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Resumo

As bactérias e fungos sdo os principais agentes etiologicos potencialmente ocasionadores
de infecgoes relacionadas ao cuidado em satde e a quarta causa de morte, segundo a OMS.
Agentes parasitarios como a Leishmania infantum chagasi, ocasionador da leishmaniose,
doenca negligenciada e endémica, possuem tratamentos nem sempre efetivos e com graves
efeitos colaterais. A resisténcia aos antibioticos, antimicéticos e leishmanicidas, tem indu-
zido cada vez mais, a bioprospeccao e sintese de novas substancias com propriedades far-
macoldgicas. A base de Schiff, em especial os derivados do ligante N,N’-bis(salilcilideno)-
1,2-fenilenodiamina, também conhecido por Salofen, vem sendo estudada, com o intuito
de se evidenciar as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas devido a variedade de poten-
ciais aplicagoes tecnoldgicas. O objetivo deste trabalho foi, avaliar o potencial biotecno-
16gico do derivado da base de Schiff N,N’-bis(salilcilideno)-1,2-fenilenodiamina (Salofen)
em relacao a atividade antimicrobiana e leishmanicida. Foram utilizadas as técnicas de
difusdo em agar e ensaios de microdiluicao para os estudos com bactérias e levedura, e o
método colorimétrico com Alamar Blue®, para os testes com Leishmania em 24 e 48 ho-
ras. Observou-se halos de inibicao para todos os microrganismos testados, sendo a maior
média de halos (30 mm) para Candida albicans. Os ensaios de diluigdo demonstraram
resultados promissores, com taxas de inibi¢ao superiores a 90%, ressaltando uma melhor
eficiéncia com as Gram-negativas. Observou-se também, o efeito leishmanicida, com 1C50
em 1.06 mg.ml-1 em 24 horas e 0.66 mg.ml-1 em 48 horas. Assim, os dados coletados,
sugerem que a base de Schiff testada possui um potencial antimicrobiano e leishmanicida

do composto estudado sugerindo uma aplicagao biotecnologica.

Palavras-Chave: Microrganismos, Leishmania, Salofen, ensaios de microdiluicao.



Abstract

Bacteria and fungi are the main etiological agents potentially causing health care-related
infections and the fourth leading cause of death, according to the WHO. Parasitic agents
such as Leishmania infantum chagasi, the causative agent of leishmaniasis, neglected and
endemic disease, have treatments that are not always effective and have serious side effects.
Resistance to antibiotics, antimycotics and leishmanicides, has increasingly induced bio-
prospecting and synthesis of new substances with pharmacological properties. The Schiff
bases, especially those derived from the N, N’-bis (salylcilidene) -1,2-phenylenediamine
linker, also known as Salofen, have been studied in order to demonstrate the physical,
chemical and biological properties due to Variety of potential technological applications.
The objective of this work was to evaluate the biotechnological potential of the Schiff N,
N’-bis (salylcilidene) -1,2-phenylenediamine (Salofen) base derivative in relation to the
antimicrobial and leishmanicidal activity. Agar diffusion techniques and microdilution as-
says were used for bacterial and yeast studies, and the colorimetric method with Alamar
Blue® for Leishmania tests at 24 and 48 hours. Inhibition halos were observed for all
microorganisms tested, with the highest mean halos (30 mm) for Candida albicans. Dilu-
tion assays have shown promising results, with inhibition rates above 90%, emphasizing
better Gram-negative efficiency. The leishmanicidal effect was also observed with 1C50
at 1.06 mg.mL~! at 24 hours and 0.66 mg.mL~! at 48 hours. Thus, the data collected
suggest that the Schiff base tested has an antimicrobial and leishmanicidal potential of

the compound studied, suggesting a biotechnological application.

Key-words: Microorganisms, Leishmania, Salofen, microdilution assays.
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1 Introducao

Segundo a Organizagdo Mundial da Satide (OMS), as bactérias e os fungos sao
os principais causadoras de infecgoes relacionadas ao cuidado em satde e constituem-se
na quarta causa de morte de pacientes, perdendo apenas para doencas cardiovasculares,
cancer e violéncia. A taxa de infec¢ao hospitalar no Brasil é de 15%, e em paises desen-
volvidos como os Estados Unidos, o mesmo indice é de 10% (Instituto Oswaldo Cruz,
2010). Trabalho conduzido por Argaw et al., (2017) constatou que embora a maior parte
dos pacientes tenham recebido antimicrobianos como medida profilatica, a pratica nao
estava alinhada com as recomendagoes padrao e os pacientes desenvolveram infecgao do
sitio cirtrgico. Estes dados corroboram com os elevados indices de infeccao hospitalar

apresentadas.

O surgimento de patdégenos multirresistentes criou uma intensa crise econémica
e de saude global cada vez mais significativa (HUTTNER et al, 2013). Este fato é con-
siderado pela OMS como uma das trés principais ameagas a saide publica no mundo
(BASSETTI e GINOCCHIO, 2011).

Os microrganismos desenvolveram resisténcia a praticamente todas as classes de
antibi6ticos de uso corrente (BHATT et al, 2013; RATTT et al, 2012; PIZA et al, 2015). A
resisténcia a certos antibidticos, muitas vezes se desenvolve em, pelo menos, uma espécie
bacteriana dentro de um ano, apés a aprovagao pela Food and Drug Administration (FDA)
(HU, Y. et al, 2010). A prevaléncia da multirresisténcia bacteriana supera amplamente o
desenvolvimento de novas classes de antibiéticos (BOUCHER et al, 2009; MALPASS et
al, 2013; ROMANO et al, 2014).

A resisténcia aos antibioticos e antimicoticos é de preocupacao mundial devido a
inevitavel consequéncia de seu mal uso, principalmente nos paises em desenvolvimento

(LUJAN, et al, 2011; ROMANO et al, 2014).

Na busca por novos tratamentos para infecgoes causadas por bactérias e fungos,
a descoberta de novos produtos de origem vegetal ou de sintese desperta muito interesse
para novos estudos e pesquisas (SARAIVA et al, 2013).

Assim como as bactérias e fungos, as doengas parasitarias representam uma alta
taxa de mortalidade e morbidade e infecta milhGes de pessoas por todo o mundo, prin-
cipalmente nos paises em desenvolvimento. Ao observar os casos registrados oficialmente,
sao diagnosticados por ano aproximadamente 58.000 casos de leishmaniose visceral como
consequéncia da contaminacgao pelas espécies de Leishmania donovani e Leishmania in-
fantum chagasi, situagdo que se agrava devido a sua ampla distribuicao geografica, severas

manifestacoes clinicas e caréncia de farmacos efetivos, criando uma necessidade de estu-
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dos voltados para busca por novos compostos com agao leishmanicida (FELJ O et al, 2016;
MARAN et al, 2016).

Assim, dentro deste panorama, nos ultimos anos, diversos estudos vém sendo re-
alizados com o intuito de compreender as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas dos
materiais organicos devido a variedade de potenciais aplicagoes tecnologicas. Entre eles,
destaca-se a classe de materiais denominados bases de Schiff, com atencdo especial aos
derivados do ligante N ,N’-bis(salilcilideno)-1,2-fenilenodiamina, também conhecido por
Salofen (férmula quimica CogH16N205) (de TOLEDO et al, 2015).

Embora a literatura sobre estes materiais contemple uma vasta gama de infor-
macoes relevantes, tais como a caracterizacao de suas propriedades estruturais, microes-
truturais, vibracionais, 6pticas e térmicas, ainda existem aspectos a serem explorados e
debatidos como suas propriedades biologicas (de TOLEDO et al, 2015).

No presente trabalho, foi estudado a atividade antimicrobiana in vitro do material
derivado da base de Schiff N,N-bis(salilcilideno)-1,2-fenilenodiamina (Salofen), bem como

sua atividade leishmanicida.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Atividade antimicrobiana e antifingica

A microbiota do corpo humano, em condi¢ées normais, nao é patogénica ao hos-
pedeiro. No entanto, durante o processo de infeccdo os microrganismos se multiplicam
(RATTI; SOUSA, 2009) até ultrapassarem as defesas do corpo podendo ocasionar uma
infecgdo cronica (MIMS et al, 2002; TRABULSI 2002; BONATO et al, 2007; SOUSA,
2014). As infecgoes podem ser adquiridas em varios ambientes, inclusive o hospitalar,
com grandes indices de mortalidade e morbidade desenvolvendo um grande interesse da
area médica (PESSOA, 2011).

