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O coracdo do homem planeja o seu caminho, mas o0 SENHOR
Ihe dirige os passos. (Provérbios, 16:9)

A grandeza de um ser humano ndo esta no quanto ele
sabe, mas no quanto ele tem consciéncia que nédo sabe. O
destino ndo é frequentemente inevitavel, mas uma questao de
escolhna. Quem faz escolha, escreve sua propria histéria,
constroi seus proprios caminhos. (Augusto Cury)
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RESUMO

Plantas ha muito tempo vem sendo estudadas por conterem substancias responsaveis
por algum tipo de acdo farmacologica. Esse fato deve-se em primeiro instante por
serem utilizadas como terapéuticos pela populacdo. A Piper tuberculatum é uma
espécie da familia Piperaceae, que acumula como metabdlito secundario majoritario a
amida Piplartina que possui diversas atividades biolégicas descritas na literatura, assim
como o0 acido cinamico que também é encontrado em plantas e exibe inUmeras
atividades bioldgicas. Desta forma, o objetivo do trabalho foi direcionado para sintese,
caracterizagao e potencial antimicrobiano de compostos de coordenagao, tendo com
ligantes produtos naturais complexados com vanadio e ferro. Com o ligante piplartina,
um composto de coordenacéao inédito foi obtido com o vanadio. O complexo apresentou
atividade antimicrobiana, principalmente frente as bactérias Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, e Enterococcus faecalis com CMI de 78,
156, 312 e 312 ug/mL, respectivamente, sendo mais ativo quando comparado com a
amida piplartina frente a estas bactérias. A piplartina e seu respectivo complexo com
vanadio ndo mostram citotoxidade frente as células esplénicas de camundongos
BALB/c até a concentracdo de 3,13 upg/mL. Trés novos compostos foram obtidos da
reacdo do acido trans-3,4-metilenodioxicindmico, um fenilpropandide encontrado em
espécies de Piper, com vanadio e ferro. O composto que apresentou maior atividade
antimicrobiana foi o fenilpropanéide coordenada com o ferro, frente a bactéria S.
aureus com CMI de 312,5 pg/mL e o fungo Epidermophyton floccosum com CMI de 625
pg/mL. Os complexos obtidos foram caracterizados com base nas interpretacfes de

seus respectivos dados espectrais de 1V, UV e pela analise de TGA.

Palavras-Chave: Piplartina, Acido trans-3,4metilenodioxicinamico,  Atividade

antimicrobiana, Organometalico.
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ABSTRAT

Plants have long been under study for containing substances responsible for some kind
of pharmacological action. This fact must be first time for use as therapeutic by the
population. Piper tuberculatum is a species of the family Piperaceae, which accumulate
as the major secondary metabolite piplartine amide having diverse biological activities
described in the literature, as well as cinnamic acid is also found in plants and exhibits
numerous biological activities. Thus, the aim of this work was directed to the synthesis,
characterization and antimicrobial potential of organometallic compounds, and binders
with natural products complexed with vanadium and iron. With piplartine binder, a novel
coordination compound was obtained with the vanadium. The complex showed
antimicrobial activity, especially on the bacteria Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, and Enterococcus faecalis with IGH 78, 156, 312 and
312 pg/mL, respectively, being more active when compared to the amide piplartine
against these bacteria. The piplartine and its corresponding complex with vanadium
show no cytotoxicity front of spleen cells from BALB/c mice up to a concentration of
3.13 ug/mL. Three new compounds have been obtained from the reaction of trans-3,4-
metilenodioxicinamico acid, a phenylpropanoid found in Piper species, vanadium and
iron. The compound showed higher antimicrobial activity was the acid with iron,
opposite to S. aureus MIC 312.5 ug/mL and fungal Epidermophyton floccosum with IGH
625 pg/mL. The obtained compounds were characterized on the basis of their

respective interpretations spectral data IR, UV and by the TGA analysis.

Key-words: Piplartine, Acid trans-3,4-methylenedioxy cinnamic, Antimicrobian Activity,

Organometallic.
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1 INTRODUCAO

1.1 Quimica dos Produtos Naturais

Ha muito tempo, os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade para
diversos fins, em particular as fontes de origem vegetais, que tem sido usada para o
tratamento de diversas enfermidades e moléstias (VIEGAS Jr. e BOLZANI, 2006).

Teofrasto em 372 a.C. escreveu diversos livros sobre estudo botanicos onde ha
registro do uso da planta Papaver somniferum, conhecida devido o seu principio ativo,
o alcaléide morfina (PINTO et al.,, 2002). O isolamento da morfina ocorreu em 1806,
enquanto, a quinina e estriquinina em 1820, sendo considerados 0s primeiros relatos

de obtencao de produtos naturais puros.

Dentre os medicamentos disponibilizados no mercado entre o periodo de 1981 e
2002, cerca de 28% destes possuem principios ativos isolados de produtos naturais ou
semissintéticos, sendo que 24% séao sintéticos com grupos farmacoféricos baseados

em estruturas de produtos naturais

Substancias naturais como a morfina, quinina e estriquinina (Figura 1) sao
metabdlitos secundarios que ocorrem amplamente em diversos tecidos de plantas,
sendo que estes metabdlitos sdo considerados uma fonte de substancias candidatas

ou como prototicos a farmacos.

HO

Figura 1: Estrutura quimica da morfina, quinina e estriquinina, respectivamente.
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De acordo com Peres (2004), existem trés grandes grupos de metabdlitos
secundarios: terpenos, compostos fendlicos e alcaldides. Os terpenos séo
biossintetizado via 4cido mevalbnico (no citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato
(nos cloroplastos). Enquanto que os compostos fendlicos sdo derivados do acido
chiguimico ou acetilcoenzima A. Os alcaléides sdo derivados de aminoacidos
aromaticos (triptofano e tirosina), os quais sdo derivados do éacido chiquimico, e
também de aminodcidos alifaticos (ornitina e lisina). A funcdo dos metabdlitos
secundérios esta associada a defesa quimica dos organismos contra predadores e
microorganismos patolégicos como fungos e bactérias, por isso, o0 estudo da
caracterizacdo quimica e potencial biologico dos metabdlitos secundarios sao bastante

explorados.

1.2 Familia Piperaceae

A familia Piperaceae, juntamente com a familia Chlorantaceae tém sido
classificadas como as mais primitivas Angiospermas, podendo ser consideradas como
fosseis vegetais vivos (TAYLOR e HICKLEY, 1992). Embora ndo seja uma familia
considerada muito grande quando comparada com as demais, € uma das maiores
representantes das angiospermas basais. Segundo Machado (2007), possui cerca de
3000 espécies distribuidas em oito géneros. No Brasil ocorrem cerca de 500 espécies
distribuidas em 5 géneros: Piper, Piperomia, Ottonia, Sarcohanchis e Manekia que séo
encontradas principalmente na Mata Atlantica (SOUZA e LORENZI, 2005; KATO e

FURLAN, 2007).

Espécies da familia Piperaceae sdo conhecidas devido a sua importancia
econdmica, bioldgica e ecologica devido a diversidade de metabdlitos secundarios
biologicamente ativos como terpenos, pironas, lactonas, cromenos, chalconas,

ligndides, amidas e alcalbides isolados de Piperaceae (KATO e FURLAN, 2007).

16



1.2.1 Género Piper

O género Piper, figura 2, pertencente a familia Piperaceae tem mais de 2000
espécies distribuidas em ambos os hemisférios e amplamente distribuidas em regides
tropicais e subtropicais do mundo (PARMAR et al., 1997). Ha estimativa que o niUmero
de espécies desse género pode ser de 3000 (WANKE et al., 2007).

-%
Piper arboréeum

Figura 2: Exemplos de espécies do género Piper.

Fonte: Google imagens.

Popularmente, algumas espécies sao conhecidas pelo seu uso no tratamento de
algumas enfermidades, sendo o uso decorrente de conhecimentos populares que
variam de regidao para regiao. Como por exemplo, segundo Chaves et al., (2006) na
China, as folhas de P. futokasura s&o usadas no tratamento de arritmias cardiacas e da
asma. Na Jamaica dores estomacais sdo tratadas com uma infusdo das folhas de P.
aduncum e P. hispidum. No México e Brasil, as folhas de P. amalago sdo usadas para
aliviar dores estomacais e no combate a diversas infec¢des, enquanto, as folhas e talos
de P. marginatum e P. tuberculatum Jack séo utilizadas na Paraiba contra mordida de
cobra e como sedativos (ARAUJO-JUNIOR et al., 1999).
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A composicdo quimica de espécies do género Piper tem sido amplamente
investigada, o que tem levado a descoberta e a elucidacdo estrutural de varios
metabdlitos fisiologicamente ativos (Figura 3), tais como: alcaldides, chalconas,
hidrochalconas (PARMAR et al., 1997), propenilfendis (BENEVIDES et al. 1999),
lignanas, neolignanas (RAMOS et al 2008; MARTINS et al., 2000), acidos benzdicos
prenilados (RAMOS et al., 2009; LAGO et al., 2004), terpenos (ANDRADE et al., 1998),
piperolideos, flavondides e flavanonas. Entretanto, apenas 10% de todas as espécies
de Piper (112 de 1120 espécies conhecidas) foram investigadas fitoquimicamente, das
guais foi isolado, até 2004, um total de 667 metabolitos secundarios: 190
alcaléides/amidas, 49 lignanas, 70 neolignanas, 97 terpenos, 39 propenilfendis, 15
esteroides, 18 kawapironas, 17 chalconas e hidrochalconas, 16 flavonas, 6 flavanonas,
4 piperolidos e 146 compostos de variadas estruturas (DYER et al., 2004; PARMAR et
al., 1997).
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Figura 3: Exemplos de metabdlitos secundarios isolados do género Piper.

1.2.2 Fitoquimica e atividades biologicas do género Piper

A quimica das espécies no género Piper é bastante investigada devido o seu
grande potencial biologico (Tabela 1). Dentre as atividades biolégicas apresentadas por
compostos isolados no género destacam-se o seu potencial inseticida atribuido a
presenca de amidas e derivados de fenilpropandides.
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espécies do género Piper.

