentragdes crescentes dos

derivados tiazélicos ao complexo DAPI-DNA.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0301462221000715#!
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Todos os compostos causaram mudangas nas caracteristicas espectroscopicas do
complexo. Como podemos observar, apds adicdo dos compostos, houve desvio do pico
maximo emissivo variando em media 1 a 10 nm. Esses desvios sdo denominados de efeito
batocromico (desvio para direita) e hipsocromico (desvio para esquerda), que ja sugerem a
formagéo de complexo entre DNA-TIAZOL (ALVES et al., 2021). Da mesma forma, um
outro efeito pode ser observado para todos os compostos testados, a diminuicdo da
intensidade do pico emissivo, qualificado como efeito hipocromico. Essa supressao de
emissdo fluorescente, pode ser observada na seguinte ordem de forca: PBT-07 = PBT-02 =
PB-01 > PBT-08 > PBT-04 > PB-02 > PBT-01 > PBT-09 > PBT-03 > PBT-05 > PBT-10 >
PBT-06. O hipocromismo observado sugere que ambos o0s tiazois, podem estar competindo
com o sitio de ligacdo DAPI-DNA, ou supostamente, podem formar um complexo ternario no
sulco menor do DNA (RAHMAN et al., 2017; ALVES et al., 2021).

Neste contexto, podemos destacar o derivado PBT-07, PBT-02 e PB-01, que além de
causarem efeito hipocrémico de 100%, também apresentaram os maiores valores de constante
de ligagdo (Ksv) de 9,42x10* 5,25x10%, 1,07x10* respectivamente. Indicando a formacéo de

complexos mais fortes com o DNA (figura 8).

Figura 6 - Espectro de fluorescéncia do controle DNA (30uM), DAPI (3 uM), DAPI+DNA e espectro
de fluorescéncia do derivado PBT-07 + DAPI (3 uM) + DNA (30 uM).
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5.3.2.3 Estudos fluorescentes com a sonda laranja de acridina (LA)

O laranja de acridina (LA) é um corante fluorescente altamente utilizado em estudos
com DNA. Esse corante, apresenta capacidade de interacdo com o acido desoxirribonucleico
por interacdo entre seus pares de bases, causando aumento de fluorescéncia, pela formacéao do
complexo, caracteristica que j& é bem elucidada (SAYED; KRISHNAMURTHY; PAL.,
2021; MENG et al., 2012). Além disso, ela consegue se ligar de forma eficiente tanto ao DNA
de células vivas quanto ao DNA de células mortas, por isso é bastante utilizado em estudos de

diversas areas como biologia, medicina, engenharia (AMADO et al., 2017).

Desta forma, visando investigar o modo como o0s derivados tiossemicarbazonas e
tiazolicos interagem com o DNA, um ensaio de competicdo por espectroscopia de
fluorescéncia foi realizado, afim de determinar se os derivados aqui avaliados, apresentavam a
capacidade de intercalacdo com o DNA, bem como o LA apresenta como um de seus
mecanismos de ligacdo (AMADO et al.,, 2017). Os dados dessa avaliagdo podem ser

analisados na tabela 8.

Tabela 8 - Resultados de emissdo fluorescente do complexo laranja de acridina-ctDNA na
presenca de compostos.

R4

R, s OH
>~ N N
T et O
H H HO S

Compostos Substituintes Amax livre Amax Hipocromismo Ksv

R1 R? (nm) ligado(nm) (%) (L/mol)

PB-01 -NO; - 526 526 39 5,9 x10°
PB-02 -Cl - 526 526 12,96 3,8x10°
PBT-01 -NO> -H 526 528 17,91 3,0 x10°
PBT-02 -NO; -NO; 526 526 60,29 1,80 x10*
PBT-03 -NO; -Cl 526 527 74,52 1,88x10*
PBT-04 -NO; -Br 526 526 100 3,55x10*
PBT-05 -NO> -F 526 527 16,81 2,0x10?
PBT-06 -Cl -H 526 528 6,95 3,0 x10?
PBT-07 -Cl -NO; 526 528 83,71 2,43x10*
PBT-08 -Cl -Cl 526 528 84,52 2,8x10*
PBT-09 -Cl -Br 526 528 35 3,0 x10?

PBT-10 -Cl -F 526 528 31,59 5,0 x10®



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167732221008734#!
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Como podemos observar os resultados foram semelhantes com a sonda anteriormente
avaliada (DAPI), todos os compostos causaram mudangas no pico maximo emissivo do
complexo LA+DNA. Isto pode ser confirmado ao observarmos, a fluorescéncia do DNA livre
e do LA livre, que apresentam valores baixos, comparados a fluorescéncia apds formacéo do
complexo que aumentou acentuadamente (figura 9), confirmando que houve a intercalagéo

com o DNA que j& era esperada (Bl et al., 2006).

