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RESUMO

O estudo da agdo antimicrobiana frente aos complexos metalicos tem como importancia
avaliar novos compostos para a inibigdo de micro-organismos patogénicos resistentes aos
antibidticos atuais. Nos ultimos anos as pirazolinas suscitam cada vez mais aten¢do por suas
propriedades bioldgicas. Seus sistemas heterociclicos exibem uma variedade de bioatividades,
incluindo antitumoral, antifungica, antibacteriana, entre outras. Complexos de cobre(I) com
nucleos pirazolinicos sdo de grande interesse em quimica bioinorganica, quimica inorganica
medicinal, bem como pelas suas possiveis atividades luminescentes e cataliticas. Desta forma,
neste trabalho, avaliou-se a atividade antimicrobiana em complexos de cobre(I) com ligantes
pirazolinicos, bem como nos ligantes livres (ndo coordenados), utilizando-se bactérias
padronizadas Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas
(Pseudomonasfluorescens). Os resultados demonstraram alta sensibilidade das cepas
bacterianas aos compostos testados (ligantes livres e complexos de cobre), o que indica um
amplo espectro de atividade e abre perspectivas de que os mesmos possam ser utilizados

como futuros farmacos.
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INTRODUCAO

A introdu¢do de novos principios ativos no arsenal farmacéutico ¢ absolutamente
importante no contexto atual, sendo que tal necessidade torna-se mais evidente ao
considerar-se o aparecimento de formas bacterianas resistentes, decorrentes principalmente
do uso indiscriminado e mal orientado destes tipos de produto (Calixto, 2000). Paralelamente,
a utilizacdo de farmacos quimioterapeuticos tradicionais na maioria das vezes ¢ limitada
devido aos efeitos colaterais. O desenvolvimento de novas substincias que permitem a
ativacdo seletiva de drogas no local alvo ¢é crucial para tratamentos terapéuticos bem
sucedidos (Lazarou, 2010).

Os compostos heterociclicos constituem uma das maiores divisdes da quimica
organica classica. A atividade farmacologica, por sua vez, ¢ a principal area de aplicacdo
desses compostos, uma vez que grandes partes dos farmacos utilizados na clinica contém em
suas estruturas anéis heterociclicos (Rosa, 2008; Katritzky, 1984). Os ntcleos pirazolinicos
contém sistemas heterociclicos que exibem uma variedade de bioatividades, incluindo agdo
antitumoral, antifungica, antimicrobiana, antibacteriana, antiinflamatoria, entre outras
(Casarin,2008; Trofimenko,1986). Complexos metalicos com estes ligantes tem sido objeto
de vastas investigagdes ndo somente pelas suas diversidades estruturais, mas também por suas
propriedades quimicas e bioldgicas (Favarin, 2014).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo a avaliacdo do comportamento
dos ligantes pirazolinicos livres e coordenados com ions cobre(I) frente a bactérias
padronizadas gram-positivas (Staphylococcus aureus) e gram-negativas

(Pseudomonasfluorescens).

MATERIAIS E METODOS

Foram sintetizados trés novos complexos seguindo a rota sintética demonstrada na
Figura 1. Os trés novos complexos pirazolinicos foram obtidos através da reacdo direta entre
o precursor [Cu(PPh;)Cl] e os respectivos ligantes, em uma propor¢do equivalente de
diclorometano e metanol. A uma solugdo de 1,1 mmol do ligante, L(1), L(2) ou L(3), em 5,0
mL de diclorometano, sob agitagdo e aquecimento(75°C), acrescentou-se uma solucao de 1,0
mmol do complexo precursor previamente dissolvido em 10 mL de uma mistura de solventes
na propor¢do de 1:1 (metanol e diclorometano). A mistura reacional de coloragdo amarela foi

mantida em refluxo por 4 horas. Os monocristais de coloragdo amarela apropriados para a



realizacdo dos bioensaios foram obtidos por lenta evaporagdo do solvente (Favarin, 2014).

Foram realizados ensaios de ponto de fusdo para verificar a formacdo dos complexos.

Complexol R=Cl
“u(PPh3)Cl McOIVCH,Cl, o Complexo2 R=F

4+ ICu( 3Cl
4h, refluxo Complexo3 R=H

L()=R=Cl
L@)=R=F
LG)=R=H

Figura 1 — Esquema reacional de sintese dos complexos.

Utilizando metodologias descritas por Santos et al.(2014), determinou-se a
concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM). Foi
utilizado como solvente uma solugdo aquosa de DMSO a 5%. Foram inicialmente ajustadas
seis concentragdes por diluicdo em série 2:1 (1000,500,250,125,62.5 e 31,25ug mL'l), sendo
que apos as dilui¢des, foram produzidos indculos a partir das colonias bacterianas com tempo
de incubacdo ndo superior a 24 horas. Utilizando um suabe estério, retirou-se 4 colonias de
bactérias e diluiu-se em um tubo de ensaio contendo 4,0 mL de agua salina (08% de NaCl
diluido em agua destilada), utilizando uma solugdo padrao de 0,5 McFarland, que corresponde
ao padrio de turvacdo da bactéria Escherichia colia a uma concentragdo de 1,5 x 10°UFC/mL
(unidades formadoras de colonias por mililitro), sendo que esta solucdo foi diluida em caldo
para obter a concentragdo de 5 x 10°UFC/mL. Para a determinacdo da concentragio inibitoria
minima foi distribuido em cada tubo de ensaio (que contem 1,0 mL da solu¢do nas
concentracdes especificadas) 1,0 mL da suspensdo bacteriana ajustada com o padrio de
turvagdo, exceto no controle negativo. Os tubos contendo os indculos foram incubados a 37°
por 24 horas, sendo que logo apos avaliou-se a turvacdo bacteriana utilizando o controle
negativo (nenor concentracdo do composto com caldo Luria-Bertani sem inoculo) e controle
positivo (caldo Luria-Bertani e suspensdo bacteriana ajustada). Os testes foram realizados em
duplicatas com trés repeti¢des para cada bactéria.