Tabela 1: Atividades bioldégicas e metabdlitos secundarios isolados do 6leo essencial de algumas

Espécie Atividade Substéncia Referéncia
. nigrum Inseticida Piperina Garcez etal.,
(2013)
. aduncum Anti -helmintico 1,8-cineol Oliveira et al., 2014
(eucalipto)
. guineesen Efeitos Anti- Terpenos Oyemitan et al.,
depressivos (2015)
. alatabaccum Larvicida Dilapiol Santana, H. T.,
(2012)
. mikanianum Acaricida Fenilpropandides Ferraz et al.,
(apiol e safrol) (2010).
. auritum Leishmanicida Safrol Monzote et al.,
(2010)
. affinis hispidinervum Inseticida Sarisan Fazolin, M. et al.,
(s/d)
. arboreum Antimicrobiana Curcumeno Nascimento,
(2013)
. hostmanianum Larvicida Arilpropandides Morais et al., (2007)

A P. nigrum (Figura 4) nativa da regido Indo-malaia € conhecida como pimenta

preta acumula em seus tecidos, como composto majoritario a amida piperina, principio
ativo da planta. Esta planta apresenta diversas atividades biolégicas como
antiinflamatoria, antioxidante, inseticida, antimicrobiana,

antidlcera, antileishmania, tripanocida e antivitiligo (SINGH e CHOUDHARY, 2015).

analgésica, antitumoral,

Figura 4: Piper nigrum (folhas e fruto).
Fonte: http://www.botany.hawaii.edu/faculty/carr/piper.htm
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Um estudo fitoquimico realizado por Silva, (2011) com extratos de diversas
partes da planta adulta e de plantulas de P. reticulatum levou ao isolamento e

caracterizacao de quatro amidas (Figura 5).

oo oo

(E)-5-(6-metil-benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1 (2E, 4E) -5- (6-metilbenzo [d] [1,3] dioxol-5-il)
-1- (pirrolidin-1-il) penta-2,4-dien-1-ona (pirrolidin-1-il)pent-2-en-1-ona

/\/\/\/\/\/\/\/\/\)OL
s

(2E, 4E)-N-isobutileicosa-2,4-dienamida

(e}

N\ \\D

(2E, 4E, 14E)-N-pirrolidileicosa-2,4,14-trienamida

Figura 5: Estruturas das quatro amidas isoladas de P. reticulatum.

O extrato etandlico de P. amalago, um espécie usada na medicina popular como
analgésico, mostrou atividade anti-hiperalgesia, antinociceptiva e anti-artritico em
roedores e atividade diurético, natriurético e efeitos antilitiAsica (ARRIGO et al., 2015;
NOVAES, et al., 2014). Ja o extrato de folhas de P. scutifolium apresentou atividade
antifangica significativa contra Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum por
meio do isolamento das amidas piperina, piperlonguminina e corcovadina (Figura 6)
(MARQUES et al., 2010).
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Figura 6: Amidas isoladas da P. scutifolium.

O dleo essencial de P. arboreum exibiu atividade antimicrobiana frente a
bactéria Staphylococcus aureus e os fungos Microsporum gypseum e Epidermophyton
floccosum, sendo identificados como compostos majoritarios o curcumeno (45,1%), o
cis- cadin-4-en-7-ol (12,07%) e o B-germacreno (9,73%). Os extratos etandlicos da
folhas e raizes de P. arboreum apresentaram perfis quimicos idénticos, sendo a amida
piperidina (Figura 7) isolada como composto majoritario em ambos 0s extratos
(NASCIMENTO et al., 2015). Ainda o 6leo essencial de P. aduncum considerado uma
fonte natural de dilapiol, um potente inseticida natural, também apresentou atividade
antimicrobiana (BRAZAO, 2012). O extrato das folhas de P. aduncum causou
mortalidade de 90-100% em ninfas do sugador de seivas Diaphorina citri (VOLPE et al.,
2015).

Figura 7: Estrutura quimica da amida (Piperidina) isolada de P. arboreum.
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Na figura 8 estdo apresentadas trés novas amidas: (2E,14Z)-N-isobutileicosa-
2,14-dienamida, dipiperamides F e G que foram isoladas a partir dos frutos de P.
retrofractum (MUHARINI et al., 2015).
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124 ﬁ“ :|\// . ” 12{_ | P
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_

dipiperamides Fe G

Figura 8: Estrutura das amidas isoladas dos frutos de P. retrofractum.

O extrato etandlico bruto das folhas de P. amalago apresentou atividade
antioxidante e os compostos isolados desse extrato foram a flavona vitexina e o
esterdide lupeol (Figura 9) (ROVANI et al., 2013).

Vitexina Lupeol

Figura 9: Estruturas quimicas isoladas da P. amalago.
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O extrato hidroetandlico das folhas de P. umbellatum mostrou atividade
antibacteriana frente a Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Shigella
flexneri, e Enterococcus faecalis, bem como baixa toxicidade aguda in vitro e in vivo em
células epiteliais de ovario de hamster (DA SILVA Jr., et al., 2014).

Os extratos brutos de diferentes partes de P. reticulatum L mostraram potente
atividade antifungica frente & Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum bem

como atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase (SILVA, 2011).

1.3 Piper tuberculatum

Segundo Guimardes e Giordano, (2004) a P. tuberculatum (Figura 10) esta
distribuida pelo Continente Americano e Antilhas. No Brasil, ocorre naturalmente nos
estados do Amazonas, Para, Maranhdo, Piaui, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Rio de
Janeiro e Mato Grosso. Cresce em altitudes proximas a 550 m, em encosta Umida, em

areas de capoeira e em locais brejosos.

O nome popular e o uso medicinal dessa planta variam de acordo com a regiéo,
onde no Nordeste é conhecida como pimenta-de-macaco. No Ceara também é
conhecida como pimenta-longa, e € utilizada como estimulante e carminativa. J& no
estado da Paraiba essa planta € usada como sedativo e como antidoto para picada de
cobra, sendo conhecida localmente como pimenta d’arda (BRAGA, 1953; ARAUJO-

JUNIOR et al.,1997).

Figura 10: Piper tuberculatum
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Na literatura ha varias pesquisas com espécies do género Piper (RODRIGUES,
2009; BALDOQUI et al., 2009; SANTANA, 2012) e o estudo fitoquimico de P.
tuberculatum revelaram a presenca de algumas amidas, dentre elas da-se destaque a

amida piplartina.

1.3.1 Piplartina

Piper tuberculatum acumula como metabdlito secundario majoritario a amida
piplartina, 5,6-di-hidro-1-[1-ox0-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-propenil]-2(1H)-piridinona, cuja
estrutura é apresentada na figura 11. Isolada principalmente dos tecidos do caule e da
raiz da espécie P. tuberculatum, a piplartina possui uma vasta gama de atividades
biolégicas como antileshimanicida, antifingica e anticancerigena (ARAUJO JUNIOR et
al., 1997; FELIPE et al., 2007; BODIWALA et al., 2007).

H,CO

Figura 11: Estrutura quimica da piplartina.

Entre essas atividades a piplartina se destaca por possuir propriedades
citotoxicas, com capacidade de matar células cancerosas de varios tipos, incluindo
histo hematoldgica, colon, pulmdo, mama, sistema nervoso central, do pancreas, da
nasofaringe, 6sseo, da bexiga, renal e da prostata (BEZERRA et al., 2013; RAJ et al.,
2011). Sendo ainda eficaz na supresséo do crescimento do tumor in vivo além de que o
extrato bruto também apresenta atividade anticancerigena in vitro (ROH et al., 2014,
BEZERRA et al., 2015).
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Recentemente, a piplartina apresenta-se como um novo agente promissor para
utilizacdo no tratamento do cancer de mama, bem como outros canceres que tenha o
transdutor de sinal e ativador de transcricdo (STAT-3) (BHARADWAJ et al., 2015).

A genotoxicidade desse composto também é encontrada, bem como inducéo de
apoptose em células V79 (células de mamiferos: fibroblastos), potencial mutagénico e
recombinagénico em Saccharomyces cerevisiae. Sendo conhecida também por
apresentar atividades ansioliticas e antidepressivas significativas quando comparada
ao benzodiazepinico diazepam disponivel comercialmente (BEZERRA et al., 2008;
FELIPE et al., 2007).

A piplartina apresenta um potente efeito leishmanincida quando testada no
modelo in vitro contra promastigotos de Leishmania denovani na concentracdo de 100
uM. Esta atividade foi confirmada in vivo usando o modelo, em “hamster’, de
leishmaniose visceral na dose de 30mg/Kg (BODIWALA et al., 2007).

Em 2011 relatou-se pela primeira vez a atividade esquistossomicida dessa
substancia, em que a concentracdo de 15,8 IM reduziu a atividade motora de vermes
causando mortalidade em 24 h. Posteriormente, foi retratada, a primeira descricdo do
efeito da piplartina em S. mansoni esquistossémulo. Além disso, alteracdes na
superficie do tegumento dos esquistossdmulos usando microscopia confocal de
varredura a laser (MORAES et al., 2011; MORAES et al., 2012).

A piplartina também exibe atividade antifingica, antiagregante plaquetario,
tripanocida, antinocepitiva, e inseticida (NAVICKIENE et al., 2000; FONTENELE et al.,
2009; CONTIGUIBA et al., 2009; RODRIGUEZ et al., 2009; NAVICKIENE et al., 2003).
Por demonstrar tantas atividades é uma molécula com um alto valor para ser candidata
a farmacos, uma vez que sua modificacdo estrutural também apresenta algumas
propriedades biolégicas, como: anticancerigena (com atividade citostatica), e
antibacteriana (KUMAR et al., 2013).
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1.4 Acido trans-3,4-metilenodioxicinamico

O acido trans-3,4-metilenodioxicindmico (Figura 12) de formula molecular
(C10HgO4) é derivado do acido cinamico, percussor de diversos fenilpropandides
isolados de plantas.

(M) OH (i)

Figura 12: Estruturas quimicas dos acidos (i) trans-3,4-metilenodioxicinamico e (ii) cinamico.

O acido cinamico é um fenipropandide biologicamente ativo e comumente
encontrado em plantas, principalmente nos 6leos esséncias da canela e folhas de coca
(NIERO, 2010; LIU et al. 1995). Este acido e seus derivados possuem diversas
atividades biolégicas como antimicrobiana, efeito hipolipidémico, antioxidante,
antidiabética, antiviral e anti-inflamatéria (TABELA 2) (Sharma, 2011; JUNG et al.,
2007; LIU, et al., 1995; EKMEKCIOGLU et al., 1998).