Ao adicionar os derivados tiazélicos em concentracfes crescentes no complexo LA-
DNA, podemos verificar a supressdo da fluorescéncia por todos os compostos, porém,
identificamos poucas mudancas em relacdo ao pico maximo de emissdo, que variou entre 1 e
2 nm. A presenca do efeito hipocrémico, pode ser justificado por algumas hipdteses como,
uma interacdao entre o LA intercalado e os tiazois ou a exclusdo do LA do complexo e a
substituicdo pelos tiazois, levando a uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia por
competicdo dos sitios de interacdo, contudo, ambas hipdteses afirmam que as
tiossemicarbazonas e os tiazois podem interagir por intercalacdo com o DNA (Bl et al., 2006;
HUANG; WANG., 2012).

Em relacdo aos valores da constante de supressdao fluorescente (Ksv), os resultados
indicam que os compostos que causaram maior extincdo da fluorescéncia seguiram a seguinte
ordem: PBT-04 > PBT-08 > PBT-07 > PBT-03 > PBT-02 > PBT-10 > PBT-01 > PBT-06 =
PBT-09 > PBT-05. Como podemos observar o PBT-04 apresentou a maior supressdo
fluorescente com Ksv de 3,55x10% sugerindo ser o composto que intercalou a0 DNA de
forma mais forte, além do mais, todos os compostos da série apresentaram constantes de
ligacdo dentro da faixa de ligantes intercaladores. Segundo Plsikova, et al. (2012) derivados
tiazolicos apresentam Ksv nas faixas de 10* a 10° M~ ! demonstrando intercalagdo com o
DNA.

Desta forma, os ensaios de competi¢do com as sondas e 0 DNA, indicam que todos 0s
derivados tiazdlicos avaliados, podem competir pelos sitios de ligagdo do DNA. Entretanto a
probabilidade de ligagdes no sulco é mais esperada, isto ocorre porque apesar da constante de
ligagdo para ambas as sondas se apresentarem na mesma magnitude (10 “a 10°M1), os
valores referentes a competicdo pelo sitio do DAPI sdo maiores, em relacdo aos do sitio do
LA. Essa comparacdo pode ser ainda mais enfatizada quando comparamos o0 melhor composto
do ensaio com DAPI, 0 PBT-07 (Ksv = 9,42x10%), com o melhor composto do ensaio com o
LA, 0 PBT-04 (Ksv = 3,55x10%), (ALVES et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022286011009112#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022286011009112#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0223523412005594#!
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Figura 7 - Espectro de fluorescéncia do controle DNA (30uM), DAPI (3 uM), LA + DNA e
espectro de fluorescéncia do derivado PBT-04 + LA (3 uM) + DNA (30 puM).
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De acordo com Alamshany & Nossier (2024) compostos que interfiram na estrutura
do DNA microbiano e de suas enzimas de replicacdo, corroboram para o combate a
resisténcia microbiana, uma vez que 0S microrganismos nao conseguirdo entrar no ciclo
celular. E com os dados e resultados apresentados nas atividades in silico e de interacdo com o
DNA e proteinas, os compostos do presente trabalho possuem a capacidade ligacdo com as
estruturas testadas, sendo este um caminho do seu mecanismo de acdo frente as cepas

microbianas.

5.3.3 Avaliacdo da citotoxicidade promovida pelos compostos frente a células de macrofagos
J774

Os ensaios de citotoxicidade in vitro é uma etapa importante para o estudo de novos
farmacos (GOMHA, et al., 2022), pois possibilita investigar caracteristicas toxicas e a
afinidade com o alvo proposto. A toxicidade seletiva é uma propriedade importante que os
antibidticos aprovados e 0s novos compostos antimicrobianos devem possuir, a capacidade de
inibicdo do alvo sem causar danos aos tecidos do hospedeiro € importante para verificar no
inicio do processo de descoberta de um antimicrobiano (MOHAMMAD et. al., 2015).

Os compostos tiossemicarbazonas na Figura 8 estdo as curvas de inibicdo de
crescimento e na figura 9 a producéo de oxido nitrico (na metodologia empregada) em relagéo

a concentracdo dos compostos.



69

Figura 8 - Curvas de citotoxicidade frente a células de macréfagos J774 promovida pelos compostos

sintetizados.
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Curvas obtidas para os compostos (A) 3 (PB-01), 5 (PBT-01), 6 (PBT-02), 7 (PBT-03), 8 (PBT-04) ¢ 9 (PBT-05)
e curvas obtidas para os compostos (B) 4, 10 (PBT-06), 11 (PBT-07), 12 (PBT-08), 13 (PBT-09) e 14 (PBT-10)

respectivamente.

Os resultados apresentados pelas Figura 10A e 10B mostram que 0S cOmpostos
avaliados promovem aumento da citotoxicidade com o aumento da concentracdo. Com estes
resultados foi possivel determinar o ICsg (concentragdo capaz de inibir o crescimento celular

em 50%) como apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Resultados de citotoxicidade promovido pelos compostos sintetizados neste estudo frente a

hoWINen
N Ns —>
H H

células de macrofagos J774.