Uma das bactérias mais isoladas de sitios infecciosos sao os Staphylococcus. Este
género é composto por 43 espécies, sendo o Staphylococcus aureus a espécie mais conhecida
e associada a uma variedade de infecgbes como por exemplo furtnculos, sindrome do
choque toxico, endocardite, meningite, entre outros. Destacam-se também as espécies S.

epidermidis e S. saprophyticus (PESSSOA, 2011) como patogenos de importancia clinica.

Outro grupo de bactérias comumente causadoras de infecgoes entéricas, sistémicas
e infec¢oes hospitalares sao as enterobactérias, tendo como principais agentes Fscherichia
coli, e algumas categorias diarreiogénicas que podem causar sindrome urémica hemolitica
e colite hemorragia. Outras categorias podem causar infeccao alimentar, infecgao do trato
urinario entre outras. Klebsiella spp, Proteus spp., podem causar pneumonia, septice-
mia e infeccao de feridas. Salmonella spp., pode causar febre tifoide, infecgoes entéricas,
gastroenterites e septicemias (QUINN, 2011; HOLT et al, 1994). O género Citrobacter
compreende espécies de C. freundii, C. diversus e C. amalonaticus, e sdo frequentemente

isolados de espécimes clinicas como patdgenos oportunistas.

Os antimicrobianos sdo compostos naturais, sintéticos ou semi-sintéticos que po-
dem inibir o crescimento da célula bacteriana, os chamados bacteriostaticos, onde por sua
maioria age inibindo a sintese proteica, como por exemplo as sulfonamidas, tetraciclinas
e macrolideos. Por outro lado, os bactericidas, que matam e degradam a célula bacteri-
ana, agem principalmente sobre a parede celular como os -lactdmicos, membrana celular
como a daptomicina ou &cido desoxirribonucleico (DNA) bacteriano como as fluroquinolo-
nas. Porém alguns agentes que sao bactericidas contra alguns microrganismos podem ser
bacteriostaticos para outros ou vice-versa. Dentre os antimicrobianos, deve-se considerar
também o potencial das drogas antifingicas, antivirais e antiparasitarias (WALSH 2003;
LEEKHA; TERRELL; EDSON;, 2011).
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O pesquisador conhecido como o pai da quimioterapia, Paul Ehrlich, foi responsavel
pelo estabelecimento dos primeiros conceitos da acdo de substancias quimicas agirem

inibindo a proliferacdo microbiana em concentragdes que ocasionariam efeitos colaterais
minimos ao hospedeiro (PATRICK, 2005).

Em 1910, Ehrlich desenvolveu o primeiro antibiotico de origem sintética, o salvarsa,
usado contra a sifilis. Apés 20 anos sem muito progresso, houve a introducao da proflavina
em 1934 muito utilizada na segunda guerra mundial, porem o composto era muito téxico
e houve a necessidade de desenvolver agentes mais eficientes. Mesmo com todos estes

avancos, o real marco na historia do tratamento das infec¢des bacterianas foi a descoberta
da penicilina por Alexander Fleming (NICOLAOU; MONTAGNON;, 2008).

Durante os anos de 1960 e 1980, foram lancados no mercado os antibioticos semis-

sintéticos, derivados de protétipos naturais microbianos, como os derivados (3-lactamicos
e andlogos da tetraciclina (FERNANDES, 2006).

Durante a historia da medicina, os medicamentos antimicrobianos vem revolucio-
nando o tratamento de doencgas infecciosas, porém, até o ano de 2009, os antibioticos eram
vendidos livremente. Esta pratica levou ao problema da automedicacao e, consequente-
mente, a utilizacao errdnea e inadequada por parte da populacao. Assim, por mecanismos
de pressao seletiva, os microrganismos desenvolveram multirresisténcia (GAITE, 2008;

WISE; PIDDOCK, 2010; BAIDEN et al, 2010; BRASIL, 2010; BARBIERI, 2017).

E de grande importancia o conhecimento bioquimico e genético da resisténcia bac-
teriana para o melhor entendimento deste mecanismo. Entretanto ja se conhecem alguns
fatores como, por exemplo: i) a inativagao do antibidtico geralmente produzida por enzi-
mas bacterianas; ii) modificagdo do alvo que leva a perda de sensibilidade ao antibiético;
iii) mudangas na bomba de efluxo e permeabilidade externa da membrana que causam a
diminui¢ao da concentracao do antibidtico sem sua modificagdo quimica e transmissao do
alvo. Desta forma, verifica-se que alguns patdgenos sao capazes de inativar determinada

enzima e, consequentemente, ocorre a inibigdo de alguns antibiticos (WRIGHT, 2005;
LAMBERT, 2005; BARBIERI, 2017).

A resisténcia bacteriana é de extrema importancia porque é um problema mun-
dial que atrai a atencao de diversos 6rgaos nacionais e internacionais como a ANVISA,
OMS, Centers for Disease Control and Prevention (CDC), associagoes de controladores
de infecgbes hospitalares além da industria farmacéutica internacional (BECKER; HU;
BILLER-ANDORNO, 2006; HAMBRAEUS, 2006). No ano de 2006, um estudo publicado
pela Nature Biotechnology, mostrou que desde 1998, apenas quatro antibioticos exibiram
um novo mecanismo de ac¢ao, aprovados pela FDA. Este fato nos mostra que ha cada vez
mais a necessidade da conscientizagao no uso de antibidticos e incentivo para novas pes-
quisas na area para que nao haja um retrocesso e retorno a era pré — antibiética (KATZ,
2006).
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Os testes de cultura e sensibilidade, fornecem atualmente resultados dentro de 36 a
48 horas, sendo que poucas infecgoes microbianas sao confirmadas rapidamente para orien-
tar nas decisoes do tratamento. Essa agao, leva os médicos a prescreverem medicamentos
de maneira presuntiva, ou seja, infecgoes virais sdo muitas vezes diagnosticadas como
infec¢oes bacterianas, podendo levar a prescri¢cao de antibiéticos erroneamente (FINCH,
2007; BARBIERI, 2017). Em 2004, apenas 1,6% dos firmacos em desenvolvimento nas
maiores empresas farmacéuticas eram antibiéticos, sendo que nenhum destes constituem
medicamentos de nova geracdo. Esta escassez de novos antibidticos se deve em parte a
natureza do mercado (OUTTERSON, 2009).

De acordo com Cooper e Shlaes (2011) o cenario para a descoberta, desenvol-
vimento e aprovacao de novos antibidticos estd em declinio e a OMS nao descarta a
possibilidade de um desastre devido a rapida e incontrolavel resisténcia microbiana. Para
que isto nao ocorra é necessario que haja um esfor¢co conjunto entre governo e industria

para o desenvolvimento rapido de novas drogas (SHLAES, 2011).

Devido aos dados citados acima relacionados a resisténcia microbiana, as infec¢oes
passam a representar uma ameaca, e os lideres da saide publica estao alertando sobre
o fato de que a medicina moderna esta em risco devido a esta resisténcia emergente aos
antibiéticos (CHEN et al, 2009; WRIGHT, 2015), até mesmo nos paises desenvolvidos.
Segundo dados mundiais, as doengas infecciosas sao responsaveis por aproximadamente

30% das 56 milhoes de mortes anuais (MADIGAN et al, 2004).

Além da resisténcia bacteriana, o que também tem gerado preocupacoes, sao as
resisténcias fungicas com espécies de Candida principalmente ao triazol. Este tipo de infec-
¢ao se tornou mais prevalente nos tltimos anos (CHEN et al, 2012; AFRICA; ABRAN-
TES, 2017) ndo somente em ocorréncias mais também na gravidade da doenca com o

aumento de pacientes imunocomprometidos em estado critico.

Fluconazol, Voriconazol, Itraconazol e Anfotericina B sdao os farmacos mais utili-
zados para o tratamento da candidiase (GUALCO et al, 2007). Os trés primeiro citados
sao derivados azolicos, compostos de trés grupamentos amina, que atuam na inibicao
da sintese do ergosterol (SILVA, 2005; AFRICA; ABRANTES, 2017). J4 a Anfotericina
B atua ligando-se aos esterdis da membrana celular que resulta no extravasamento dos

constituintes celulares e causando assim a morte celular (CASTRO et al, 2006).

As concentragoes administradas de algumas destas drogas sao relativamente al-
tas, como por exemplo: a dosagem recomendada para o tratamento de candidiase com
Miconazol é de 600 a 3600mg/kg; a dosagem administrada de Cetoconazol é de 200 a
800mg/kg ao dia; a dosagem para o Itraconazol é de 50 a 400mg/kg ao dia; o Fluconazol
pode ser administrado via oral na dosagem de 200 a 400mg/kg ao dia (CASTRO et al,
2006).