Em particular, o acido trans-3,4-metilenodioxicindmico exibiu atividade
antimicrobiana frente a bactéria Mycobacterium tuberculosis H37Rv com
Concentragbes Minimas Inibitérias - CMI de 312 uM e outro superior a CMI de 520 pM
(GUZMAN et al., 2014; CHENG et al., 2012).

27



Tabela 2: Alguns derivados de acidos cinamico, sua propriedade biolégica e sua estrutura quimica.

Derivado do Acido

Cinamico

Acao Farmacolégica

Estrutura Quimica

Acido m-hidroxi

cinamico

Atividade antidiabética

Acido ferulico

Atividade antidiabética e

antioxidante

OH
o)
N OH
HO
OCHj

Metil-4-clorocinamato

Atividade antifungica

Acido caféico

Atividade antioxidante

Isopropil-4-cloro

cinamamida

Atividade antifungica

Acido sinapico

Atividade ansiolitica e

antioxidante

Isobutil cinamato

Atividade antimicrobiana
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O acido 3,4-metilenodioxicinamico também tem sido usado como ligante em
complexos de cério e neodimio na sintese de filmes poliméricos de poli (fluoreto de

vinilideno) com potencial para aplicacdes opticas (Aguiar et al., 2013).

O primeiro relato de caracterizacdo espectroscopica térmica do éacido 3,4-
metilenodioxicinamico foi realizado por Andrade e colaboradores, (2014) o qual
também envolveu uma sintese de compostos bivalentes de manganés, ferro, cobalto,
niquel, zinco e cobre, sugerindo que os mesmos apresentam-se como quelantes. J&
Oliveira et al., (2012) produziram um complexo com o acido e 0 manganés juntamente
com eletrodos de carbono modificados visando sua aplicacdo antioxidante no Propil
Galato. Ainda no mesmo ano Oliveira et al., (2012) estudaram o complexo do &cido 3,4
metilenodoxicindmico com niquel como modificador de eletrodos de pasta de carbono

objetivando sua utilizacdo na determinacdo do antioxidante difenilamina.

1.5 Vanéadio

O vanéadio, um metal de transi¢éo pertencente ao grupo 5 e 4° periodo da tabela
periddica, de numero atdmico 23 e com peso molecular de 50,94 foi descrito pela
primeira vez pelo mineralogista Andrés Manuel del Rio em 1801. Ele referiu-se a esse
novo elemento como pancrdomio, devido o vanadio apresentar varias cores nos
diferentes estados de oxidag¢do. Trinta anos mais tarde, em 1831, o quimico Nils
Sefstrom isolou o vanadio na sua forma de 6xido e 0 nomeou com esse nome devido a
uma homenagem a uma deusa da beleza e da juventude chamada Vanadis, também

em aluséo as diversas cores dos seus compostos.

Sendo considerado o décimo quinto metal de transicdo mais abundante, o
vanadio apresenta-se no estado soélido a temperatura ambiente, de cor clara e
brilhante. Mas, é encontrado em baixas concentracfes na crosta terrestre, cerca de
0.015%. Esta associado a cerca de 70 minerais diferentes na natureza (dos quais se
destacam aqueles em que se encontra associado a uranio, cobre, chumbo, zinco,
fosfato e titanio ferroso), especialmente na forma de vanadatos ou pentoxidos de

vanadio, de onde €, normalmente, extraido (GREENWOOD e EARNSHAW, 1997).
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1.5.1 Propriedades Quimicas do Vanéadio

A coordenagdo e geometria dos compostos e minerais de vanadio séo
dependentes do seu estado de oxidacdo e do tipo de ligante coordenado. Este
elemento forma estados de oxidacédo -1, 0, +2, +3, +4 e +5, sendo os trés ultimos os
mais comuns (GREENWOOD e EARNSHAW, 1997; WHO, 1988). Essa variabilidade e
as propriedades do vanadio podem ser associadas a sua configuracao eletrénica, mais
precisamente a sua camada de valéncia [Ar] 4s® 3d® a qual permite a formacéo dos

estados de oxidacao.

A maior parte dos compostos de coordenacédo formados pelo vanadio contém
oxigénio, devido a estarem em estados de oxidagdo mais elevados, tornando-o muito
oxofilico. No estado +5, o vanadio existe como uma forma anidnica; VOg3,
metavanadato ou VO,*, ortovanadato. No estado +4, ele existe em uma forma
catidnica; VO**, vanadil (Figura 13). O fon vanadila é uma espécie estavel a pH acidos,
sendo a majoritaria a pH 3. Apresenta-se na cor azulada e forma complexos penta e
hexa coordenados. O vanadio V (V) € a forma mais estavel num intervalo amplo de pH
(CRANS, 2005; NRIAGU, 1998; SHECHTER et al., 2003; CHASTEEN, 1983).

0 o}
0
H H20//,//’ 1\\/\\\\\OH2
v / VV\ // V\\\
V. &
o/ . S 0o H,0 c|> OH,
-0 \
SOy
Metavanadato Ortovanadato Sulfato de Vanadila

Figura 13: Estruturas quimicas do vanadio +5 e +4, respectivamente.

O ion metavanadato, [VO3]," , existe somente em estado soélido, e quando o
composto é dissolvido em &agua, ele forma uma mistura de mono e oligovanadatos,
dependendo do pH, da concentragdo total de vanadio e a for¢a i6bnica do meio. J4 o
mondmero VO, (ortovanadato; V1) esta associado a uma grande parte da importancia

biologica do vanadio, uma vez que se trata de um analogo eletrénico e estrutural do
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ortofosfato (PO,>). A coordenacéo do ortovanadato pode ser tetraédrica ou bipiramidal
trigonal (REHDER, 1995; CRANS et al.,2004).

De acordo com Kepert, (1973) ions monoméricos de vanadio, geralmente
abreviados com V1, sdo encontrados somente em solu¢cdes muito diluidas e o0 aumento
nas concentracoes, particularmente se a solucdo é acida, leva a polimerizacao.
Corroborando, Ferreira, (2009) afirma que “as espécies poliméricas sdo anidnicas,
contendo mais de um atomo de vanadio ligados por &tomos de oxigénio em pontes,
formando espécies lineares ou ciclicas. Essas espécies poliméricas sdo conhecidas

como isopolianions”.

Geralmente, os compostos de coordenacdo de vanadio se apresentam nas
seguintes geometrias: octaédrica, piramide de base quadrada e bipiramide trigonal, em
gue ha presenca de um atomo de oxigénio na sua estrutura formando ligacdo dupla
com o cétion V(V) ou V(IV), como mostra a figura 14.

0 0 0
L///’// ‘\\\\\I— L ///I,, ‘\\\\\L ////, V—0
v v / —
L L L L L
Ll
Piramide de Base Quadrada Octaédro Bipiramide Trigonal

Figura 14: Geometria de coordenagdo mais comuns dos compostos de vanadio (IV) e (V). OBS: Le L’

sao ligantes diferentes.

1.5.2 Propriedades Biologicas do Vanadio

O vanadio desempenha papéis importantes no sistema biologico. No passado, 0s
compostos de vanadio eram amplamente usados como agentes terapéuticos (para
anemia, tuberculose, céries dentarias e diabetes), como anti-séptico e como tbnico
(NRIAGU, 1998; SHECHTER et al., 2003). Os usos farmacolégicos do vanadio
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aumentaram em grande escala, tendo maior destaque no seu uso contra diabetes,
imitando o efeito da insulina no sangue. Como nos afirma Leichter e McNeill, (1993) e
Nriagu, (1998) que os usos farmacolégicos do vanadio incluem a reducao dos niveis de
colesterol, triglicerideos e glicose, efeitos diuréticos e natriuréticos, contracdo dos
vasos sanguineos, aumento da afinidade por oxigénio da hemoglobina e mioglobina, e

efeito anticarcinogénico.

Normalmente, a entrada do vanadio no organismo ocorre por inalacdo de
poeiras e fumo ou, em menores quantidades, por absorcdo ao nivel do trato
gastrointestinal (<1-2 %). Sendo que a absorcdo e distribuicdo dos compostos de
vanadio dependem da rota de entrada e da solubilidade dos mesmos nos fluidos
corporais (ROSHCHIN et al., 1980; WHO,1988).

No organismo, possui um papel bem diversificado, relatado por Etcheverry e
Cortizo, (1998) em que € utilizado: no metabolismo do célcio, ajudando na formacao
dos dentes e 0sso0s, induzindo a sua mineralizagdo; na reproducao e desenvolvimento,
mimetizando e potenciando fatores de crescimento; na biossintese de lipidos, inibindo,
posteriormente, a sua acumulagédo nos vasos sanguineos e no sistema nervoso central
(SNC); no metabolismo da glicose, estimulando o consumo desta, bem como a sintese
de glicogénio, pelo que possui capacidade para mimetizar e potenciar os efeitos
celulares da insulina; na transducéo de sinais celulares, regulando a atividade do RNA

mensageiro; entre outras fungdes.

Entretanto, o vanadio também possui efeito toxico no organismo, dependendo
da via de administracao utilizada. Segundo Mukherjee e Cortizo, (2004) a toxicidade
dos compostos de vanadio aumenta com o aumento da valéncia, sendo o vanadio

pentavalente a forma mais toxica.

Pode-se assim concluir, que no caso particular dos seres humanos, o vanadio
pode ser considerado um elemento essencial benéfico a baixas concentra¢des (1-10

nmol.L™) mas toxico para concentracdes mais elevadas (NECHAY, 1984).
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1.5.3 Atividades Bioldgicas de Complexos de Vanadio.

O vanadio possui comportamento semelhante a insulina, e essa descoberta in
vitro, e depois disponivel como via oral da glicose e a capacidade de reducéo de lipidos
deste mesmo composto in vivo, tem estimulado um interesse renovado na quimica de
coordenacdo de vanadio. Segundo Thompson et al., (2006) estudos realizados nas
Ultimas décadas estabeleceram a capacidade de vanadio (V) e (IV) de exercerem
diferentes efeitos insulino-miméticos e anti-diabéticos, in vitro ou in vivo. Além dos
efeitos anti-diabéticos, o vanadio, também exibe uma série de outros efeitos
terapéuticos, incluindo anti-tumoral e anti-inflamatério (THOMPSON e ORVIG, 2001).