Para determinar a concentragdo bactericida minima (CBM) foram utilizado o método
de semeadura em placa de petri. Em conjunto aos procedimentos para determinacdo da CIM,
foram iniciados os procedimentos para determinacdo da CBM. Apds a incubagdo para a
verificacdo da CIM, foram retirados 0,1 mL de cada tubo de ensaio, inclusive do controle
positivo (caldo LB e suspensdo bacteriana) e controle negativo (caldo LB sem indculo), os
quais foram projetados sobre o meio de cultura em placa de pétri, sendo distribuidos sobre

toda superficie com o auxilio de uma al¢a de Drigalski (todo o procedimento foi realizado



proximo a chama de um bico de Bunsen). As placas com os indculos foram incubadas a uma
temperatura de 37° por 20 horas, sendo que apods este periodo foi observado a presenca das
colonias bacterianas em todas elas. A placa com menor concentracdo do composto que
impediu o crescimento bacteriano em meio de cultura pode ser determinada como sendo a

concentracao bactericida minima (CBM).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trés novos complexos de cobre(I) com ligantes tiocarbomoil pirazolinicos, sdo
formados através da coordenagdo dos respectivos ligantes ao ion metdlico de maneira
monodentada pelo atomo de enxofre; essa coordenacdo Cu(l)-S ja era esperada, devido a
maior afinidade do atomo de cobre(I) pelo atomo de enxofre, uma base mais macia do que o
nitrogénio. A analise elementar de CHN apresenta resultados concordantes com as formulas
moleculares C3;sH33CuN3;CLLPOS, Cs;HaqCuCIFN3P,S e Cs;HasCuCIN3P,S, em que todos os
complexos sdo neutros (Favarin, 2014).

Os complexos pirazolinicos foram testados contra a bactéria gram-positiva
Staphylococcus aureus (ATCC SP 25923) e contra a bactéria gram-negativa Pseudomona
Sfluorescens (ATCC SP 13525).

Ambas as cepas bacterianas investigadas apresentaram sensibilidade frente a todos os
compostos investigados, entretanto, nota-se claramente que os complexos metalicos sao muito
mais eficientes na inibigdo quando comparado aos ligantes ndo coordenados (Tabela 1). Isto
esta de acordo com o que ¢ estipulado na literatura quanto a maior eficiéncia em atividades
biologicas de compostos de coordenagdo frente aos seus ligantes livres.

Verifica-se uma semelhan¢a no comportamento das duas bactérias, embora ambas
apresentem morfologias diferentes em suas paredes celulares, mas essa diferenca das bactérias
ndo originou diferencas na permeabilidade dos complexos testados.

A CIM foi considerada como moderada para os complexos (1) e (2), € como boa para
o complexo (3); ja para todos os ligantes livres pode ser descrita como fraca ou inativa,
levando em consideragdo a classificacdo empregada para avaliar a atividade antimicrobiana
em extratos de vegetais como: BOA - CIM inferior a 100 ng/mL; MODERADA - CIM entre
100 e 500 pg/mL; FRACA - CIM entre 500 e 1000 pg/mL; e INATIVA quando a CIM for
superior a 1000 pg/mL (Holetzet al., 2002; Dalmarco, 2010). A classificagdo do efeito

inibitorio pode ser caracterizada como bactericida, pois quando a propor¢ao entre CBM/CIM



< 4,0 o agente sera bactericida, ¢ quando > 4,0 o agente sera bacteriostatico (Abou et al.,
2013; konaté et al., 2012).

Tabela 1 -Resultados da Concentrag@o Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida

Minima (CBM) para os ligantes livres ¢ os complexos (valores expressos em pgmL™).

Complexos/cepas S. aureus P. Fluorescens

CIM CBM CIM CBM

L1 >500 >10° >500 >10°

(1) 125 250 125 250

L2 >500 >10° >500 >10°

) 125 250 125 250

L3 >500 >10° > 500 >10°

3) 62,5 125 62,5 125

CONCLUSOES

Os compostos avaliados inibiram o crescimento das bactérias gram-positivas e gram-
negativas, o que indica um amplo espectro de atividade e abre perspectivas de que os mesmos
possam ser utilizados como futuros farmacos. E quando se compara os dados dos complexos
com aqueles obtidos para os ligantes livres, nota-se claramente um aumento das atividades

antimicrobianas, comprovando a importancia do processo de coordenacao dos ions cobre(l).
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