Capitulo 2. REVISAO DE LITERATURA 15

A Candida albicans é a espécie mais isolada de infec¢oes superficiais e invasivas em
diferentes locais do corpo e é normalmente encontrada no mundo todo. E uma levedura que
possui a capacidade de se aderir a diferentes mucosas e epitélios, possui dimorfismo com a
capacidade de producao de estruturas filamentosas que auxiliam na invasao tissular, tem
6tima termotolerancia e produz enzimas como proteinases e fosfolipases. Assim, devido
aos fatores citados acima, foi um microrganismo de escolha para estudo neste trabalho
(SILVA et al, 2002; CASTRO et al, 2006).

Estudos com as bases de Schiff, vem sendo realizados na area biologica, e ja se
demonstrou que possui papel importante nos sistemas biologicos, pois apresentaram ativi-
dade anticancerigena, antibacteriana, antifingica, antiviral, antiparasitario, entre outros
(AMIM et al, 2010; AZIZ et al, 2012; RONAD et al, 2010; SARAVANAN et al, 2010;
HISAINDEE et al, 2015).

Devido a presenca do anel aromatico nas bases de Schiff, ocorre um aumento da
lipofilicidade do composto, o que deve aumentar sua penetracao na membrana bacteriana
e fingica. A ligacao deste anel aromatico deve diminuir a basicidade, o que faz com que
suprima assim sua ligacdo com a molécula de DNA (HISAINDEE et al, 2015). O grupo
imina também é responsavel pela atividade antimicrobiana e varios estudos tem reportado
que a presenca de um par de elétrons isolados hibridizados na camada SP2 do nitrogénio

desempenha um papel quimico e biolégico significativo (TASNEEM et al, 2011).

Soleimam e colaboradores (2015), testaram alguns derivados da base de Schiff
contra bactérias Gram positivas, Gram negativas e fungos e concluiram que as bactérias
Gram positivas Staphylococcus epidermidis e Bacillus subitilis foram consideradas as mais
sensiveis através da técnica de difusao em disco e nenhuma das testadas Gram negativas,
apresentou zona de inibigao forte (HISAINDEE et al, 2015).

Estes compostos tem sido apontados como agentes promissores, como por exem-
plo a N-(salicylidene)-2-hidroxyaniline, que é eficaz contra Micobacterium tuberculosis
H37Rv, apresentando um valor de CIM de 8 pg.mL~!. Nenhum efeito citotéxico foi veri-
ficado sobre macréfagos J774, mesmo quando testado em concentracoes de 1000 pg.ml =1,
mais de 80% das células eram vidveis (SOUZA et al, 2007).

As bases de Schiff derivadas de isatina também foram descritas como possuindo
uma elevada atividade antimicrobiana. Os valores de CIM contra E. coli NCTC 10418 foi
de 2,4 pg.ml™!, para Vibrio cholerae detectou-se 0,3 pg.ml™!, para Enterococcus faecalis
observou-se 1,2 pg.ml™! e Proteus shiguelloides foi de 4,9 pg.ml™!, enquanto os valores

de CIM do Sulfametoxazol nas mesmas cepas bacterianas foram de 312-5000 pg.ml™!
(PANDEYA et al, 1999; JARRAHPOUR et al, 2007).

As bases de Schiff derivadas de isoniazida, foram ativas contra Mycobacterium

tuberculosis, com um valor de Concentragao Inibitéria Minima (CIM) de 0,03 mg/L. O



Capitulo 2. REVISAO DE LITERATURA 16

Indice de citotoxicidade (IC50) para este composto, contra células epiteliais de rim de
macaco saudavel, foi de até 1 g/ml, o que mostra que esta base de Schiff derivada de

isoniazida é seletiva para células bacterianas (HEARN; CYNAMON, 2004).

Uma outra alternativa promissora e que nos leva a perspectivas futuras para este
trabalho, sdo os testes biol6gicos com bases de Schiff complexadas com metais. Nair (2012),
testou o CIM da base de Schiff complexada com Co(II), Ni(II), Cu(Il), Zn(II) e concluiu
que os ligantes tem efeito positivo na atividade antibacteriana e antifingica. O complexo
de Co(II) foi altamente ativo para todos os micrébios, o complexo de Cu(ll) teve boa
eficicia no intervalo de 10-23 pg.ml™! para Rhizopus stolonifer, Aspergillus niger e C.
albicans e apresentou uma boa eficacia contra todas as cepas testadas com atuacgoes em
concentracgoes menores que 100 pg.ml~! (NAIR; ARISH; JOSEYPHUS, 2012).

Esta maior atividade dos complexos metalicos, pode ser devido ao efeito dos ions
na membrana normal, pois eles possuem propriedades polares e nao polares em conjunto,
o que os torna adequados para a permeacao em tecidos e células. Mudar a hidrofilicidade
e lipofilicidade, diminui as barreiras de solubilidade e permeabilidade da célula. A lipofi-
licidade, que é responsavel pelo controle de entrada de moléculas na célula, é modificada
por coordenacao e faz com que o complexo metalico seja mais eficiente que o ligando
livre (FARREL, 2007). No entanto, isto nao é uma regra; segundo Keypour (2013), tra-
balhos anteriores relataram que alguns derivados de diamina e de salicialdeido, tem uma

atividade antibacteriana mais elevada que seus complexos (KEYPOUR et al, 2012).
Ainda sobre o estudo de Keypour (2013), foi testado a CIM de bases de Schiff com-

plexadas com metais através da técnica de microdilui¢do em tubos a partir da concentracao

de 100 mg.ml~! e os complexos testados mostraram ter melhor atividade antimicrobiana
comparada a base de Schiff original (KEYPOUR et al, 2013).

2.2 Atividade leishmanicida

As doencas tropicais causadas por parasitas, expressam uma alta taxa de morta-
lidade e morbidade e infectam milhoes de pessoas por todo o mundo, principalmente nos
paises em desenvolvimento (LOZANO et al, 2012; MURRAY et al, 2012; CHUA et al,
2017).

Os estudos envolvendo o parasita do género Leishmania, pertencente a familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, se tornam cada vez mais importantes, em con-
sequéncia de sua urbanizacdo. O parasita possui duas formas distintivas, onde, as encon-
tradas nos vetores, sdo alongadas, possuem flagelo e sao méveis. As encontradas no interior
dos macréfagos de hospedeiros vertebrados, adquirem a forma esférica e nao possui flagelo

aparente (LAISON; SHAW, 1987; WHO, 2016).
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Ao observar os casos registrados oficialmente, sao diagnosticados por ano apro-
ximadamente 58.000 casos de leishmaniose visceral em consequéncia de contaminagao
por espécies de L. donovani e L. infantum chagasi e aproximadamente 220.000 casos de
leishmaniose cutanea causadas por espécies de L. major, L. tropica, L. aethiopica, L. pa-
namensis, L. peruviana, L. mexicana, L. brasiliensis e L. amazonensis (STOCKDALE;

NEWTON 2013; FEIJO et al, 2016; MARAN et al, 2016).

Devido a forma visceral apresentar alta taxa de mortalidade, ampla distribuicao
geografica e a severidade de suas manifestagoes clinicas, quando a desenvolvem (MAR-
QUES et al, 2016), a L. infantum chagasi serd o foco de estudo deste trabalho.

2.2.1 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral é endémica em 12 Paises das Américas, e no periodo de
2001 a 2013 foram registrados 45.490 casos com média anual de 3.499 casos (OPS, 2015).
Mundialmente, os paises mais acometidos com mais de 90% dos casos de leishmaniose
visceral sdo Bangladesh, Brasil, Etiépia, India, Suddo do Sul e Sudéo (WHO, 2016). A
OMS comunicou em 2012 que 310 milhoes de pessoas correm o risco de contrair a infecgao
por Leishmania em até 98 paises ao redor do mundo (UZCANGA et al, 2017).

O parasita é transmitido através de picadas de moscas fémeas de dipteros per-
tencentes a familia Psychodidae, subfamilia Phebotominae, conhecidos como flebotomi-
neos. Estas, tornam-se vetores da infeccao ao se alimentarem de sangue infectado com
Leishmania na forma amastigota de algum hospedeiro vertebrado (BANETH et al, 2008;
MARQUES et al, 2016). Depois de ingeridas, as formas amastigotas passam por mudan-
cas fisiologicas e morfologicas e sao estimuladas a se diferenciar e dar origem as formas
promastigotas, que ¢é a fase infectante para o hospedeiro vertebrado (BARATA et al, 2005;
SECUNDINO et al, 2005; BATES, 2007).