Das atividades de vanadio mencionadas e testadas na literatura, podemos citar
o trabalho de Maurya et al.,, (2001) em que a coordenacdo de salicilideno-S-
benzilditiocarbazato para VO,  foi mostrada afim de melhorar significativamente a
atividade antiamoébica dos compostos organicos frente a Entamoeba histolytica,
salientando a importancia no potencial na medicacdo de amebiase. Segundo Kopf -
Maier et al., (1981) compostos organicos de vanadio, de modo particularmente
vanadocenediclorida [Cp,VCl,] sdo ativos contra tumores em animais, tais como o
tumor ascitico de Ehrlich (forma liquida desenvolvida no peritbnio de animais
inoculados com células tumorais) e determinados tipos de leucemia, com uma atividade

comparavel a cisplatina.

Mas, devido a alguns compostos apresentarem um elevado efeito téxico no
organismo, como por exemplo, o Vanadato que é consideravelmente toxico, outros
compostos estdo sendo testados, uma vez que compostos de coordenacdo de vanadio
sd0 mais promissores para algumas atividades farmacolégicas, principalmente da

diabetes.

Como observado no trabalho de Léon et al., (2013) o uso de alguns complexos
com vanadio sao eficientes em alguns tratamentos de cancer. Onde relataram acbes
anti-tumorais de trés complexos oxidovanadio (IV) na linha celular MG-63

osteosarcoma humano (células com caracteristicas de osteoblastos imaturos). Os trés
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complexos: VO (oda), VO (oda) bipi e VO (oda) fen (oda = oxodiacetato) (Figura 15),

provocaram uma inibicdo na viabilidade celular dependente da concentracao utilizada.
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Figura 15: Estruturas moleculares dos trés complexos Oxidovanadio.

Xie et al., (2010) sugeriram uma substituicdo de cloro ao vanadio (V) dinuclear e
avaliaram os complexos sob a reducdo hiperglicemia diabética. A priori, foram
sintetizados os dois complexos de vanadio que envolvia novos grupos funcionais o
salicilaldeido 2-hidroxietilenodiamina (Figura 16). Onde os testes in vivo para a
atividade insulinemimetica mostraram que o complexo 1 tem um efeito de reducéo da
glicose no sangue, enquanto complexo 2 a uma dose de 10,0 e 20,0 mg.kg™, poderiam

reduzir significativamente o nivel de glicose no sangue.
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Figura 16: Sinteses dos complexos 1 e 2. R = H (complexo 1) e R= Cl (complexo 2).
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Ramos, (2011) em seu trabalho sobre o efeito de diferentes espécies de vanadio
na estrutura e funcdo da actina, isolada de musculo esquelético de coelho, verificou
gue o decavanadato diminuiu a capacidade de F-actina de estimular a atividade
fisiologica de subfragmento-1 de miosina em 70% (IC50 = 8,04 + 1,49 uM
decavanadato), enquanto o metavanadato e o VOSO, produziram uma inibicdo de
apenas 15 %, aproximadamente do efeito do vanadio na funcdo da actina com o

método de enzimas acoplados.

J& Cazarolli, (2004) estudou os compostos isolados (glicosilados e nao
glicosilatos) da Bauhinia forficata bem como do flavonoide isolado da Cyathea
phalerata na atividade hipoglicemiante em ratos diabéticos e ainda a acdo dos
complexos dos flavondides canferol 3,7-0-(a)-L-diramnosideo e canferol 3-0-(a)-L-
ramnopiranosil B-D-glicopiranosideo com vanadio (IV) na glicemia de animais
diabéticos, comparando a biopoténcia destes compostos (por diferentes vias de
administracdo) com a insulina e o vanadio. Concluindo que para o primeiro complexo a
atividade hipoglicémica € confirmada, mas € considerada menos eficacia que o vanadio
(IV) livre que apresentou cerca de 26% de poténcia comparado a insulina. Ja o
segundo reduziu significativamente a glicemia, apresentando 83% de biopoténcia

comparado a insulina e sendo mais potente que o vanadio livre.

1.6 Ferro

O ferro é um metal de transicdo de coloracdo cinza prateado que apresenta
maleabilidade, tenacidade e propriedades magnéticas. Pertencente ao grupo 8 e 4°
periodo da tabela periédica, de nimero atbmico 26 e com peso molecular de 56u, é o
guarto elemento mais abundante da crosta terrestre, apesar de ser insolivel no meio
ambiente. De acordo com Espésito, (2011) isso ocorre porque, em nosso planeta, onde
0s oceanos tém uma grande quantidade de sais dissolvidos e a atmosfera é composta
de 20% de oxigénio, todo o ferro esta na sua forma mais oxidada, mais “enferrujada”,
que é o fon férrico (Fe*"). Essa forma de ferro é caracterizada pela formacdo de

minerais como éxidos ou hidréxidos muito pouco sollveis. J& o ion ferroso (Fe®") tende
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a formar compostos mais solluveis. Entretanto, em um ambiente oxigenado ele ndo é

estavel, e se converte para a forma férrica.

O ferro ja é usado desde os tempos mais remotos, cerca de 4000 a 3500 a.C.
Nessa época, o ferro era obtido por meio de meteoros e foi considerado extremamente
raro, onde era trabalhado a marteladas, a partir das quais se conseguiam modelar os
objetos desejados, tais como facas feitas pelos astecas e pelos esquimés da
Groenlandia. J& a siderurgia (maneira de obter o metal a partir de seus minérios) so
surgiu entre 3000 a 2000 a.C., possivelmente de maneira acidental, quando esses
minérios foram aquecidos a altas temperaturas na presenca de carvdo vegetal
(RICKARD, 1974, 1884; MEDEIROS, 2010).

1.6.1 Propriedades Quimicas do Ferro

Pode-se obter o ferro a partir dos 6xidos com maior ou menor teor de impurezas.
Na natureza, o ferro ocorre principalmente nos estados de oxidagdo +2 e +3 como:
hematita (Fe,Os), magnetita (Fe3O,), siderita (FeCOs3), limonita (Fe»03.H,O) e pirita
(FeS,), sendo a hematita o seu principal mineral. Também séo conhecidos compostos
de ferro com estados de oxidacdo +4, +5 e +6, porém sao pouco comuns (RINALDI et
al., 2007).

A maior parte dos compostos de coordenacao formados pelo ferro se encontra
nos estados de oxidacdo +2 e +3, devido a sua quimica de coordenacdo ser muito
versétil e a sua capacidade de aceitar ou doar elétrons interconvertendo-se entre a
forma férrica (Fe®*" e ferrosa (Fe®"), dependendo dos ligantes que se incorporam na
sua coordenacéo (SATAKE e MIDO, 2006). Formando estruturas quimicas octaédricas

e tetraédricas, com coloragdo azul-esverdeada.

Existem também os elementos chamados de “triade do ferro” (ferro, cobalto,
niquel) que possuem propriedades muito semelhantes e seus compostos comportam-

se como tipicos elementos de transi¢cdo, sendo muitas vezes coloridos e contendo ions
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complexos. Como por exemplo, o 6xido de ferro Ill e seu sal cloreto férrico (SIENKO e
PLANE, 1997).

Como relatado anteriormente, no estado +3 o ferro se apresenta como um ion

incolor Fe** e como suas solucdes de sal sdo acidas ocorre uma hidrélise:

Fe* +H,0 — FeOH* + H'

Esquema 1: Hidrélise de sal de ferro (ll1).

Segundo Sienko e Plane, (1997) a cor castanha caracteristica de solucdes de
ferro (Ill) é devida principalmente ao FeOH**. Com a adicdo de HNO; possa ser que a

cor desapareca e com a adicao de HCI forma-se o precipitado amarelo FeCls.

A partir dos ligantes contendo residuos imidazélicos, fendlicos, aminicos e
piridinicos, foi sintetizado um complexo binuclear com ferro (Il) o qual pode ser
considerado de grande relevancia bioinorganica (SCARPELLINI, 2001). Andlises
realizadas por Gomes et al., 2013 indicaram a coordenagdo do ferro (lll), a partir da
reacao entre FeCl;.6H,0 e o ligante N3O doador 3-[2-hidroxibenzil(2-piridilmetil) amino]
propanoamida (Figura 17).

LA

0

Figura 17: Complexo de ferro (Ill) com o ligante tripodal N3O.

37



1.6.2 Propriedades Biologicas do Ferro

O ferro é um elemento abundante e de grande importancia biolégica. Sendo a
hemoglobina (Figura 18) uma das proteinas mais importante que contém o ferro e é
responsavel pelo transporte de oxigénio nos glébulos vermelhos do sangue juntamente

a mioglobina.

HsC \

CH,

HyC CHs

COOH COOH

Figura 18: Estrutura da hemoglobina.

Uma pessoa adulta apresenta 1,7g (mulheres) a 2,4g (homens) de ferro
estocado em diversos compartimentos biolégicos. Uma pessoa normal controla o
balanco de ferro no momento da absorgéo: se seu organismo precisa desse elemento,
ele é absorvido. Se ndo necessita, ele ndo chega a ser assimilado. A quantidade de
ferro absorvida pelo organismo equivale as perdas e varia de 3 a 6% do total ingerido
(ESPOSITO, 2011; GANONG, 1993).

A maior quantidade do ferro é absorvida na parte superior do intestino delgado
(duodeno e jejuno), e somente alguns tracos sdo absorvidos no estbmago. Porém, no

estbmago, as secrecdes gastricas dissolvem o ferro e permitem que ele forme
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complexos soluveis com o acido ascorbico e outras substancias que auxiliam sua
reducéo a forma Fe?* (GANONG, 1993; HILLMAN, 1995).

O ferro que absorvemos mais facilmente vem de alimentos que sao ricos desse
metal, sendo: as carnes vermelhas, o peixe, a lentilha, o feijao, o espinafre e o frango.
Mas vale salientar que tanto o excesso do ferro quanto a deficiéncia pode causar

consequéncias prejudiciais ao organismo humano.