Ry

\N NYT)/O/RZ
W/

HO
Compostos  Substituintes 1Cso
RI R2 pg/mL UM
PB-01 -NO, - 17,76 £ 1,7 49,15
PB-02 -Cl - 18,74+ 0,1 61,28
PBT-01 -NO, -H 757+34 18,60
PBT-02 -NO, -NO, 18,34+1,0 39,76
PBT-03 -NO, -Cl 5,80+0,2 12,86
PBT-04 -NO, -Br 10,79+11 21,78
PBT-05 -NO2 -F 4,67+0,3 10,75
PBT-06 -Cl -H 16,36 + 2,2 25,52
PBT-07 -Cl -NO, 12,15%+172 26,95
PBT-08 -Cl -Cl 8,00+12 18,17
PBT-09 -Cl -Br 912+04 18,81
PBT-10 -Cl -F 6,88+ 1,6 16,23

Média + Desvio padrao

As tiossemicarbazonas apresentaram ICso variando de 49,15 a 61,28 puM com

caracteristicas menos toxicas quando comparados aos compostos tiazélicos que apresentaram

ICso variando de 10,75 a 39,76 uM. O composto PB-02 foi a tiossemicarbazona e o composto

da série que apresentou caracteristica menos toxicas com ICso de 61,28 UM em relacdo aos

demais. Dentre os tiazdis menos toxico foi o PBT-02 apresentou ICso de 39,76 uM.

Apesar dos demais compostos apresentarem toxidade moderada, em sua estrutura

apresentam neutros, doadores de elétrons e receptores de elétrons que acarretam em um fraco

desempenho na citotoxidade (BAIG, et al., 2018) frente a algumas linhagens de células, o que

néo interferem na sua capacidade de seletividade com o alvo proposto.

A ciclizagdo (metodologia empregada para formacdo dos tiazois no presente estudo)

contribuiu para o aumento da toxicidade de tiazois, pois 0s pontos de interacdo da porcéo da



71

tiossemicarbazona com o meio biolégico, foram perdidos. Apesar da interagdo perdida 0s
tiazdis ciclizados apresentam as bases de Schiff com o grupo azometina (—C=N-), que
corroboram para a atividade citotoxica frente a linhagens transformadas (SAFFOUR, et al.,
2024). Mirza et. al. (2017) destacam que os substituintes influenciam diretamente nesta
atividade, principalmente os halogénios na posi¢cdo para de anéis aromaticos, apesar da
toxidade apresentada para células ndo transformadas, podem gerar boa atividade para células
transformadas.

A literatura apresenta diferentes valores de citotoxicidade frente a células de
macrdofagos J774, as tiossemicarbazonas e tiazois. Dentre os trabalhos podemos citar os
realizados por: Alianca et al. (2021) avaliando a citotoxicidade de derivados ftalimido-tiazol
obtiveram ICso variando de 112,9 a 1582,9 uM: Almeida et al. (2019) avaliando indol-3-il-
tiossemicarbazonas obtiveram ICso variando de 6,2 a 16,57 uM e Jacob et al. (2021)
avaliando compostos de tiossemicarbazona a base de indol obtiveram ICso variando de 7,0 a
valores maiores que 75 pM, os resultados apresentados mostram que os valores de 1Cso
variam de acordo com a estrutura quimica base propostas, mas seus substituintes corroboram
diretamente com esta atividade.

A producdo do Oxido nitrico como atividade correlacionada a baixa toxidade dos
compostos, torna-se uma ferramenta no combate a cepas microbianas, sendo um componente
que auxilia as células de mamiferos em reacGes imunoldgicas e nos mecanismos de defesa
contra microrganismos exercidos pelos macrofagos (CERQUEIRA, et al., 2002). Derivados
de tiossemicarbazonas e de tiazois demonstram potencial no auxilio da liberacdo do 6xido
nitrico por macrdfagos, entretanto esta caracteristica esta ligada aos substituintes da cadeia
principal (SILVA, et al., 2020).

O oOxido nitrico produzido por auxilio de tiossemicarbazonas e tiazois ajudam no
combate frente a microrganismos resistentes e protozoarios como Leishmania infantum
(QUEIRQOZ, et al., 2020). Entretanto os compostos do presente trabalho demonstram um
aumento ndo significativo na linhagem de macrofago utilizada, acredita-se que por
apresentarem perfis de toxidade frente a linhagem ndo foi possivel ajudar a mediar a producéo

do éxido nitrico (Resultados na figura 11 — C e D).
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Figura 9 - Niveis de oxido nitrico produzido pelos macr6fagos em contato com 0s compostos

(tiossemicarbazonas e tiazol)
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Compostos: 3 (PB-01), 5 (PBT-01), 6 (PBT-02), 7 (PBT-03), 8 (PBT-04) e 9 (PBT-05) em C e curvas obtidas
para os compostos 4, 10 (PBT-06), 11 (PBT-07), 12 (PBT-08), 13 (PBT-09) e 14 (PBT-10) em D

respectivamente.