O periodo de incubacao varia bastante, podendo ser de apenas 10 dias ou até 24
meses, com média de 2 a 6 meses (MS, 2006). A infeccao é dada por um amplo espec-
tro clinico podendo ser assintomatico, na maioria os casos, e sintomatico, onde a doenca
é progressiva e potencialmente fatal quando nao tratada (PEARSON; SOUSA, 1996).
Neste caso, a doenca é expressa pela presenca de sintomas como febre recorrente, pali-
dez, emagrecimento, hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia, plaquetopenia, vomitos
e tosse seca (BRASIL 2011; OLIVEIRA et al, 2010). Ainda que existam medicamentos
disponiveis no mercado para este tipo de infec¢ao parasitaria, a prevencao e o tratamento
sao dificeis em consequéncia dos efeitos colaterais ou nao sao eficazes devido aos parasitas
resistentes aos farmacos (SUNDAR; CHAKRAVARTY 2015; TAKALA-HARRISON et
al, 2015; CHUA et al, 2017).

E muito interessante desenvolverem-se estudos farmacologicas sobre moléculas que
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apresentam propriedades biologicas, bem como seus derivados, que podem também ser
lUteis como agentes anti-parasitarios (ANNANG et al, 2015; DAGNINO et al, 2015; DU-
ARTE et al, 2016). Alguns tratamentos foram testados para detecgao de efeito leishmani-
cida, explorando a resposta imune do hospedeiro contra L. infantum chagasi. Ha esforcos
também no avanco e desenvolvimento de novos farmacos utilizando varias estratégias
desde rastreio e identificacao de novos alvos até a caracterizacao de farmacos ja existentes
no mercado, que exibem nao somente atividade contra seu alvo especifico, mas também
contra o parasita (BENAIM et al, 2013; BENAIM et al, 2014; UZCANGA et al, 2017).

Dentre as opg¢oes de tratamentos existentes no mercado, ¢ interessante avaliar o
efeito de novas substancias com potencial leishmanicida, por isso, no presente trabalho,
a base de Schiff derivada de N,N’-bis(Salicilideno)-1,2-fenilenodiamina, foi testada como

uma nova alternativa, sobre a forma promastigota do parasita L. infantum chagasi.

2.3 Bases de Schiff

As bases de Schiff sdo iminas ou compostos organicos que apresentam, pelo menos,
um grupo -R-C=N-, onde em uma extremidade temos um grupo aromatico e na outra
extremidade qualquer outro grupo. Tais compostos sao sintetizados a partir da conden-
sagao de um aldeido ou cetona e uma amina priméria sob condigoes reacionais (BHAT et
al, 1996).

Foram descobertas por Hugo Schiff em 1864, um pesquisador quimico alemao nas-
cido em Frankfurt, que trabalhava com reagoes de aldeidos, aminoacido, dentre outros,

na Universidade de Florenga, na Itilia (TIDWELL, 2008; PAULO, 2011).

Segundo Tidwell (2008), o primeiro breve trabalho publicado por Hugo Schiff, foi
intitulado “A New Series of Organic Bases” e a partir dai publicou mais de 300 artigos

em varias linguas.

Estas bases, sao alguns dos compostos organicos mais utilizados, como por exem-
plo, em pigmentos e corantes, catalisadores, intermedidrios em sintese organica e estabi-

lizadores de polimeros (DHAR; TAPLOO, 1982; SILVA et al, 2011).

As iminas sao espécies reativas susceptiveis a adi¢ao de reagentes nucleofilicos, ou
seja, podem ser utilizadas como intermedidrios quimicos sintéticos e também em quimica
de coordenagao por formar complexos estaveis com varios metais de transicdo (HOLM;
EVERETT Jr; CHAKRAVORTY, 1966; ESTEVES-SOUZA et al, 2004; VIGATO; TAM-
BURINI, 2004). Elas estdo presentes em varios compostos naturais, derivados naturais e
nao naturais. O grupo imina nestes compostos, mostra-se promissor e varios estudos estao
sendo focados em suas atividades biolégicas (BRINGMANN et al, 2004; GUO et al, 2007;
LI et al, 2014).
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Uma nova aplicagao de iminas e de grande potencial, se deu apods o isolamento de
difenilcetona, a primeira cetona em 1905. Hermann Staudinger, em 1907, reagiu este com-
posto com bases de Schiff, e assim produziu o primeiro B-lactdmico sintético (SHRINER
et al, 2004; TIDWELL, 2008). A reagao de iminas com cetonas formando os B-lactamicos,
foi descoberta a pouco mais de 100 anos, bem antes dos produtos quimicos e quimica

medicinal serem reconhecidos. Por isto, esta reacao permaneceu pouco utilizada até a
descoberta do antibiético Penicilina (TIDWELL, 2008).

Neste trabalho foi estudada a base de Schiff N,N’-bis(Salicylidene)-1,2-phenilenediamine,
também chamada de Salofen (figura 1). Seus cristais possuem estrutura monociclica e

possui propriedades fisicas e quimicas que ja estao estabelecidas na literatura (TOLEDO,
2015).

NH2

HO
NH2 -2 Ij * —] —

Figura 1 — Esquema da reacao quimica para a obtencao da base Schiff Salofen.
Fonte: Prof. Dr. Thiago Andrade de Toledo.

Segundo Toledo (2016), esta estrutura cristalina é estavel sob diferentes tempe-
raturas, demonstrado através de curvas DTA centrada em 485 K e DSC centrada em
484 K, o que facilita o estudo do mesmo na &area bioldgica, pois suporta autoclave sem
degradacgao. O mesmo estudo ainda testou o efeito da Salofen com antibidticos, e a acao
da amicacina foi melhorada na presenca do produto, ou seja, possui um potencial efeito

sinérgico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial biotecnolégico de ma-
teriais orgénicos derivados da base de Schiff N,N’-bis(salilcilideno)-1,2-fenilenodiamina

(Salofen) em relacao a atividade antimicrobiana e leishmanicida.

3.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro utilizando os testes de difusao em agar
e ensaios de microdilui¢ao para diferentes concentragoes da base de Schiff Salofen,
sobre espécies de bactérias Gram positivas e Gram negativas de interesse a satide

publica e uma espécie de fungo leveduriforme potencialmente patogénico.

o Avaliar a atividade citotéxica in vitro de diferentes concentragoes da base de Schiff
Salofen, contra Leishmania infantum chagasi (cepa sensivel ao éxido nitrico - NO)

utilizando o método colorimétrico do Alamar Blue em 24 e 48 horas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacao da molécula

A base de Schiff Salofen, foi sintetizada pelo Prof. Dr. Thiago Andrade de Toledo
no laboratério de Quimica da Universidade de Cuiaba, campus Barao, Cuiaba, MS. O
material foi preparado através da condensagao de 1,2-fenilenodiamina (20 mmol) e sali-
cialdeido (10 mmol) em solucdo etandlica (40 mL) sob aquecimento constante a 60°C e
agitacao magnética por duas horas. O resultado foi a formagdao de um pé de cor amarela

observado na Figura 2.

Figura 2 — Aspecto do Salofen durante a produgao.
Fonte: Prof. Dr. Thiago Andrade de Toledo.

4.2  Microrganismos

Os microrganismos nao listados foram obtidos a partir da colecao de cultura do
Laboratério de Microbiologia e Biomoléculas (LaMiB) da UFSCar. Os Gram positivos,
selecionados para este estudo, foram: Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Bacillus subitilis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228). Dentre os Gram negativos utilizou-se: Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus
spp, Citrobacter freundii e Salmonella spp (ATCC 19196). O fungo leveduriforme seleci-

onado foi C. albicans e o parasita utilizado foi L. infantum chagasi .
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4.3 Determinacao da atividade antimicrobiana

4.3.1 Difusao em agar

Foram inoculados 200 pl das cepas bacterianas e leveduriforme em 5 ml de caldo
infusdo cérebro-coracao (BHI — HIMEDIA) para reativacao. Os mesmos foram incubados
em estufa a 37 °C por 24 horas. Apds este periodo, os microrganismos foram plaqueados
em triptona soja dgar (TSA) (HIMEDIA, BR) e incubados em estufa a 37 °C por 24 horas.
Para a avaliacao da atividade antimicrobiana in vitro, o método utilizado foi difusao em

agar (NUNAN; et al, 1985; NCCLS, 2000).

O inoculo foi padronizado, transferindo-se os microrganismos com o auxilio de uma
alca bacteriologica de 10pl para um tubo com solugao salina (NaCl) 0,9% esterilizada até
atingir a turbidez de 0,5 na escala de MC Farland (1,5x10® para bactérias e 1,5x10° para
leveduras) verificada em espectrofotémetro (BIOSPECTRO SP-22) no comprimento de

onda a 620 nm.