Algumas das implicacdes da deficiéncia do ferro sdo: a anemia hipocrémica
microcitica e a alteracdo do metabolismo celular (HILLMAN, 1995; GANONG, 1993).
Onde damos destaque a anemia falciforme, que segundo Brasil, (2007) € um tipo de
anemia mais grave que ocorrem em pessoa que nao possuem a hemoglobina A e
produzem a hemoglobina S, que por sua vez nao exerce a funcao de oxigenar o corpo
de forma satisfatoria. Assim as células adquirem a forma de meia lua ou de foice,
acarretando em muita dificuldade de passar pelas veias, o que ocasiona seu

entupimento e muitas dores, principalmente nos 0ssos.

J& o0 excesso de ferro pode resultar em ma formacdo de hemoglobina e de
glébulos vermelhos, que sao reprocessados pelo corpo muito mais rapidamente do que
deveriam, e o ferro que sai desse processo ndo € prontamente reabsorvido em outros
compartimentos do corpo. Como também disfungcdo nos mecanismos que controlam a
absorcao de ferro pelas células. Onde, o organismo ndo consegue parar de absorver o
ferro da dieta, fazendo com que o elemento seja depositado no figado, no pancreas e
no coragdo. Podendo causar cirrose, cancer de figado, insuficiéncia cardiaca e
diabetes (ESPOSITO, 2011).

1.6.3 Complexos de Ferro

Tanto as propriedades eletrdnicas, quanto a ativacdo e transformacédo de
substratos estdo relacionadas ao numero e tipos de ligantes coordenados ao metal,

bem como o seu arranjo geométrico ao redor do centro metalico, uma vez que a
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modificacdo de tais caracteristicas altera propriedades cinéticas e termodinamicas,

como por exemplo, o potencial redox (Borzel et al., 2002).

No trabalho de Azeredo, (2013) que sintetizou e caracterizou dois complexos de
ferro Il (FeCl3.6H,0) com ligantes derivados do naftol, sendo o complexo 1: o ferro-
alfanaftol-HBPA (Figura 19) e o complexo 2: ferro-betanaftol-HBPA (Figura 20)
podemos verificar como os compostos com ferro (Ill) sdo habeis em formar complexos

com ligantes que tenham &tomos doadores de elétrons N/O.

Cl

N Cl

Figura 19: Complexo 1 (ferro-alfanaftol-HBPA)

Figura 20: Complexo 2 (ferro-betanaftol-HBPA)
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Ramos, (2011) realizou a sintese de complexos com Ni, Co, e Fe com o ligante
acido dipicolinico (PDC) e verificou a utilizacdo desses complexos como catalisador
homogéneo para a degradacdo de compostos organicos. Sendo que o complexo de
ferro (Figura 21) mostrou-se mais eficiente quando comparado com 0s demais e

também foi empregado na oxidacdo da quinolina e desetilatrazina.
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Figura 21: Estrutura do complexo [Fe (PDC),].HsO,"

Complexos de ferro tém sido avaliados como catalisadores em reagdes de
oxidacdo de hidrocarbonetos, uma vez que o ferro € um metal que atrai interesse
especial, pois é o mais abundante do organismo humano e esta presente em uma série

de processos e func¢des do sistema biolégico (GOMES et al., 2013).

Diante disso, a sintese e caracterizacdo de complexos de ferro tem se tornado
de grande interesse em estudos, pois ha possibilidade de aplicacdo e desenvolvimento
da quimica medicinal como nucleases artificiais e agentes quimioterapicos, bem como
agentes antifungicos, antitumorais e antimicrobianos. (GHOSH et al., 2012
FERNANDES et al., 2006).

Morcelli et al., (2016) sintetizaram dois complexos de ferro (lll) com unidades a e

B-naftaleno (Figura 22) e avaliaram a atividade anti-tumoral, verificando que os
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complexos apresentaram uma moderada atividade comparada com compostos
similares que contém cobre e cobalto.
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Figura 22: Sintese dos complexos 1 e 2 com o Fe (lll).

Desta forma, a descoberta de novos compostos coordenados com ferro € de

suma importancia em estudos, pois pode ser empregado em diferentes meios da
guimica medicinal.
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1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo Geral

Sintetizar compostos de coordenacéo com potencial antimicrobiano, tendo como

ligantes compostos de origem de vegetal.

1.7.2 Objetivos Especificos

¢ |solar o composto piplartina das raizes de P. tuberculatum.

e Sintetizar o composto de coordenacdo usando sulfato de vanadila e a

piplartina como ligante.

e Sintetizar compostos de coordenacdo usando o &acido trans-3,4-

metileodioxicindmico com o ferro e sulfato de vanadila.

e Caracterizar todos os compostos obtidos pelas técnicas espectroscopicas
(IFTR, UV, RMN de *H e de *C) e Anélise Termogravimétrica - TGA.

e Avaliar a atividade antimicrobiana do ligante e dos compostos de

coordenacao frente as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e a

dois fungos filamentosos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Lista de Material

Os seguintes solventes foram obtidos comercialmente com pureza P.A.: Acetato
de etila (Dinamica®), éter dietilico (Anidrol®), &lcool metilico (Isofar®), alcool étilico
(Dinamica®), hexano (Fmaia®), diclorometano (Neon®), dimetil sulféxido (Dinamica ®), e
cloroférmio (Dinamica®), zinco (Vetec®) e Cloreto de Ferro Il (hexahidratado) P.A.
(Vetec®). Os reagentes: Sulfato de Vanadila (VOSO4. 5H20) (99%) e Acido 3,4 -

metilenodioxicinamico, predominantemente trans (99%) foram adquiridos da Aldrich®.

2.2 Equipamentos

Para a analise termogravimétrica (TGA) foi usado equipamento de TGA 50/50 da
Shimadzu, com cadinho de platina, usando como gas de arraste o nitrogénio, com taxa
de aquecimento de 10°C/min e uma faixa de temperatura de 30 a 800°C. Os espectros
de infravermelho foram obtidos em um espectrofotdmetro modelo 640 — IR, com faixa
do espectro de 400 a 4000 cm” sendo as amostras foram preparadas em pastilhas de
KBr. As andlises de RMN de 'H e *3C foram obtidas em um aparelho Varian Mercury —
300 e 75 MHz, respectivamente, usando cloroférmio deuterado como solvente. As
analises de UV-Vis foram realizadas em um espectrofotometro UV-Vis, modelo 8453 da

Agilent®, com cubeta de quartzo de 1cm, e uma faixa do espectro de 200 a 800nm.

2.3 Obtencéao da Piplartina

A piplartina foi obtida das raizes Piper tuberculatum coletadas no Campus da
UFRPE em Dois Irmaos em 09/04/2014 as 09h:30min. A espécie foi identificada pela
Dra. Angela Maria de Miranda Freitas, curadora do herbéario Sérgio Tavares — UFRPE

do Departamento de Ciéncia Florestal local onde a exsicata foi preparada e depositada
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sob o numero: HST 18179. As raizes foram secas em estufa a 50°C por 48h e

posteriormente trituradas em moinho de facas.

1659 das raizes secas trituradas foram submetidas a extracdo por trés vezes
com uma mistura de 300 mL de éter dietilico: acetato de etila (2:1). Apés a filtracdo o
solvente foi removido em evaporador rotatorio a 40°C sob presséo reduzida, obtendo-
se 0 extrato bruto com presenca de cristais. O extrato foi ressuspendido em metanol,

novamente filtrado e obtido um solido branco cristalino caracterizado como a piplartina.

2.4 Sintese do Complexo de Piplartina

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 1mmol do ligante piplartina (a)
dissolvido em 10 mL de etanol PA e 1mmol de sulfato de vanadila (b) penta hidratado
dissolvido em cerca de 20 mL de agua destilada. A reacdo ocorreu em agitacdo por 2
horas (ESQUEMA 2). A mistura reacional foi rotaevaporado e posteriormente
liofilizado, obtendo um sélido cristalino esverdeado.
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Esquema 2: Proposta de sintese do composto de coordenagédo a base de vanadio (V-PIP).
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2.5 Sintese do Complexo do Acido trans-3,4-metilenodioxicindmico com Metais

2.5.1 Sintese do Complexo Acido trans-3,4-metilenodioxicinamico / Vanadio (A-V)

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,1g (1mmol) do ligante acido
trans-3,4-metilenodioxicindmico dissolvido em 10 mL de MeOH (a quente) e 0,19
(mmol) de sulfato de vanadila. Utilizou-se uma quantidade minima de agua destilada
capaz de dissolver completamente o VOSO,4. A reagdo procedeu-se sob agitagcéo
continua na temperatura de 40°C por um tempo reacional de 2 horas. Em seguida a
mistura reacional foi seca em rotaevaporador e submetida a purificacdo em coluna de
silica de fase reversa Cig, eluida com metanol e monitorada por CCD. Foi obtido um
solido de cor esverdeado codificado como A-V e posteriormente submetido a analises

espectroscopicas.

2.5.2 Sintese do Complexo Acido trans-3,4-metilenodioxicinamico / Ferro (A-F)

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,1g (Immol) do ligante &cido
trans-3,4-metilenodioxicindmico dissolvido em 10mL de MeOH (a quente) e 0,1g
(Immol) de cloreto de ferro Ill solubilizado em &gua destilada. A reacdo procedeu-se
sob agitacdo continua na temperatura de 40°C por um tempo reacional de 2 horas. Em
seguida a mistura reacional foi seca em rotaevaporador e purificada em coluna de
reversa de Cig, eluido com metanol, obtendo-se um soélido de cor verde-amarelado

codificado como A-F e posteriormente submetido a analises espectroscépicas.

2.5.3 Sintese do Complexo Acido / Vanadio / Ferro (A-V-F)

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,1g (1mmol) do ligante acido 3,4
trans metilenodioxicinAmico dissolvido em cerca de 10mL de MeOH (a quente), 0,1g
(Immol) de cloreto de ferro Il e 0,1g (Immol) de sulfato de vanadila. Utilizou-se uma

guantidade minima de agua destilada capaz de dissolver completamente o cloreto
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férrico e 0 VOSO,4. A reacdo procedeu-se continua na temperatura de 40°C por um
tempo reacional de 2 horas. Em seguida a mistura reacional foi seca em
rotaevaporador e purificada em uma coluna de reversa de Cig, eluido com metanol,
obtendo-se um solido de cor esverdeado codificado como A-V-F e posteriormente

submetido a andlises espectroscopicas.

2.6 Atividade Biologica

2.6.1 Atividade Antimicrobiana

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia
Agroindustrial da Universidade Federal Rural de Pernambuco — Lotado no Centro de
Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) — Dois Irmaos/ Recife-PE.