5.3.4 Atividade Antimicrobiana

O composto tiossemicarbazona PB-01 (Tabela 10) apresentou atividade antibacteriana
frente as cepas de S. aureus UFPEDA-02, A. baumannii UFPEDA-1024, P. aeruginosa
UFPEDA-26 e P. aeruginosa UFPEDA-416, com CIM variando de 75 a 150 pg/mL e CBM
variando de 75 a > 150 pg/mL, porém ndo apresentou atividade diante das demais cepas
bacterianas. Comportamento similar ao apresentado pelo composto PB-01, também foi
observado em seus compostos derivados de PBT-01 a PBT-05, porém apenas o composto
PBT-05 foi capaz de inibir o crescimento de E. faecalis UFPEDA-13802 com CIM de 150.
Todos os compostos tiazdis derivados do composto PB-01 apresentaram atividade diante das
cepas de A. baumannii UFPEDA-1024 (CMI’s em pg/mL: PBT-01 75; PBT-02 150; PBT-03
150; PBT-04 150; PBT-05 150), P. aeruginosa UFPEDA-261 (CMI’s em pg/mL: PBT-01
37,5; PBT-02 75; PBT-03 75; PBT-04 75; PBT-05 75), e P. aeruginosa UFPEDA-416
(CMI’s em pg/mL: PBT-01 37,5; PBT-02 75; PBT-03 75; PBT-04 75; PBT-05 75), com
destaque para o composto PBT-01 que demonstrou CIM de 37.5 pg/mL diante das duas
cepas de P. aeruginosa. Estes compostos ainda apresentaram CMB’s que variara, de 150 a 75
png/mL frente as cepas de A. baumannii UFPEDA-1024, P. aeruginosa UFPEDA-261 e P.
aeruginosa UFPEDA-416. Destacando os compostos PBT-01 a PBT-05 que obtiveram 75

pg/mL para as cepas citadas.
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O composto tiossemicarbazona PB-02 (Tabela 11) apresentou atividade diante de
todas as cepas ensaiadas, tanto para as bactérias gram-positivas como para as gram-negativas,
com CIM e CBM variando de 37.5 a 150 pg/mL, com destaque para a atividade diante da
cepa S. aureus UFPEDA-709, uma vez que esta cepa foi caracterizada como S. aureus
meticilina resistente (SARM) (CIM oxacilina - 512 ug/mL). Os compostos tiazois derivados
do composto PB-02 apresentaram atividade diante da maioria das cepas ensaiadas com CIM
variando de 37.5 a 150 pg/mL e CMB 75 a 150 pg/mL, com destaque para 0 composto PBT-
08, que apresentou atividade antibacteriana diante de todas as cepas, com excecdo de E.
faecalis UFPEDA-69, além disso este composto demonstrou CIM de 37.5 pg/mL e CMB de
75 pg/mL para a cepa P. aeruginosa UFPEDA-261. Podemos destacar ainda que o0s
compostos PBT-06 ao PBT-10 apresentaram inibicao para P. aeruginosa UFPEDA-261 e P.
aeruginosa UFPEDA-416 com CIM de 37,5 a 75 pug/mL e CMB de 75 pg/mL. Para cepa de
A. baumannii UFPEDA-1024 os compostos PBT-06, PBT-07 e PBT-08 apresentam CIM de
150 pg/mL e CMB de 150 pg/mL.

Estudo desenvolvido por Khan & Asiri (2018) relataram atividade antibacteriana de
derivados esteroides/tiossemicarbazona, diante de bactérias Gram positivas e Gram negativas,
apresentaram CIM de 32 a 128 pg/mL, corroborando com os dados encontrados neste estudo,
ja que os compostos testados apresentaram um espectro de acdo semelhante. Trotsko, et al.
(2018) demonstrou a atividade antibacteriana de 17 compostos derivados de
clorofeniltiossemicarbazona diante de espécies de bactérias Gram positivas (S. aureus, S.
epidermidis, Bacillus subtilis, B. cereus e Micrococcus luteus), com CIMs variando de 3,91 a
500 pg/mL, porém ndo foi identificada nesse estudo atividade diante de bactérias Gram

negativas.

Os compostos tiazois, derivados dos compostos PB-01 e PB-02, apresentaram
resultados promissores, uma vez gque todos foram capazes de inibir o crescimento in vitro das
cepas de P. aeruginosa UFPEDA-261, P. aeruginosa UFPEDA-416 e A. baumannii
UFPEDA-1024. Segundo lista da Organizacdo mundial da saude (OMS, 2017), as espécies P.
aeruginosa e A. baumanii s@o consideradas prioridades para o desenvolvimento de novos
antibidticos, uma vez que apresentam importantes perfis de resisténcia. O Boletim
Epidemioldgico da Secretaria de Saude (BRASIL, 2024) aponta que cepas de P. aeruginosa e
A. baumannii precisam ser combatidas para que seus genes de resisténcia nao sejam passados

adiante.
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Os compotos PBT-08, PBT-09 e PBT-10 apresentam inibi¢cdo para cepa S. aureus
UFPEDA-709, com CIM 75 pg/mL e CMB de 150 pg/mL, demonstrando uma importante
atividade, uma vez que esta cepa apresenta resisténcia a meticilina (SARM), o que a torna
resistente a multiplas drogas, em especial todos os antibidticos B-lactamicos tendo poucas
opcOes terapéuticas disponiveis para seu tratamento (SADANI, et al., 2020), demonstrando

potencial para novos farmacos frente a esse microrganismo.