Foram retirados 200 pl desta suspensao e semeados com auxilio de um swab es-
terilizado em dgar Mueller — Hinton (MH) (KASVI,BR) utilizando-se duas placas por
microrganismo. Em seguida, foram feitos trés pocos de 5 mm de didmetro por placa e
adicionado a cada poco 50 pl de Salofen nas concentracoes 25 mg.mL™! e 50mg.mL ™!
estudadas. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. Apds este tempo,
os halos formados foram medidos com paquimetro (mm), e considerou-se o didmetro to-
tal, incluindo o do pogo. Como controle negativo foi utilizado o solvente Dimetilsulféxido
(DMSO) 3% e como controle positivo foram utilizados discos de antibiéticos (SENSIBI-
ODISC — CECON).

4.3.2 Ensaios de microdiluicao

O método de diluicao em meio liquido, ¢ o que apresenta metodologia mais com-
plexa, entretanto é o mais preciso (RIOS et al, 1988). Existem varios métodos para re-
alizagdo deste teste; o utilizado neste trabalho foi a diluicdo em placa de microtitulo
(VANDEN BERGHE; VLIETINCK 1991).

O in6culo foi padronizado, transferindo-se colonias dos microrganismos para salina
0,9% até atingir a turbidez de 0,5 na escala de Mc Farland (1,5x108), verificada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 620 nm para bactérias. Para a levedura a
leitura foi feita em 530 nm. Foi realizada uma diluigao 1:10 em CMH (KASVI) para obter
uma suspensdo bacteriana de 1,0 x 107 Unidades Formadoras de Colonia (UFC) e para

levedura, realizou-se uma dilui¢do 1:100 e depois 1:20 para obtencao de uma suspensao
de 2,5x10% UFC em meio RPMI (SIGMA ALDRICH, EUA).
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A diluigao seriada do composto, foi feita em tubos de 50 mL (KASVI, BR) e depois
adicionado nos pogos da placa. As concentragoes testadas foram de 2500, 1250, 625, 312

e 156 pg/mkL.

Apoés o preparo das diluigoes, o passo seguinte foi preencher a microplaca de 96

pocgos de acordo com o mapa apresentado na figura 3.
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Figura 3 — Mapa da microplaca de 96 pogos para o teste de microdilui¢ao. Este esquema

foi utilizado para todas as cepas testadas.
Fonte: Acervo Pessoal.

Nos pocos do controle positivo, adicionou-se 100 pl da suspensao de microrganis-
mos e 100 nl de caldo MH para bactérias e RPMI para levedura; Nos pogos de teste do
composto, adicionou-se 100 pl da diluicao desejada e 100 pl da suspensao de microrga-
nismo; Nos orificios para teste de controle do solvente, adicionou-se 100 pl da suspensao
de microrganismo e 10% de DMSO que foi a concentragdo mais alta utilizada e para o
teste com levedura utilizou-se ainda Tween 80 a 1%; No orificio do controle negativo,

adicionou-se 100pl da suspensao de microrganismo e 100ul de penicilina e estreptomicina.

Legenda:
O Controle positivo

.' 2500pg/ml & microrgansmo
. 1250pg/ml @ microrganismo
O G25pg/ml @ microrganismo
O 312pg/ml & microrganisma
O 156sa/mi & microrganismeo
. Controbe DMSO

. Controle negativo

O Brancos

Os brancos contém todos os componentes dos orificios citados, exceto o microrganismo.

A microplaca foi incubada em estufa a 37 °C por 24 horas para bactérias e em
shacker & 37 °C sob agitacao de 100 rotagoes por minuto (rpm) por 48 horas para levedura.
Apés o periodo de incubagao, foram adicionados 20 ul do revelador resazurina (Alamar
Blue ®) (SIGMA-ALDRICH, EUA) a 0,01% diluida em tampao fosfato salino (PBS) em
cada orificio. O tempo de espera para a redugao da resazurina (cor azul) para resorufina

(cor résea) foi de 60 min +/ 20 min. Em seguida as placas foram submetidas a leitura de

absorbancia a 540nm, em espectrofotémetro de fluorescéncia (SPECTRAMAX M3).
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4.4 Determinacao da atividade leishmanicida

As cepas de L. infantum chagasi sensiveis a 6xido nitrico (NO), foram cedidas pelo
Laboratério de Inflamagao e Doencas Infecciosas (LIDI) do Departamento de Morfologia
e Patologia (DMP) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar).

Utilizou-se o meio de cultura 199 (SIGMA-ALDRICH, EUA) suplementado com
10% de Soro Bovino Fetal (SBF) (LGC, BR), 5% de antibidtico penicilina e estreptomicina
(GIBCO, EUA), 3,042 mL de L-glutamina (SIGMA-ALDRICH, EUA) para cada 1000
mL. As células foram cultivadas em frascos T para cultura celular (KASVI, BR) de 75
cm? (figura 4), onde foi adicionado 5 ml de meio suplementado e as cepas de L. infantum
chagasi. O frasco T foi acondicionado em local escuro a 23 °C e o crescimento celular
e viabilidade foram avaliados pela contagem com o corante vital Tripan Blue (SIGMA-
ALDRICH, EUA) e pela observacao no microscépio durante o tempo necessario para a

troca do meio e passagens até atingir a quantidade celular desejada.

Figura 4 — Células de Leishmania infantum chagasi em frasco T.
Fonte: Acervo Pessoal.

A Figura 5 apresenta as formas promastigotas da L. infantum chagasi na sua
configuracao individual (Fig.5A) ou de rosetas (Fig.5B) quando se encontram unidas

entre elas pelo corpo celular ou pelo flagelo (SIFAOUI et al, 2014).
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Figura 5 — Formas promastigotas da L. infantum chagasi. (A) Configuragao individual -
objetiva 20x; (B) Configuragao de rosetas - objetiva 40x. Visualizacao feita
através de microscopio 6tico.

Fonte: Acervo Pessoal.

Na determinacao da atividade leishmanicida foram realizados dois experimentos.
No primeiro foram testadas concentracdes de 1 mg.mL™!, 2,5 mg.mL™!, 5 mg.m™?, 10
mg.m~ ! e 15 mg.m~!. No segundo, testaram-se concentracoes de 1 mg.mL™1, 1,5 mg.mL™,
2mg.mL™t, 25 mgmL™!, 3mg.mL™!, 3,5 mg.mL™! e 10 mg.mL~t. O composto foi diluido

em meio 199 e Tween 80 a 1%.

A concentracao celular utilizada foi de 1x10° cels/mL, e a partir desta diluigao,
pipetou-se 100 pl nos orificios da microplaca e 100 pl das dilui¢bes do composto. Nos
orificios do controle positivo, pipetou-se apenas meio 199 e Leishmania e como controle
negativo utilizou-se hipoclorito de s6dio a 3%. As placas foram incubadas a 23 °C (SIFA-
OUI et al, 2014), por 24 e 48 horas em shacker a 90 rpm. Os mapas das placas utilizados

nos experimentos estao representados nas figuras 6 e 7.

Ap6s o primeiro periodo de 24 horas, utilizou-se novamente a resazurina para o
teste colorimétrico, onde pipetou-se nos pocos 20 pl do corante diluido em agua ultrapura
tipo Milli-Q na concentracao de 1,5 mM e o mesmo ocorreu com a segunda placa apds
48 horas. As placas foram mantidas em recipiente de aluminio protegido da luz com a

concentracao de CO, mantida entre 5 e 10% com o auxilio de uma vela.

A leitura das placas foi feita em espectrofotometro (TP-READER NM-THERMO
PLATE) no comprimento de onda de 650 nm.
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Figura 6 — Mapa da placa utilizado no primeiro experimento com Leishmania infantum
chagasi.
Fonte: Acervo Pessoal.
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Figura 7 — Mapa da placa utilizado no segundo experimento com Leishmania infantum
chagasi.
Fonte: Acervo Pessoal.

4.5 Analise Estatistica

Os resultados das analises dos dados, foram tratados estatisticamente utilizando o
programa Prism versao 5.01, utilizando testes de homogeneidade, Kolmogorov para teste
de normalidade e para verificar se existem diferencas significativas entre as amostras,
foram utilizados os métodos de Tukey’s e Kruskal-Wallis. Para construcao dos graficos e
para o célculo da IC50 (utilizando uma curva de regressao linear), foi utilizado o software

Origin Pro versao 9.
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5 RESULTADOS

5.1 Determinacao da atividade antimicrobiana

5.1.1 Teste de difusao em agar

Foram selecionadas trés concentracoes, 25mg.mL~!, 35 mg.mL™! e 50 mg.mL™!,
que foram diluidas em DMSO. A C. albicans foi o microrganismo que apresentou a maior
média de halo em todas as concentragoes e Proteus spp o que apresentou a menor média
de halo nas concentracoes testadas, indicando uma menor sensibilidade ao Salofen. Os
demais microrganismos indicaram média ou alta sensibilidade ao composto ao observar
os halos. Os valores das médias de halos dos microrganismos testados estao expressos na
Tabela 1.