Para avaliacao qualitativa e quantitativa da atividade antimicrobiana da piplartina
e do complexo V-PIP foram utilizados 08 (oito) micro-organismos provenientes da
Colecdo de Micro-organismos do Departamento de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco (Tabela 3). A suspensdo dos microrganismos foi padronizada
pela turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland em &gua destilada,
correspondente a uma concentracéo de aproximadamente 10® UFC/mL para bactérias
e 10" UFC/mL para fungos.
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Tabela 3. Micro-organismos testes utilizados na atividade antimicrobiana.

Bactérias Gram-positivas | Bactérias Gram-negativas Fungos Filamentosos
Staphylococcus aureus Escherichia coli Microsporum gypseum
UFPEDA 02 UFPEDA 224 UFPEDA 2565
Bacillus subtilis Klebsiella pneumoniae Epidermophyton
UFPEDA 86 UFPEDA 396 floccosum
UFPEDA 2563
Enterococcus faecalis Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 138 UFPEDA 416

2.6.2 Teste de Difusdo em Disco

Para a avaliacao qualitativa da atividade antimicrobiana da Piplartina isolada das
raizes de P. tuberculatum e do complexo de Vanadio com Piplartina (V-PIP) foi utilizado

o teste de difusdo em agar, popularmente conhecido como difusédo de disco.

As bactérias foram cultivadas em meio sélido, Agar Mueller — Hinton, em estufa
a 37°C por 24 horas. Foram utilizados solu¢bes de 20 mg/mL em alcool etilico para
cada amostras testada. Em placas de petri de plastico 140 x 15mm (descartaveis),
adicionou-se 10mL de Agar Mueller — Hinton fundidos e homogeneizados em
movimentos circulares. Apos a solidificacdo do meio, e com o auxilio de um SWAB, a
suspenséao contendo os micro-organismos padronizados foram semeados sobre o meio
de cultura. Foram utilizados discos de papel de filtro estéreis (8mm), impregnados com
50uL da solucéo teste, de modo que ndo houvesse sobreposicdo dos halos na placa

apo6s o crescimento dos micro-organismos. Um disco contendo apenas solvente (50pL)
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foi utilizado como controle negativo, e como controle positivo foi usado 5uL de
Estreptomicina. As concentracdes utilizadas tanto para as amostras a serem testadas
como para o controle positivo foi de 5.000pg/mL. Em seguida, as placas foram
incubadas por 24h a 37°C, para a verificacdo da formacdo dos halos de inibicdo. Os
testes foram realizados em triplicata, e os diametros dos halos de inibicdo foram

medidos em mm.

2.6.3 Determinacao da Concentracdo Minima Inibitéria — CMI

A CMI foi realizada através da técnica de microdiluicio em multiplacas com 96
pocos, conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008; CLSI,
2010). Foram distribuidos 150uL de meio de cultura liquido de Mueller — Hinton (para
bactérias) e Sabouraund (para fungos) nos poc¢os que correspondem as amostras
testadas (Linha A — Coluna 6, 7, 8 e 10, 11, 12). Em seguida, adicionou-se mais 50uL
da solucéo teste*. Na coluna do solvente foi distribuido 50pL do meio Mueller-Hinton e
adicionado 50uL do solvente. Na coluna do padrao foi distribuido 95uL do meio e 5uL
da solucdo padrdo. Na coluna do meio de cultura, foi distribuidos 100uL de Mueller-
Hinton e por final, na coluna dos micro-organismos, além dos 100uL do meio
distribuido, foi acrescentado 10puL da suspensao dos micro-organismos padronizados.

ApOs toda distribuicdo anteriormente relatada, foi realizado o processo de
microdiluicdo seriada, da primeira linha das amostras descendo pelas colunas dos
pocos sucessivamente até a ultima, onde foi retirado 100uL no total da dilui¢do.
Concluida a microdiluicdo, 10uL dos inéculos microbianos padronizados foram
adicionados nas colunas das amostras. A analise foi realizada em triplicata para todas
as amostras. As microplacas foram cultivadas a 37°C por 18-24 horas para bactérias e

30°C por 48-72 horas para os fungos.

*Solucao teste: (piplartina / alcool etilico — 20mg/mL; V-PIP / &lcool etilico — 20mg/mL;
A-V | metanol — 20mg/mL; A-F / metanol — 20mg/mL; A-V-F / metanol — 20mg /mL).
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2.6.4 Leitura da Microplaca

Apoés o periodo de cultivo, as microplacas foram reveladas com a adicdo de
10pL da solucao de risazurina a 0,01% e incubadas por 1-3 horas para que ocorresse a
mudanca de coloracdo nos pocos. Segundo Lima, (2013) a resazurina € um corante
azul indicador de oOxido-reducdo, onde a manutencdo da cor azul nos pocos €
interpretada como inibicdo de crescimento, enquanto o desenvolvimento da cor rosa,
ocorréncia de crescimento. A CMI foi definida como a menor concentracdo da amostra

que inibiu o crescimento do micro-organismo.

2.7 Atividade Citotoxica

Células esplénicas (6x10° células/poco) de camundongos BALB/c foram
cultivadas em placas de 96 pogos de fundo plano, contendo meio de cultura Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640. As células foram incubadas com os compostos
em diferentes concentracdes (100 até 1,56 mg/ml) e com timidina tritiada (1 uM/poc¢o)
durante 24 h em estufa de CO, a 37°C. Para o controle foram utilizadas células
tratadas com saponina (0,05%) e sem tratamento, todos com timidina tritiada (1
uM/poco) associada em paralelo. Cada amostra (PIP e V-PIP) foi testada em triplicata.
Apbs 24 h de incubacdo, as células foram coletadas em papel de fibra de vidro e,
posteriormente, a captacdo de timidina tritiada determinada através do contador beta
de cintilagdo. O percentual de citotoxicidade foi determinado comparando-se a
percentagem de incorporacdo de timidina tritiada nos pocos com as amostras em
relacdo aos pocos ndo tratados. As concentracdes atoxicas foram definidas como
aquelas que causaram uma reducao na incorporagcdo com timidina tritiada abaixo de
30% em relagdo ao controle sem tratamento (células esplénicas sem as substancias

testadas).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencéao e caracterizacédo da piplartina das raizes de P. tuberculatum

A partir da extracdo de 165 g das raizes de P. tuberculatum foram obtidos 2,79 ¢
de extrato bruto seco e apds processo de purificacdo, 0,86 g de um solido cristalino
branco com ponto de fuséo de 122,2°C, valor similar ao da amida piplartina (BRAZ-
FILHO, SOUZA e MATTOS, 1981). O sdlido exibiu rendimento de 30,82% em relacéo a
massa extrato bruto e 1,7% em relacdo a massa das raizes secas. E foi submetido a
andlises espectroscopicas de IV, RMN de 'H e '3C, sendo que o espectro de IV
apresentou bandas de vibragbes de deformacgéo axial de carbonilas em 1682 e 1700
cm’ referente & carbonilas cetdnicas, vibracdes de deformacéo angular fora do plano
em 801 e 988 cm™ atribuidas a presenca de aromatico, uma banda em 1129 cm™
referente a vibracdes de deformacdo axial de éter e uma banda de 2957 cm™ de

estiramento axial C-H de um carbono sp® (Figura 23).
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Figura 23: Espectro de infravermelho do ligante piplartina em pastilha de KBr.

O espectro de RMN *H, (CDCl; 300 MHz, figura 24) indicou a presenca de cinco
sinais entre 8 e 6 ppm, associados a um simpleto de hidrogénio aromético em H-11
6,81ppm hidrogénio, dois dupletos na regido de 6 7,68 H-9 (J = 15 Hz) e 7,43 ppm H-8
(J = 15,5 Hz) atribuidos a hidrogénios da cadeia alquilica a,B-insaturada a carbonila
com configuracao trans, dupletos de tripleto em & 6,05 H-3 (dt, Jz4e J43= 9,6 €1,5 Hz)
e 6 6,96 H-4 (dt, Js3 € Js5 = 9,6 e 4,1Hz) referentes hidrogénios a,B-insaturado em
configuragdo cis do anel heterolitico dihidropiridona, os hidrogénios do carbono ligado

ao nitrogénio apresentou sinal na regiao de 6 4,05 ppm H-6 e H-5 como um tripleto.

O espectro de RMN *C, (CDCls 75 MHz, figura 25) exibiu dois sinais em & 166,1
(C2) e 6 169,1ppm (C7) confirmando a presenca dos grupos carbonilicos. Dois sinais
em 6 126,4 (C3) e 6 147,5 (C4) referentes a insaturacdo do anel dihidropiridona, e os
sinais 6 24,6 (C5) e 6 41,7 (C6) pertencentes aos carbonos proximos da insaturagéo e

do nitrogénio do anel. A presenca dos sinais em 6 130,6 (C10); 6 105,5 (C11, C15); 6
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145,5 (C13) e 6 153,5 (C14, C12) séo atribuidos aos carbonos das insaturacdes do
anel benzénico. Dois sinais em 6 56,2 (MeOH C12, C14) e 6 61,2 (MeOH C13) sao

atribuidos aos carbonos metoxilados ligados ao anel benzénico e os sinais em 6 121,2

(C8) e 6 143,9 (C9) referentes a dois carbonos com configuracao trans. A interpretacdo

dos dados espectrais do sélido cristalino e comparacdo com os dados da literatura

(NAVICKIENE et al.,, 2000) permitiu a sua caracterizacdo como sendo a amida

piplartina (Figura 26), com rendimento de 1,7 %, peso seco.
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Figura 24: Espectro de RMN "H (300 MHz, CDClI;) do ligante piplartina.
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3.2 Obtencao do complexo da Piplartina

Um sdlido cristalino esverdeado com rendimento reacional de 20% (figura 27),
solavel em agua, etanol e metanol foi obtido a partir da reacdo do sulfato de vanadila
com a piplartina.

Figura 27: Complexo V-PIP.