A razdo CMB/CIM apresenta o perfil das moléculas testados, que podem ser
classificas em bactericidas (razdo CMB/CMI > 8) e bacteriostaticas (razdo CMB/CMI > 4)
(TROTSKO, et. al., 2018). A maioria dos compostos testados apresentaram atividade
bactericida constatada pela razdo CBM/CIM, com destaque para o composto PB-02 que
apresentou caracteristica bactericida para todas as cepas testadas (E. faecalis UFPEDA-69: 1;
E. faecalis UFPEDA-138: 4; S. aureus UFPEDA-02: 4; S. aureus UFPEDA-709: 2; A.
baumannii UFPEDA-1024: 1; P. aeruginosa UFPEDA-261: 1; P. aeruginosa UFPEDA-416:
1). Todos os compostos tiazois da série proposta apresentaram atividade bactericida para P.
aeruginosa UFPEDA-261 e P. aeruginosa UFPEDA-416, apresentando razdo de CBM/CIM

que variaram de 1 a 2.
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Tabela 10 - Concentragdo inibitdria minima (CMI) e concentracdo bactericida minima (CBM) (expressos em pg/mL e uM) para 0s compostos

tiossemicarbazona PB-01 e seus tiazois correspondentes PBT-01 a PBT-05.

NO,

0,N s OH
x. _N N
\©\NJ\N’NV©/ /@/\N \\(\)/@/R
- s/
H H HO

LQTI/PB-01 R =H, NO,, Cl, Br, F.
Bactérias Gram positivas Bactérias Gram negativas
E. faecalis E. faecalis S. aureus S. aureus A. baumannii P. aeruginosa P. aeruginosa
Compostos
UFPEDA-69 UFPEDA-138 UFPEDA-02 UFPEDA-709 UFPEDA-1024 UFPEDA-261 UFPEDA-416
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
LQIT/PB-01 pg/mL >150 >150 >150 >150 150 >150 >150 >150 75 > 150 75 75 150 150
UM > 475 > 475 > 475 > 475 475 > 475 > 475 > 475 237 > 475 237 237 475 475
LQIT/PBT-01  pg/mL >150 >150 >150 >150 > 150 >150 >150 >150 75 150 375 75 375 75
UM >360 >360 >360 >360 >360 >360 >360 >360 180 360 90 180 90 180
LQIT/PBT-02 pg/mL >150 >150 >150 >150 > 150 >150 >150 >150 150 > 150 75 75 75 75
UM > 325 > 325 > 325 > 325 > 325 > 325 > 325 > 325 360 > 325 163 163 163 163
LQIT/PBT-03  pg/mL >150 >150 >150 >150 > 150 >150 >150 >150 150 150 75 75 75 75
UM > 333 > 333 > 333 > 333 > 333 > 333 > 333 > 333 325 333 167 167 167 167
LQIT/PBT-04 pg/mL >150 >150 >150 >150 > 150 >150 >150 >150 150 150 75 75 75 75
UM > 303 > 303 > 303 > 303 > 303 > 303 > 303 > 303 333 303 152 152 152 152
LQIT/PBT-05 pg/mL >150 >150 150 150 > 150 >150 >150 >150 150 150 75 75 75 75
UM > 346 > 346 346 346 > 346 > 346 > 346 > 346 303 346 173 173 173 173
Amp+Sulbac pg/mL - - - - - 16 (1) - -
UM - - - - 26 - -
Gentamicina  pg/mL  8(S) 8(S) 0.25(S) - - 0.5(S) 0.5(S)
UM 17 17 0.5 - 1.0 1.0
Oxacilina pg/mL - - - - 512 (R) - MRSA - - -
UM - - - 1275 - - -

Legenda: Amp+Sulbac — Ampicilina combinada a Sulbactam; R — Resistente; S — Sensivel; | — Resisténcia intermediaria
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Tabela 11 - Concentracéo inibitoria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) (expressos em pg/mL e uM respectivamente) do composto
tiossemicarbazona PB-02 e seus tiazbis correspondentes PBT-06 ao PBT-10.

H

H

LQIT/PB-02

NS

A

Cl

x...N N
N X R
-
HO

R =H, NO,, C|, Br, F.