Tabela 1 — Determinagao das médias dos halos (mm) dos testes de difusdo em agar nas
concentragoes de 25 mg.mL~! e 50 mg.mL™!; Desvio padrao (DP); (x) sem
resultados.

Microrganismo 25 mg.mL™! 50 mg.mL™!

Média DP Média DP

E. coli 17,87 0,85 18 1,26

E. faecalis 13,16 04 21 0,63

S. saprophyticus 20,16 2,04 21,16 0,98
S. aureus 20,66 1,21 215 Ehs

B. subitilis 13,66 0,51 23,16 1,47

Salmonella spp 12,83 1,32 17,66 1,63
S. epidermidis 14,83 0,4  22/16 1,6

C. freundii 15 1,78 13 1,54
Proteus spp 10,66 1,03 14,5 0,54
c. albicans 31,6 2,06 2983 1,16

A Figura 8, apresenta imagens fotograficas, demonstrando os halos obtidos a partir

dos ensaios de difusdo em dgar com os microrganismos S. aureus, C. albicans e Salmonella

Spp-
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Figura 8 — Imagem fotografica de alguns ensaios de difusdao em agar de concentragoes
de salofen, sendo: A) S. aureus 25 mg.m~' B) C. albicans 25 mg.mL~! C)
Salmonella 25 mg.mL~'.(*) Controle DMSO; (**) Controle positivo.

Os ensaios foram realizados em sextuplicata, ou seja, utilizou-se duas placas por
microrganismo, onde foram feitos trés pogos por placa para o teste das concentragoes do
composto, e os seis pocos testados por microrganismo, expressaram resultados semelhantes
ou iguais entre si. O poco feito para o controle do solvente (DMSO), demonstrou que o

mesmo nao inibiu qualquer microrganismo estudado, como pudemos observar acima.

Na figura 9, observa-se a demonstracao comparativa entre microrganismos, con-

centragoes e halos (mm).
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Figura 9 — Grafico comparativo dos halos (mm) formados de acordo com as concentragoes
do salofen e os microrganismos testados.

A figura 10 apresenta as comparagoes estatisticas com diferencgas significativas
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entre as diferentes concentragoes da base de Schiff Salofen e o antibiético Gentamicina

120 pg.mL~! frente a 4 cepas bacterianas.

Em (A), note-se que para Salmonella spp. a concentracio de 25 mg.mL~! apresenta
diferencas significativas no rendimento com as concentracoes 35 mg.mL™!, 50 mg.mL™!
e Gentamicina, enquanto que a concentracao de 50 mg.mL~! apresenta um rendimento
mais eficiente que a Gentamicina. Em (B), podemos observar que para E. faecalis a con-
centracdo de 50 mg.mL~!, tem um rendimento mais eficiente que as outras concentracoes
e o antibidtico. Em (C), para B. subtilis o rendimento da concentragao de 25 mg.mL~! foi
diferente das outras duas testadas e do antibi6tico. E importante mencionar que a con-
centracdo de 50 mg.mL™!, teve um rendimento mais eficiente que as outras concentracoes
e o antibidtico. Em (D), para S. epidermidis a concentragao de 50 mg.mL ™! apresenta um
rendimento mais eficiente que as concentragoes menores e um rendimento sem diferencas

significativas com o antibiotico Gentamicina.
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Figura 10 — Halos de inibigao (mm) utilizando-se concentragoes de 25 mg.mL~! 35
mg.mL~! e 50 mg.mL™! da base de Schiff Salofen e Gentamicina frente a
A) Salmonella spp. B) E. faecalis. C) B. subitilis. D) S. epidermidis. (*) p <
0.05 entre os grupos comparados pelas setas.

5.1.2 Ensaios de microdiluicao

Os resultados dos ensaios de microdiluicdo das concentragoes da base de Schiff

Salofen, foram representados em graficos de emissao da fluorescéncia para cada bactéria.
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A partir destes graficos, nota-se que quanto maior a fluorescéncia emitida, mais células

vidveis foram detectadas.

Na Figura 11, sao apresentados dois eixos de fluorescéncia para comparagao dos
resultados das dilui¢oes frente ao controle, uma vez que a fluorescéncia emitida pelo
mesmo é muito maior, préximo de 25.000 (AU). As emitidas pelas concentracoes testadas

atingiram o méximo de 2.000 (AU) para este microrganismo.
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Figura 11 — Grafico de emissao de fluorescéncia para Salmonella spp. Sdo apresentados
dois eixos Y de fluorescéncia para melhor comparacao dos resultados das
dilui¢oes da base de Schiff Salofen frente ao controle. As barras pretas seguem
o eixo da direita e as barras cinzas seguem o eixo da esquerda.

Ao comparar as concentracoes testadas com o controle, podemos deduzir que houve
inibicdo em todas elas, sendo as duas primeiras, iguais ou proximas a fluorescéncia emitida
pelo antibidtico. A concentragio de 625 pg.mL~! apresentou fluorescéncia de 500 (AU) e
a de 325 pg.mL~! um pouco acima de 1500 (AU). A concentragao de 156 pg.mL~! foi a
que menos inibiu, com a fluorescéncia um pouco acima de 5000 (AU), porem ainda muito

abaixo da emitida pelo controle.
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Figura 12 — Grafico de emissao de fluorescéncia para C. freundii. Sao apresentados dois
eixos Y de fluorescéncia para melhor comparacao dos resultados das dilui¢oes
da base de Schiff Salofen frente ao controle. As barras pretas seguem o eixo
da direita e as barras cinzas seguem o eixo da esquerda.

Na Figura 12, a fluorescéncia emitida pelo controle é muito maior, passando de
25.000 (AU). As emitidas pelas concentragoes testadas ficaram préximas de 1.000 (AU)

para este microrganismo.

Ao comparar com o controle, podemos deduzir que houve inibicdo em todas as
concentragoes testadas, sendo a primeira e a segunda, perto de 1000 (AU). A concentragao
de 625 ng.mL~! apresentou fluorescéncia menor que 5000 (AU) e a de 325 pg.mL~! um
pouco acima de 5000 (AU). A concentracio de 156 pg.mL~! foi a que menos inibiu, com

a fluorescéncia perto de 15000 (AU), porem ainda abaixo da emitida pelo controle.
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Figura 13 — Grafico de emissao de fluorescéncia para S. aurcus. Sao apresentados dois
eixos Y de fluorescéncia para melhor comparacao dos resultados das dilui¢oes
da base de Schiff Salofen frente ao controle. As barras pretas seguem o eixo
da direita e as barras cinzas seguem o eixo da esquerda.

Na Figura 13, a fluorescéncia emitida pelo controle é muito maior, passando de
25.000 (AU). As emitidas pelas concentragoes atingiram o maximo de 900 (AU) para este

microrganismo.

Ao comparar com o controle, podemos deduzir que houve inibicdo em todas as
concentragoes testadas, sendo as duas primeiras, perto de 400 (AU). A concentragao de
625 ng.mL~! perto de 500(AU) e a de 325 pg.mL~' muito préxima de 600 (AU). A
concentracio de 156 pg.mL ™! foi a que menos inibiu, com a fluorescéncia préxima de 900

(AU), porem ainda muito abaixo da emitida pelo controle.

Ao comparar com o controle, podemos deduzir que houve inibicdo em todas as
concentragoes testadas, sendo a primeira, perto de 800 (AU). A segunda concentragio
emitiu fluorescéncia perto de 0 (AU), bem menos que a emitida pelo antibidtico, que ficou
por volta de 250 (AU) e a de 625 pg.mL~' também emitiu menos fluorescéncia que o
antibiético, ficando abaixo de 200 (AU). A concentracio de 325 pg.mL~! e 156 pg.mL ™!

emitiram fluorescéncia préxima de 400 (AU), porem ainda muito abaixo da emitida pelo

controle.
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Figura 14 — Grafico de emissao de fluorescéncia para o microrganismo S. epidermidis.