O espectro de UV do solido apresentou uma absor¢do maxima em 299nm
associada aos croméforos dos dois grupos a,B-insaturados, enquanto o espectro de UV
da piplartina pura apresentou uma absorcdo maxima em 310nm (Figura 28). O
deslocamento hipsocrdmico e o efeito hipocrdbmico observado no espectro do sdlido,
guando comparado ao espectro da piplartina, podem esta associados a diminuicdo do
efeito da conjugacéo nos grupos a,B-insaturados indicando a coordenacao do vanadio

com as duas carbonilas da piplartina.
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Figura 28: Espectro na regido UV-Vis do ligante piplartina e do composto V-PIP.

O espectro de UV na regidao do visivel do sélido V-PIP em alta concentracao
(5mg/ml) (figura 29) apresentou adicionalmente, uma absorcédo alargada em 794nm,
guando comparado ao espectro da piplartina. A absor¢cdo em 794 nm esta na faixa da
regido do vermelho que compreende a faixa entre 620 nm — 800 nm, tendo como
complementar e perceptivel aos olhos a cor verde. Sendo possivel comprovar a cor
caracteristica do composto obtido (V-PIP) que se apresentou numa coloracéo
esverdeada.
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Figura 29: Espectro na regido UV-vis do composto V-PIP.

O espectro de infravermelho para o sélido V-PIP (Figura 30) apresentou bandas

alargadas e absorc¢des adicionais quando comparado com o0 espectro da piplartina

(Figura 23).
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Figura 30: Espectro de infravermelho do composto V-PIP (KBr).
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Segundo Barbosa, (2005) mesmo que poucas informacdes sobre as estruturas
guimicas de complexos com vanadio sejam obtidas por analises de IV, espectro destes
complexos apresenta banda de deformacao da ligagdo V=0 na faixa de 900 a 1000
cm?, que é considerada a impressdo digital desses tipos de espectros. No caso
especifico para solido obtido da reacdo do sulfato de vanadila e piplartina, o seu
espectro de IV apresentou uma banda em 990 cm™ da deformacdo da ligacdo V=0,
uma banda intensa em 3407 cm™ de deformacdo axial de O-H adicional quando
comparado com o espectro da piplartina. Essa deformacdo pode ser atribuida a
presenca de aguas que estdo ligadas ao sulfato de vanadila. No espectro de IV do
solido foi observado a diminui¢do da intensidade da banda de deformacgédo da C=0 do
ligante, nas bandas 1684, 1614 e 1576 cm™, quando comparado ao espectro da

piplartina.

3.3.2. Andlise Termogravimétrica

Nos termogramas do ligante piplartina e do sélido foi observado uma mudanca
significativa entre as curvas termogravimétricas (Figura 31). A curva TG da piplartina
possui dois eventos térmicos, tendo seu inicio a partir da temperatura de 231,8°C,
havendo uma perda de massa total de 93%. Quando comparada com a curva TG do
sélido exibiu trés eventos térmicos, sendo observada uma diminuicdo na temperatura
de inicio de degradacdo da amostra para aproximadamente 68,78°C com perda de
massa total de 76%. O primeiro evento térmico na faixa de temperatura de (68,78 — 100
°C) com perda de massa de 4,30% pode ser atribuido a evaporacédo de H,O que ainda
estava presente no complexo. Ja o segundo evento térmico na temperatura de 210°C
com perda de massa de 8,60% (4,30% = 2H,0), pode ser referente as duas moléculas
de aguas ligadas ao sulfato de vanadila, uma vez que a desidratacdo de compostos de
coordenacdo ocorre geralmente em temperaturas superiores a temperatura de
evaporacdo da agua. E o terceiro evento térmico na temperatura de 451,79°C com
perda de massa de 3,81% (1,90% = 2H,0) pode se referir ao inicio da decomposi¢éo
do soélido.
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Figura 31: Curvas termogravimétricas do ligante piplartina e do composto V-PIP.

A partir da massa molar do composto obtido C;7H23NOg. VSO,4. 3H,O (515
g/mol) foram analisados as percentagens de perda de massa obtidas
experimentalmente, assim como as temperaturas envolvidas em cada etapa como
mostra a tabela 4. Confirmando assim que os dados obtidos experimentalmente estao
bem proximos dos teoricamente calculados.
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Tabela 4: Resultados obtidos experimentalmente comparados com o calculado no TGA.

% perda de massa*

Evento Temperatura °C Calculada Experimental
1 68,78 4,30 4,97
2 210,39 4,30 4,12
3 451,79 1,90 2,09

*considerando moléculas de H,0.

Desta forma, com base na interpretacdo dos dados espectrais de UV, IV e das

curvas de TG, o solido esverdeado obtido da reacdo da piplartina com o sulfato de

vanadila foi caracterizado como sendo o complexo esperado V-PIP (Figura 32).

Figura 32: Estrutura quimica do complexo V-PIP obtido da reagdo da piplartina com o sulfato de

vanadila.
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3.4 Atividade Biologica

3.4.1 Difusdo em Disco

Foram realizados testes de atividade antimicrobiana por difusdo em disco com o
ligante piplartina e o complexo V-PIP frente as bactérias: S. aureus (UFPEDA 02), B.
subtilis (UFPEDA 86), E. faecalis (UFPEDA 138), E. coli (UFPEDA 224), K.
pneumoniae (UFPEDA 396) e P. aeruginosa (UFPEDA 416). As atividades
antimicrobianas da piplartina e do complexo V-PIP foram avaliadas em funcédo dos
diametros dos halos de inibicdo de crescimento, que variaram de 11 a 35 mm, sendo o
maior apresentado para o complexo V-PIP frente a bactéria S. aures (Tabela 5), uma
vez que amostras que apresentam halo de inibicdo = 8 mm s&o consideradas ativas
(Wong-leung,1988).

Os dados da tabela 5 ainda mostram que os valores dos halos de inibi¢do para o
complexo foram maiores, quando comparados com a piplartina livre. Tais resultados ja
eram esperados, uma vez que a associacao de metais de transi¢cdo a produtos que ja
apresentam atividade microbioldgica conhecida, em geral potencializam as atividades,

podendo também desencadear novos tipos de atividades biolégicas.
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Tabela 5: Atividade antibacteriana da piplartina e do complexo V-PIP.

Halo de Inibicdo de Crescimento (mm)

Bactérias Piplartina Complexo
E. faecalis (138) Gram (+) 18 22
S. aureus (02) Gram (+) 18 35
E. coli (224) Gram (-) 18 30
K. pneumonial (396)
Gram (-) 11 18
P. aeruginosa (416)
Gram (-) 12 20

3.4.2 Concentracdo Minima Inibitoria- CMI

No teste de CMI, que se trata de um teste quantitativo, oS micro-organismos
utilizados permaneceram os mesmos realizados no Teste de Difusdo de Disco, com 0
acréscimo do fungo filamentoso M. gypseum e seus respectivos valores estédo

apresentados na tabela 6.
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Tabela 6: Concentragdo Minima Inibitéria —CMI da piplartina e do complexo V-PIP em pg/mL

Concentracdo Minima Inibitoria em pg/mL

Micro-organismos PIP V-PIP
B.subtilis (86) 1250 625
E. faecalis (138) 625 312,5
S. aureus (02) 312,5 78,1
K. pneumonial (396) 1250 625
P.aeruginosa (416) 625 312,5
E. coli (224) 625 156,2
M. gypseum (2565) 625 312,5

A partir da tabela, pode-se inferir que o complexo V-PIP apresentou, na maioria
dos testes, menores concentracdes capazes de inibir o crescimento das bactérias. Em
consonancia com os resultados da difusdo de disco para todos os microrganismos
testados, a piplartina apresentou CMI que variou de 625 a 1250 pg/mL. Segundo
trabalho realizado por Aligiannis et al., (2001) com material vegetal, valores de
concentragcbes < 500 pg/mL sdo considerados ativos para inibicdo de micro-
organismos; e valores de 600 a 1500ug/mL sé&o considerados moderados. O mesmo
pdde-se observar para o complexo da piplartina com vanadio, em que os valores do
CMI variaram de 78,1 a 625 pg/mL, sendo bem significativo para 0 micro-organismo S.
aureus (02) — 78,1 pg/mL, bem como para o E. coli (224) — 156,2 pg/mL. Para o fungo
M. gypseum apresentou uma menor CMI (312,5 ug/mL) para o complexo V-PIP quando

comparado com a CMI (625 pg/mL) do ligante livre piplartina.

Em geral, o complexo apresentou melhor atividade antimicrobiana do que o
ligante, sugerindo que a presenca do metal vanadio potencializa a atividade do produto

natural piplartina.
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Em levantamento bibliografico, ndo foi encontrado pesquisas que pudessem
colaborar com o estudo desenvolvido, mostrando assim sua grande importancia, na
utilizacdo de metais de transicdo, como o vanadio, para potencializar atividades

biolégicas associados a produtos naturais com ou sem atividades ja pré-estabelecidas.

3.5 Citotoxicidade da PIP e do V-PIP.

A partir da avaliacéo da citotoxicidade dos compostos PIP e V-PIP envolvendo a
utilizacdo de células esplénicas de camundongos BALB/c obtiveram-se os resultados
em pg/mL que representa a maior concentragdo atoxica frente as células testadas, e

sdo mostrados na tabela 7.

Tabela 7: Citotoxicidade dos compostos PIP e V-PIP.

Composto Citotoxicidade (ng/mL)*
PIP 3,13
V-PIP 3,13

* corresponde & maior concentracdo atoxica em células esplénicas de camundongos BALB/c, em

microgramas/ml.

Os compostos PIP e V-PIP apresentaram citotoxicidade consideravel em
concentracfes acima de 3,13 pg/mL. Se considerarmos a quantidade de saponina
(controle positivo) utilizada, veremos que foram utilizados apenas 0,05% para uma
inibicdo de 82,25% de incorporacado de timidina pelas células. Assim uma quantidade
insignificante de saponina (substancia citotdxica) € suficiente para uma toxicidade alta,

portanto altamente nociva.

Os resultados obtidos também nos mostram que a toxicidade celular
apresentada por estes compostos estd de acordo com os encontrados na literatura,
uma vez que esses compostos apresentam a carbonila a-B-insaturada que é

reconhecida como grupo quimico responsavel pela atividade citotoxica de compostos
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organicos. (NAKAYACHI, et al., 2004; AHN e SOK, 1996). Os valores menores que
3,13 para os compostos sao considerados atdxicos e podem também estar
relacionados a regido celular e a atividade imunossupressora da proliferacdo de células
esplénicas (LOPEZ-POSADAS et al., 2008). Neste caso tanto a PIP quanto o V-PIP
podem ser administrados até a concentracdo de 3,13 pg/mL em células normais,
concentracfes superiores podem torna-la toxica. O que se torna valido para pesquisas
futuras, pois a busca por moléculas de baixa toxicidade para células normais e com
toxicidade efetiva para células tumorais é de grande interesse no tratamento de células
cancerigenas (LUGLI, et al., 2009).