Bactérias Gram positivas

Bactérias Gram negativas

E. faecalis E. faecalis S. aureus S. aureus A. baumannii P. aeruginosa P. aeruginosa
Compostos
UFPEDA-69 UFPEDA-138 UFPEDA-02 UFPEDA-709 UFPEDA-1024 UFPEDA-261 UFPEDA-416
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
LQIT/PB-02 pg/mL 150 150 37.5 150 375 150 37.5 75 375 37.5 37.5 75 37.5 75
uM 495 495 124 495 124 495 124 247 124 124 124 247 124 247
LQIT/PBT-06 pg/mL > 150 > 150 150 150 > 150 > 150 > 150 > 150 150 150 75 75 75 75
HM > 370 > 370 370 370 > 370 > 370 > 370 > 370 370 370 185 185 185 185
LQIT/PBT-07 pg/mL > 150 > 150 150 150 > 150 > 150 > 150 > 150 150 150 75 75 75 75
pM > 333 > 333 333 333 > 333 > 333 > 333 > 333 333 333 167 167 167 167
LQIT/PBT-08 pg/mL > 150 > 150 150 150 150 > 150 75 150 150 150 37.5 75 75 75
HM > 342 > 342 342 342 342 > 342 171 342 342 342 85 171 171 171
LQIT/PBT-09 pg/mL > 150 > 150 > 150 > 150 150 150 75 150 75 > 150 75 75 37.5 75
HM > 311 > 311 > 311 > 311 311 311 155 311 155 > 311 155 155 78 155
LQIT/PBT-10 pg/mL > 150 > 150 > 150 > 150 150 > 150 75 150 150 > 150 75 75 75 75
1M > 355 > 355 > 355 > 355 355 > 355 177 355 355 > 355 177 177 177 177
Amp+Sulbac  pg/mL - - - - 16 (1) - -
HM - - - - 26 - -
Gentamicina  pg/mL 8 (S) 8 (S) 0.25(S) - - 0.5 (S) 0.5 (S)
HM 17 17 0,5 - 1,0 1.0
Oxacilina pg/mL - - - 512 (R) - MRSA - - -
HM - - - 1275 - - -
Legenda: CIM — Concentracéo inibitéria minima; CBM — Concentracdo bactericida minima; Amp+Sulbac — Ampicilina combinada a Sulbactam; R — Resistente; S — Sensivel; | — Resisténcia

intermediaria
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Os resultados apresentados na Tabela 11 mostram que a tiossemicarbazona (composto
PB-02) apresentou atividade antifungica, com CIM variando de 12.5 a 50 pg/mL e CMF de
50 a 100 pg/mL, com destaque para a atividade diante da cepa C. albicans UFPEDA-1007,
onde o composto apresentou CIM de 12.5 pg/mL, este resultado quando comparado a CIM do
fluconazol 16 pg/mL para esta cepa, mostra que a atividade do composto PB-02 é promissora,
uma vez que esta cepa demonstrou ter sensibilidade reduzida ao fluconazol (Tabela 11).
Destaca-se ainda que, o composto PB-02 foi 0 Unico que apresentou atividade diante da cepa
C. glabrata UFPEDA-6393 com CIM de 50 pg/mL.

Resultados de atividade antiflngica de derivados semelhante estruturalmente com as
tiossemicarbazonas e tiazdis em estudo também se destacaram diante de C. albicans (PHAM,
et al., 2020; OPLETALOVA, et al., 2016). Onde demonstram atividade diante desta espécie
apresentando CIMs dos compostos variando de 6,25 a 25 pg/mL. Neste estudo, obtivemos

resultados proximos variando 12,5 a 50 pg/mL.

A atividade antifangica dos tiazois, foi bastante promissora na inibi¢do do crescimento
de C. albicans UFPEDA-1007 e C. guilliermondii UFPEDA-6390, com destaque para 0
composto PBT-05, que apresentou as menores CIMs (25 e 12,5 pg/mL respectivamente)
diante destas duas cepas, quando comparada com as CIMs dos demais compostos tiazdis.
Além disso, os compostos PBT-01 a PBT-10 apresentaram atividade antifangica diante de C.
guilliermondii UFPEDA-6390 com CIM que variaram de 12.5 a 100 pg/mL a CMF para esta
cepa, podemos destacar os compostos: PBT-01 (100 pg/mL), PBT-02 (50 pg/mL), PBT-05
(50 pg/mL), PBT-08 (50 pg/mL) e PBT-09 (100 pg/mL).

Para a razdo CMF/CIM o perfil das moléculas testados, que podem ser classificas em
fungicida (razio CMF/CMI > 8) e fungistatico (razdo CMF/CMI > 4) (ARAUJO-NETO et al.,
2017; TROTSKO, et. al., 2018). O composto PB-02 obteve para C. albicans UFPEDA-1007
CMF/CIM = 8 e C. glabrata UFPEDA-6393 CMF/CIM = 1, apresentando um perfil
fungistatico para C. albicans e fungicida para C. glabrata, resultados proximos que foi
observado por ARAUJO-NETO et al. (2017).
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Tabela 12 - Atividade antifungica promovida pelos compostos sintetizados frente a diferentes

espécies de leveduras. os resultados de concentracdo inibitéria minima e concentracéo

fungicida minima foram expressos em pg/mL e pM, respectivamente.