Na figura 14, ao comparar com o controle, podemos deduzir que houve inibicao
em todas as concentragoes testadas, sendo a primeira, abaixo de 1000 (AU). A segunda
concentracao emitiu fluorescéncia perto de 1500 (AU), as trés tltimas emitiram fluores-

céncia semelhante, préoximas de 1000 (AU), muito abaixo da emitida pelo controle, acima
de 4000 (AU).
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Figura 15 — Grafico de emissao de fluorescéncia para B. subitilis. Sao apresentados dois
eixos Y de fluorescéncia para melhor comparacao dos resultados das dilui¢oes
da base de Schiff Salofen frente ao controle. As barras pretas seguem o eixo
da direita e as barras cinzas seguem o eixo da esquerda.

Na Figura 15, a fluorescéncia emitida pelo controle é muito maior, passando de
20000 (AU). As emitidas pelas concentragoes testadas ficaram préximas de 20 (AU) para

este microrganismo.

Ao comparar com o controle, podemos deduzir que houve inibicdo em todas as
concentragoes testadas, sendo as trés primeiras, perto de 20 (AU). A concentracao de 325
ng.mL~! emitiu fluorescéncia préximo de 80 (AU). A concentragao de 156 pg.mL~! emitiu

fluorescéncia acima de 10000 (AU), porem ainda abaixo da emitida pelo controle.

Para melhor avalicao da inibicao bacteriana pela atividade do salofen, demonstrou-
se a porcentagem de inibicao em dois grupos, as bactérias Gram negativas e Gram positi-
vas. A Figura 16 mostra a porcentagem de inibi¢ao bacteriana nas concentracoes de 2500

pe.mL™! até 156 pg.mL ™! para Salmonella spp e C. freundii.
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Figura 16 — Grafico da porcentagem de inibicao de bactérias Gram negativas C. Freundii
e Salmonella spp frente a concentracoes da base de Schiff Salofen.

A figura 16, mostra os resultados obtidos através das microdilui¢des das Gram
negativas, que alcancaram quase 100% de inibicao para Salmonella spp nas trés primeiras
concentracoes e as duas ultimas inibiram acima de 50%. Com relacdo ao C. freundii
houve inibi¢ao de mais de 90% para as duas primeiras concentragoes, acima de 80% para
a concentracdo de 625 pg.mL~! e mais de 70% para a seguinte. A tltima concentracio
ficou abaixo de 50%. As primeiras barras expressam o antibidtico comercial utilizado na
concentracio de 2500 pg.mL ™!,

A figura 18, apresenta os resultados das porcentagens de inibi¢ao obtidos através

das microdilui¢gbes contra bactérias Gram positivas.
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Figura 17 — Grafico da porcentagem de inibicao de bactérias Gram positivas S. aureus,
B. subitilis e S. epidermidis frente a concentragoes da base de Schiff Salofen.

Na figura 17, observam-se os resultados obtidos através das microdilui¢oes das
Gram positivas, que alcancaram quase 100% de inibicdo para S. aureus nas quatro pri-
meiras concentracoes e a ultima inibiu acima de 90%. Com relacao ao B. subitilis houve
inibicao acima de 90% para as quatro primeiras concentragoes e a tltima concentracao
ficou abaixo de 50%. Com relacao ao S. epidermidis, observa-se que a primeira concen-
tracao inibiu préximo a 80%, a segunda abaixo de 70% e as trés tltimas acima de 70%.
As primeiras barras expressam o antibiotico comercial utilizado na concentracao de 2500

ne.mlL—t.

5.2 Atividades in vitro da base de Schiff Salofen contra a forma
promastigota de Leishmania infantum chagasi
A figura 18 apresenta a absorbancia obtida através da leitura em espectrofotometro

para L. infantum chagasi, nas cinco concentragoes testadas. Observa-se que a concentracao

de 1 mg.mL~! eliminou préximo a metade das células comparando-se ao controle e a
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concentracao de 15 mg.mL~! expressou maior efeito sobre o parasita.

Absorvancia (AL

Figura 18 — Grafico da absorbancia obtida para Leishmania infantum chagasi em 24 horas
nas concentragoes de 1 mg.mL™! a 15 mg.mL~!.Os (*) representam diferencas

significativas entre os grupos quando comparados com o controle e o Tween
80 (p< 0.05).

A figura 19, apresenta a porcentagem de viabilidade celular da L. infantum chagasi
quando testada com a base de Schiff Salofen nas concentracoes de 1 mg.mL~! até 15

mg.mL~! apés 24 horas de incubacao.
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Figura 19 — Curva de viabilidade em funcao das concentragoes da base de Schiff Salofen
contra a forma promastigota de L. infantum, em 24 horas. Valor representa-
tivo dos experimentos realizados em triplicata.

Os resultados demonstraram que o composto inibiu quase totalmente o crescimento
das promastigotas na concentracao de 15 mg.mL~! (figura 11). Inibiu parcialmente o cres-
cimento das promastigotas de L. infantum chagasi nas concentracoes de 2,5 a 10 mg.mL ™,
esta ultima com valores perto de 80% de morte celular. Destaca-se que a concentracao de
1 mg.mL™! correspondeu aproximadamente ao IC50. O célculo da concentracao inibitéria

de 50% das promastigotas do composto em 24 horas foi de 1.22 mg.mL™*.

A figura 20, apresenta a absorbancia obtida através da leitura em espectrofotome-

tro para Leishmania infantum chagasi em 48 horas.
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Figura 20 — Grafico da absorbancia obtida para Leishmania infantum chagasi em 48 horas
nas concentracoes de 1 mg.mL~! a 15 mg.mL~!.

Na figura 20, podemos observar uma continuidade dos resultados das 24 horas,

com a taxa de morte crescente conforme o aumento da concentracao.

A figura 21 apresenta-se a porcentagem de viabilidade celular da L. infantum
chagasi quando testada com a base de Schiff Salofen nas concentracoes de 1 mg.mL ™! até

15 mg.mL~! apds 48 horas de incubacao.
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Figura 21 — Curva de viabilidade em fun¢ao das concentragoes da base de Schiff Salofen
contra promastigota de L. infantum, as 48 horas. Valor representativo dos
experimentos, realizados em triplicata.

Pode-se observar que apds 48 horas as concentracoes de 1 a 15 mg.mL~! inibiram
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parcialmente o crescimento do parasita. Esta tltima concentracdo afetou o cultivo com
porcentagens de morte celular préximo a 90%. O célculo da concentragdo inibitéria de

50% das promastigotas do composto em 48 horas foi de 0.89 mg.mL™~?.

A Figura 22 apresenta a absorbéancia obtida através da leitura em espectrofotéme-

tro para L. infantum chagasi em 24 horas.

ancia (AU)
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Figura 22 — Grafico da absorbancia obtida para Leishmania infantum chagasi em 24 horas
nas concentracoes de 1 mg.mL~! a 3,5 mg.mL™!.

A figura 22, expressa a absorbancia obtida nas concentracoes de 1 mg.mL~! a 3,5
mg.mL~!, onde podemos observar que a menor concentracao testada eliminou aproxima-

damente 50% das células e a maior concentragao eliminou mais de 80%.

A figura 23 apresenta a porcentagem de viabilidade celular da L. infantum testada
com a base de Schiff Salofen nas concentracoes de 1 mg.mL™! até 3,5 mg.mL™! apds 24

horas de incubagao
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Figura 23 — Curva de viabilidade em funcao das concentragoes da base de Schiff Salofen
contra a forma promastigota de L. infantum, em 24 horas. Valor representa-
tivo dos experimentos, realizados em triplicata.

Podemos observar que o composto inibiu parcialmente o crescimento das promas-
tigotas de L. infantum chagasi nas concentracoes de 1 a 3.5 mg.mL™!, esta dltima com
valores perto de 80% de morte celular. Destaca-se que a concentracao de 1 mg.mL™! cor-
respondeu aproximadamente ao IC50. O célculo da concentracao inibitéria de 50% das

promastigotas do composto és 24 horas foi de 1.06 mg.mL™!.

A Figura 24, apresenta a absorbancia obtida através da leitura em espectrofoto-

metro para L. infantum chagasi em 48 horas
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Figura 24 — Grafico da absorbancia obtida para Leishmania infantum chagasi em 48 horas
nas concentracoes de 1 mg.mL~! a 3,5 mg.mL™!.

A partir da figura 24 observa-se que a menor concentragao testada, em 48 horas
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eliminou mais de 50% e a mais alta eliminou mais de 90%.

A figura 25 apresenta a porcentagem de viabilidade celular da L. infantum chagasi
quando testada com a base de Schiff Salofen nas concentragdes de lmg/mL~"! até 3.5

mg/mL~! ap6s 48 horas de incubacdo.
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Figura 25 — Curva de viabilidade em funcao das concentragoes da base de Schiff Salofen
contra promastigota de L. infantum, em 48 horas. Valor representativo dos
experimentos, realizados em triplicata.