3.6 Obtencédo dos Complexos do Acido trans-3,4-metilendioxicinamico

Os produtos A-V-F, A-F e A-V foram obtidos a partir da reacdo do sulfato de
vanadila e ferro com o ligante &cido trans-3,4-metilenodioxicinamico diluidos em uma
mistura de metanol e agua a quente, como sélidos com coloracéo esverdeados (Figura
33).

Figura 33: Produtos reacionais A-V-F, A-V e A-F, respectivamente.

O acido trans-3,4-metilenodioxicindmico foi obtido comercialmente e seu
espectro de IV apresentou uma banda larga em 3389 cm™ de estiramento OH do &cido
carboxilico, uma deformacdo axial em 1632 cm™ caracteristica da carbonila de &cido
conjugado, vibragées de deformacdo angular fora do plano em 970 e 860 cm™

atribuidas & presenca de anel aromatico. Uma banda em 1248 cm™ referente a
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presenca do grupo metilenodioxi, duas bandas em 1439 e 1499 cm™ referentes as
vibraces do esqueleto aromatico (dobramento 1H isolado e 2H vizinhos) e uma banda

de 2950 cm™ de um estiramento axial C-H de um carbono sp? (Figura 34).
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Figura 34: Espectro de infravermelho do acido trans-3,4-metilenodioxicindmico em pastilha KBr.

O espectro de IV do produto da reacéo do &cido trans-3,4-metilenodioxicinamico
com o ferro mostrou sinais alargados, com dois intensos em 3402 cm™ correspondente
a banda de deformacdo axial de OH e outro em 1626 cm™ do referente ao grupo
carbonilico (Figura 35). Uma forte diminui¢cdo nas intensidades das bandas entre 800
e 1800 cm™, quando comparado ao espectro de IV do &cido trans-3,4-
metilenodioxicinAmico. E uma banda caracteristica em 520 cm™ referente & presenca
de ferro lll (RAHNI e LEGUBE, 1996).
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Figura 35: Espectro de infravermelho do composto A-F em pastilha KBr.

O espectro de composto A-F (Figura 35) mostrou mudanca significativa quando
comparado ao espectro do ligante livre (Figura 34). O espectro de UV do ligante acido
trans-3,4-metilenodioxicinamico em metanol (Figura 36) apresentou bandas de
absorcdo maxima em 240, 285 e 314 nm, atribuidas a transicbes do anel aromatico
substituido e da carbonila.
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Figura 36: Espectro na regido do UV-Vis do &cido trans-3,4-metilenodioxicindmico em solug&o.

O espectro de UV-vis do composto A-F (Figura 37) apresentou um efeito
hipocrébmico de 1,1 para 0,4 e um deslocamento batocrémico de 285 para 294 nm.
Essa alteracdo no espectro pode ser referente ao deslocamento do comprimento de
onda associado aos croméforos da carbonila presente na estrutura do ligante, o que

indica a formacao do composto de coordenacéo entre o ferro e acido.
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Figura 37: Espectro na regido do UV-Vis do composto A-F.

O espectro de infravermelho do composto A-V (Figura 38) apresentou uma
banda em 3410 cm™ caracteristico do estiramento OH de H.O do sulfato de vanadila
hidratado. Uma banda em 984 cm™ referente & deformacdo V=0, caracteristica desse
grupo que estd em acordo com a literatura, uma vez que, a presenca de bandas nas
regides entre 995-940 cm™ indica a formacéo da ligagdo vanadila V=0 (FARZANFAR
et al., 2015). Quando comparado ao espectro do ligante (Figura 34) observa-se ainda
uma grande diminuicdo e um largo afastamento do niUmero de bandas, o que indica a

formacgéao do composto A-V.
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Figura 38: Espectro de infravermelho do composto A-V em pastilha KBr.

O espectro de UV (Fiigura 39) do composto A-V mostrou mudanca significativa
guando comparado ao ligante livre. Observa-se um forte efeito com comprimento de
onda de 291nm caracteristica da carbonila do &cido e o surgimento de uma nova banda
com absorcdo maxima em 260nm referente ao grupo V=0 do sulfato de vanadila.
Dessa forma, tanto a diminuicdo na absorbancia da banda caracteristica da carbonila
guanto o aparecimento de uma nova banda, indica uma possivel formacdo de um novo
composto a partir do acido e do sulfato de vanadila.
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Figura 40: Espectro de infravermelho do composto A-V-F em pastilha KBr.
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Os espectros de IV e UV do composto A-V-F (Figura 40 e 41) foram idénticos
aos espectros do composto A-V, indicando que houve formacdo favoravel de

coordenacao do ligante com o sulfato de vanadila em relacao ferro.
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— T ——————— T
200 300 0 500 G600 0

Comprimento de onda (nm)

Figura 41: Espectro na regiao do UV-Vis do composto A-V-F.

3.8 Atividade Bioldgica dos Complexos do Acido trans-3,4-metilenodioxicinamico

3.8.1 Concentracdo Minima Inibitoria — CMI

Foi avaliado o potencial antimicrobiano determinando a CMI para os compostos
de coordenacdo A-F, A-V e A-V-F, frente a bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aures (UFPEDA 02) e a Gram-negativa Escherichia coli (UFPEDA 224) e para 0s
fungos Microsporum gypseum e Epidermophyton floccosum A-F, A-V e A-V-F (Tabela

8).
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Tabela 8: Concentracdo Minima Inibitéria — CMI dos compostos A-F, A-V e A-V-F.

Concentragdo Minima Inibitoria em pg/mL

Micro-organismos A-F A-V A-V-F
S. aureus (02) 312,5 1250 625
E.coli(224) | - 2 R — * 2500
M. gypseum (2565) 625 2500 312,5
E. floccosum (2563) 1250 625 2500
*Inativo

A menor CMI capaz de inibir o crescimento da bactéria S. aures foi encontrada
para o composto A-F (312,50 ug/mL). O mesmo ocorreu para o composto A-V-F frente
a bactéria E. coli, sendo encontrada uma CMI em 2500 ug/mL, e a menor CMI de 625
ng/mL frente & bactéria S aureus. E notavel que para as outras amostras (A-F e A-V)
ndo foram observados valores de CMI capazes de inibir o crescimento da bactéria
E.coli. Esse fato, pode ser atribuido a essa bactéria ser gram-negativa, em que
segundo Pool-Zobel et al., (1993), a menor sensibilidade das bactérias gram-negativas
aos antimicrobianos pode ser justificada pelo fato destes micro-organismos
apresentarem uma membrana mais externa, que pode impedir a entrada de moléculas

estranhas introduzidas no meio, inclusive de antibi6ticos.

Em relacédo aos fungos a menor CMI (625 ug/mL) foi apresentada pelo composto
A-V-F frente ao fungo E. floccosum quando comparado com 0s outros compostos que
tiveram uma CMI de 1250 e 2500 para os compostos A-F e A-V-F, respectivamente.
Igualmente, para o fungo M. gypseum a menor concentracdo (312,50 ug/mL) foi
encontrada para o composto A-V-F. Percebe-se assim que o dermatofito M. gypseum
foi mais sensivel apresentando as menores concentragcdes nos compostos testados

guando comparado com o E. floccosum.
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Em geral, os compostos A-F e A-V-F apresentaram melhor atividade
antimicrobiana do que o A-V, sugerindo que a presenca do ferro*® e o sulfato de
vanadila juntos potencializam a atividade do composto formado quando comparado
com o A-V isolado.

74



4. CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a amida piplartina (PIP) isolada das raizes de P.
tuberculatum e seu respectivo complexo com sulfato de vanadila (V-PIP) apresentaram
uma promissora atividade frente a bactéria S. aureus, que apresentou um halo de
inibicdo maior para o V-PIP (35 mm) e CMI de 78,1 uyg/mL e para a E. coli uma CMI de
156,2 ug/mL. Para a PIP também foi encontrado a menor CMI (312,5 ug/mL) em S.
aureus, e uma das menores concentracbes em P. aeruginosa (625 pug/mL)

corroborando com os resultados obtidos por Naika et al., (2010).

A atividade antimicrobiana (CMI) da PIP foi relatada pela primeira vez em
relacdo a sua acédo frente as bactérias S. aureus, B. subtilis e E. coli, apresentando
halos de inibicdo consideraveis e a menor CMI de 312,5 pg/mL frente a S. aureus.

A elucidacédo estrutural para o complexo V-PIP foi possivel por analises de 1V,
UV-Vis e curvas TGA, que confirmou da formacdo da ligacdo coordenativa entre o

ligante e o metal vanadio.

Os compostos de coordenacdo com o acido trans-3,4-metilenodioxicinamico
apresentaram atividades antimicrobianas. O composto de coordenagdo com o ferro
mostrou promissora atividade frente a bactéria S. aureus e ao fungo M. gypseum com
CMI de 312,50 yg/mL para a bactéria e 625 yg/mL para o fungo. O mesmo ocorreu
para o composto codificado como A-V-F frente a esses micro-organismos com CMI de
625 pyg/mL (S. aureus) e 312,50 pg/mL (M. gypseum), respectivamente. Para o fungo

E. floccosum o composto codificado como A-V apresentou uma CMI de 625 ug/mL.

A obtencao dos compostos de coordenagdo com potencial antimicrobiano aqui
descrito é relevante, principalmente dos compostos com o ligante piplartina, pois a
piplartina uma amida conhecida por suas potentes atividades biologicas, apos a
coordenacdo potencializou a atividade frente algumas bactérias, e apresentou

solubilidade em agua; propriedade fisica desejavel para um candidato a farmaco.
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5. PERSPECTIVA

e Propor e confirmar as estruturas dos compostos de coordenagdo com o acido

trans-3,4-metilenodioxicinamico .
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Espectro 1: Espectro de RMN H (300 MHz, CDClIy) do ligante piplartina livre.
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Espectro 2: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl5) do ligante piplartina livre.
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