R, s OH
\©\NJ\N Nﬁ — /©/\\NN
H H HO

R4

~N R
EJ’OZ

C. albicans UFPEDA-1007

C. glabrata UFPEDA-6393

C. guilliermondii UFPEDA-6390

Compostos
CIM CFM CIM CFM CIM CFM
R1 R2 pg/mL puM pg/mL M pg/mL UM pg/mL M pg/mL uM pg/mL M

PB-01 -NO» - >100 >316 >100 >316 >100 >316 >100 >316 >100 =>316 >100 >316

PB-02 -CI - 12.5 41 100 330 50 165 50 165 12.5 41 >100 >330
PBT-01 -NO» -H 50 120 >100 >240 >100 >240 >100 >240 50 120 100 240
PBT-02 -NO:2 -NO2 >100 > 217 > 100 > 217 > 100 > 217 > 100 > 217 25 54 50 108
PBT-03 -NO2 -ClI > 100 > 222 > 100 > 222 > 100 > 222 > 100 > 222 100 222 >100 >222
PBT-04 -NO:» -Br 25 51 >100 >202 >100 >202 >100 >202 50 101 >100 >202
PBT-05 -NO:2 -F 25 58 > 100 > 230 > 100 > 230 > 100 > 230 125 29 50 115
PBT-06 -ClI -H > 100 > 247 > 100 > 247 > 100 > 247 > 100 > 247 100 247 >100 >247
PBT-07 -ClI -NO2 > 100 > 222 > 100 > 222 > 100 > 222 > 100 > 222 25 56 >100 >222
PBT-08 -ClI -Cl 50 114 > 100 > 228 > 100 > 228 > 100 > 228 25 57 50 114
PBT-09 -CI -Br 50 104 > 100 > 207 > 100 > 207 > 100 > 207 50 104 100 207
PBT-10 -ClI -F 50 118 > 100 > 236 >100 > 236 > 100 > 236 25 59 >100 >236

Fluc. i (slsGD) 52 8(S) 26 4(S) 13

Legenda: CIM — Concentracéo inibitoria minima; CFM — Concentragdo fungicida minima; S- Sensivel; SSD-
Sensibilidade dose-dependente; Fluc. — Fluconazol

Observamos que os derivados tiossemicarbazonas e tiazois apresentaram uma melhor

resposta na atividade antibacteriana para as Gram negativas, A. baumannii UFPEDA-1024, P.

aeruginosa UFPEDA-261 e P. aeruginosa UFPEDA-416. Ja para a atividade antifingica
destacamos C. albicans UFPEDA-1007 e em especial C. guilliermondii UFPEDA-6390.

Desta forma, a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade biolégica dos derivados revela
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que os efeitos eletronicos e de volume dos substituintes, contribuiram para perfil

antimicrobiano e antifungico promissor.

O grupo 4-NO2-fenil do tiossemicarbazona PB-01, possui um efeito -1 e -M sendo um
grupo fortemente retirador de elétrons. Ja o grupamento 4-Cl-fenil da tiossemicarbazona PB-
02, apresenta os efeitos -1 e +M, sendo considerado um fraco retirador de elétrons. Essas
diferencas de efeitos ndo foram relevantes para o aumento da lipofilicidade dos compostos,
tendo os valores de LogP 2,43 e 2,80, respectivamente. Contudo, conduziram a efeitos
bactericidas distintos, enquanto que o composto PB-01 foi ativo apenas para cepas de A.
baumannii UFPEDA-1024, P. aeruginosa UFPEDA-26 e P. aeruginosa UFPEDA-416, com
CIM variando de 75 pg/mL e CBM variando de 75 a > 150 pg/mL. O composto PB-02
apresentou atividade para E. faecalis UFPEDA-138, S. aureus UFPEDA-02, S. aureus
UFPEDA-709, A. baumannii UFPEDA-1024, P. aeruginosa UFPEDA-261, P. aeruginosa
UFPEDA-416 com CIM e CBM variando de 37.5 a 150 pg/mL.

Os derivados tiazois PBT-01 a PBT-05, oriundos da tiossemicarbazona PB-01, além
dos substituintes 4-NO2 e 4-OH ja& existentes na molécula, ao serem ciclizados com
acetofenonas substituidas, adicionam em sua estrutura no C4 do tiazol mais um anel fenil ndo
substituido ou com diferentes substituintes na posicdo 4 (NO2, Br, Cl e F). A auséncia de
substituinte no fenil do C4 - tiazol, o composto PBT-01, e a presenca de um grupo fortemente
retirador de elétrons o (-NO2) no composto PBT-02, levou a alteragdes sutis na
lipossolubilidade das moléculas. O composto PBT-01 se mostrou menos lipossoltvel que o
PBT-02 tendo os compostos valores de LogP 2,83 e 1,98, respectivamente. Apesar dessa
pequena varia¢do no LogP, o composto PBT-01 se mostrou mais efetivo com CIM de 37.5
pMg/mL diante das cepas P. aeruginosa UFPEDA-261 e P. aeruginosa UFPEDA-416,
enquanto que o PBT-02 para esses mesmos microrganismos demonstrou CIM variando de 75
a 150 pg/mL.

Em contrapartida, nos tiazois de PBT-03 a PBT-05, e a insercdo de halogénios em
posicdo 4 do fenil C4 do tiazol. ndo afetou as propriedades farmacocinéticas dos compostos
gue foram preservadas dentro dos parametros de ADME desejados. Podendo observar apenas
uma diminuicdo da lipossolubilidade em relagcdo aos compostos PBT-01 e PBT-02. Os efeitos
-1 e +M dos halogénios nessa porcdo da molécula ndo contribuiram para uma melhora na
atividade bactericida dessa série de compostos demonstrando CIM variando de 75 a 150

pug/mL.
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J& os derivados tiaz6is PBT-06 a PBT-10, oriundos da tiossemicarbazona (composto
PB-02), apresentaram atividade diante da maioria das cepas ensaiadas com CIM variando de
37.5 a > 150 pg/mL. Sendo possivel destacar o composto PBT-08 substituido com 4-Cl-fenil
do C4-tiazol tendo CIM de 37.5 pug/mL para a cepa P. aeruginosa UFPEDA-261 e para 0
composto PBT-09 substituido com 4-Br-fenil do C4-tiazol tendo CIM de 37.5 pg/mL para a
cepa P. aeruginosa UFPEDA-416. A insercao desses halogénios nas moléculas descritas ndo
determina efetivamente sua atividade farmacol6gica, uma vez que as caracteristicas
intrinsecas das moléculas poderao ser influenciadas e é resultante do meio em que a molécula
se insere e interage (GUIDO, et al., 2008).

Segundo Mohammad et al. (2015) a substituicdo de cadeias laterais de derivados tiazol
por substituintes polares hidrofébicos, como um grupo acetila e ou um fltor resultam em
compostos com promissores resultados antimicrobianos. ZHAO, et al. (2016) destacam que 0s
halogénios presentes nas moléculas organicas contribuem para atividade antimicrobiana,
principalmente quando associados a porcdes fendlicas. Os compostos da série apresentam as

caracteristicas estruturais mencionadas por Mohammad et al. (2015) e ZHAO, et al. (2016).

A resposta da atividade antifungica para esses compostos reforca a potencialidade da
tiossemicarbazona PB-02 como um promissor antimicrobiano. A presenca de halogénios com
efeitos -1 e +M no fenil parece conduzir uma melhora da atividade antifingica. O 4-Cl-fenil
presente no PB-02 proporcionou uma CIM variando de 12.5 a 50 pug/mL diante de diferentes
espécies de Candida. Tendo como destaque a inibicdo frente a C. albicans UFPEDA-1007,
onde o composto apresentou CIM de 12.5 pg/mL, sendo melhor que o fluconazol, farmaco de

referéncia, que teve CIM de 16 pg/mL.

A atividade antifingica dos tiazois derivados das tiossemicarbazonas, foram
promissoras na inibicdo do crescimento de C. albicans UFPEDA-1007 e em especial C.
guilliermondii UFPEDA-6390, onde tiveram CIM que variaram de 12.5 a 100 pg/mL. Com
destaque para o composto PBT-05 que apresentou MIC de 25 pg/mL e 12.5 pg/mL diante
destas duas cepas respectivamente. De acordo lLgczkowski, et al. (2018) a atividade
antifungico esta correlacionada ao anel tiazol com a presenca das bases de Schiff e dos

substituintes flaor, cloro e bromo empregados nas moléculas.
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6 CONCLUSAO

e Os compostos da seérie proposta foram sintetizados e caracterizados com metodologia
de sintese eficiente (rdpida obtencdo dos intermediarios e compostos finais), onde
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas, grau de pureza e rendimentos
satisfatorios;

e As tiossemicarbazonas e os ti6zios apresentaram propriedades moleculares desejaveis
respeitando as regras propostas por Lipinski e Veber;

e Os efeitos citotoxicos foram apresentados nos compostos na série, sendo 0 composto
LQIT/PB-02 o0 menos citotdxico na série proposta;

e Para atividade antioxidante os compostos da série apresentaram efeitos fracos,
moderados e fortes nas metodologias empregadas. Destacando o LQIT/PB-01 como
forte candidato a farmaco antioxidante;

e Nos estudos de interacdo com a HSA, todos os compostos da série apresentaram boa
interagdo com a proteina, corroborando com os dados in silico. As tiossemicarbazonas
quanto os tiazdis sdo de boa absorc¢do e dispersao no meio bioldgico;

e Na interacdo com DNA foi observado que todos os compostos da série formam
interacdo nos sulcos do DNA, como observado na competicdo com a sonda DAPI,
sendo este um bom indicio de mecanismo de a¢do frente aos microrganismos;

e A atividade antimicrobiana podemos destacar o composto LQIT/PB-02 como o
composto mais promissor, onde apresentou atividade para cepas E. faecalis, S. aureus,
A. baumannii, P. aeruginosa, C. albicans; C. glabrata, C. guilliermondii. Outros
compostos de destaque sdo LQIT/PBT-08, LQIT/PBT-09 e LQIT/PBT-10 com
atividade promissoras para as cepas de A. baumannii e P. aeruginosa. O composto
LQIT/PBT-05 se destacou na atividade antifangica frente a C. albicans e C.

guilliermondii.

Em vista de todos os resultados obtidos no presente trabalho, podemos afirmar que o
derivado LQIT/PB-02 apresenta caracteristicas de farmaco antimicrobiano de amplo espectro,
com seletividade de alvo (sendo ainda um composto de rapida obtencédo, alto rendimento,

boas caracteristicas de absorg¢do, distribuigdo e excre¢éo).
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