Podemos observar que em 48 horas as concentracoes de 1 a 3.5 mg.mL~! afeta-
ram significativamente o crescimento, sendo esta tltima a que mais afetou o cultivo com
porcentagens de morte celular perto do 90%. O célculo da concentracao inibitéria de 50%

das promastigotas do composto em 48 horas foi de 0.66 mg.mL™?.

Observa-se na figura 26 a imagem microscépica demonstrando o potencial inibité-

rio do Salofen contra L. infantum chagasi. A) células vidveis B) células eliminadas.

Figura 26 — Imagem microscépica (40x) da base de Shiff Salofen agindo sobre células
de Leishmania. A) Cristais em contato com formas vidveis do parasita. B)
Cristais ap0s a eliminagdo do parasita em 24 horas.
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6 DISCUSSAQ

Os ensaios antimicrobianos realizados através da técnica de difusdo em agar, de-
monstraram resultados satisfatérios para todos os microrganismos testados. Dentre os
testados, o que indicou maior sensibilidade através da mensuragao dos halos foi a le-
vedura C. albicans e o que demonstrou menor sensibilidade foi a cepa de Proteus spp.
AZAB; RIZK; AMR (2015), estudaram a atividade biolégica de bases de Schiff sobre ce-
pas bacterianas e C. albicans através da técnica de difusdo. Os autores observaram que
os compostos demonstraram um efeito elevado sobre os microrganismos, principalmente a
3,3-Di(4-methoxyphenyl)-5-phenyl-4,5-dihydroimidazo[4,5-c]pyrazole com halos de até 21
mm para a levedura. Os halos menores observado por estes autores, estao coerentes pois

a concentragao testada pelos autores foi menor (100 pg.mL™1).

Foi observado que em alguns experimentos de difusao utilizando-se a concentragao
de 35 mg.mL™! apresentaram halos menores em relagao a de 25 mg.mL™!. Possivelmente, o
carater hidrofébico do Salofen pode dificultar a difusdo deste no meio de cultura sélido. Os
halos referentes aos microrganismos E. faecalis, B. subitilis, Salmonella spp, S. epidermidis
e C. albicans, foram crescentes de acordo com o aumento das concentracoes, demonstrando

que o método foi eficiente.

Um estudo conduzido por RAZOOL; HASNAIN (2015), utilizou a técnica de difu-
sao em agar para testar bases de Schiff poliméricas contra cepas de S. aureus, B. subitilis,
E. coli, C. albicans, M. canis e C. neoformans. Os resultados formados, foram expressos
em milimetros como neste trabalho e a base que expressou alta atividade foi AGP-Cu (11),
com halos de 22 mm para F. coli, 20 mm para S. aureus, 20 mm para B. subitilis e 18 mm
para C. albicans. Estes resultados corroboram aos do presente trabalho, com medidas de

halos semelhantes para os mesmos microrganismos testados.

O fato de alguns resultados nao expressarem uma continuidade crescente de halos
conforme o aumento das concentragoes, nos levou a realizar ensaios de microdilui¢ao, com
o intuito de utilizar concentracées melhorando a solubilidade do composto e quantificagao
da inibi¢ao microbiana de acordo com as dilui¢oes, pois é uma técnica muito sensivel e de

alto rendimento (ELOFF et al., 1998; GABRIELSON et al.2002; PALOMBO, 2011).

Em relacao aos ensaios de microdiluicao, os resultados relacionados as bactérias
Gram-negativas Salmonella spp e C. freundii, o composto testado exerceu muita influéncia
sobre estas estirpes, até a concentracao mais baixa testada de 156 pg.mL~'. PAHONTU e
colaboradores (2015), estudaram diversas bases de Schiff e obtiveram melhores resultados
para as Gram-positivas, dados opostos aos detectados neste trabalho. Os pesquisadores

demonstraram para Salmonella enteridis, concentragdes inibitorias minimas maiores de
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10 mg.mL~!. No presente trabalho obtivemos inibicao de quase 100% até 625 pg.mL 1.
UNVER e colaboradores (2016), testaram dez derivados de base de Schiff contra espé-
cies de Gram-positivas, Gram-negativas e fungos e verificaram que todos os compostos
apresentaram atividade antimicrobiana, porém mais ativos contra as Gram-negativas, de-

monstrando resultados semelhantes ao nosso trabalho.

Ainda sobre o estudo de PAHONTU e colaboradores (2015), avaliou-se o efeito das
bases sobre C. albicans e os resultados nao foram satisfatorios, apenas obtiveram resul-
tados com as bases de Schiff complexadas com metais. Estes dados estao de acordo com
o nosso trabalho, pois nos testes de microdiluigoes, nao foram obtidos resultados satisfa-
térios. De forma geral, as dosagens dos antifiingicos sao altas, chegando até 3600 mg/kg
(CASTRO et al, 2006). Isto pode explicar, provavelmente, os resultados dos testes de
difusao apresentarem resultados tao satisfatorios para este microrganismo e os resultados

dos ensaios de microdiluicao nao serem promissores.

Ao observar os ensaios de microdiluicdo para as bactérias Gram-positivas, notou-
se uma boa ac¢ao do composto frente as bactérias testadas, com os melhores resultados
para S. aureus e B. subitilis. NAYAB et al (2015), estudaram trés bases de Schiff deri-
vadas de naftalimida, sendo 2-Amino-benzo[delisoquinolin-1,3-dione (3a), 2-[(2-Hydroxy-
3-methoxy) benzylidene)amino]benzolde] isoquinolin-1,3-dione, (3b) e 2-[(4-Hydroxy-3-
ethoxy)-benzylidene)amino|benzo|de| isoquinolin-1,3-dionecontra (3c) contra cepas pato-
génicas, inclusive Gram-positivas através da técnica de microdilui¢do. Estes autores con-
clufram que a mais eficiente foi a 3¢ para todos os microrganismos, apresentando MIC
de 0.062mg.mL~"! para S. aureus. As outras duas estudadas apresentaram MIC >1000
ng.mL~t. A base de Schiff Salofen, estudada neste trabalho inibiu mais de 90% até 156
ng.mL™!, demonstrando assim uma maior eficiéncia ao comparar com a 3a e 3b e menos

eficiéncia comparando a 3c.

A importancia do estudo de compostos com atividade leishmanicida se deve ao
fato da toxicidade dos medicamentos atualmente utilizados. A leishmaniose visceral é
uma doenca endémica e existem alguns tratamentos, como por exemplo a anfotericina B
e antimoniato pentavalente, porem nem sempre sao eficientes e existem efeitos colaterais
graves. OQutro ponto negativo é o fato da leishmaniose ser uma doenga negligenciada
e por isso nao ha tanto interesse de industrias farmacéuticas em investir em pesquisa
e desenvolvimento, mesmo havendo uma grande necessidade de descobertas de novos
farmacos (WHO, 2010).

Os parasitas do género Leishmania, possuem um comportamento semelhante as
células tumorais em relacdo a sensibilidade a farmacos e a multiplicacdo celular e as
bases de Schiff j4 demonstraram um potencial interessante contra células cancerigenas
(VILLAR et al, 2004) e antimalaria (LI et al, 2003). Existem poucos estudos que testaram
a atividade das bases de Schiff sobre a Leishmania (BOZZA, 2014; COELHO, 2015),
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entretanto demonstraram resultados leishmanicidas promissores.

O estudo de COELHO (2015), testou 15 derivados de base de Schiff complexadas
com metais e o ligante livre e o composto E1 exibiu melhor atividade com o IC50 em
25,53 pg.mL~!. Os ligantes complexados exibiram melhor atividade ao comparar com o
ligante livre. Outro estudo feito por SHUJAH et al (2013), foi descrito por apresentar bons
resultados quando complexados com estanho. Estes resultados demonstraram que o efeito
dos derivados de bases de Schiff possuem melhor efeito leishmanicida quando complexados
com metais, como Zinco, Ferro e Cobre, o que nos da uma perspectiva futura de testes

com complexacao de metais ao Salofen.
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7 CONCLUSOES

Neste estudo, foi testada a base de Schiff N,N’-bis(salicilideno)-1,2-fenilenodiamina
contra 10 cepas bacterianas e 1 fungo leveduriforme através da técnica de difusdo em agar
com trés concentracoes de 25 mg.mL™!, 35 mg.mL™! e 50 mg.mL™! e todas apresentaram
halos de inibicdo, sendo a C. albicans o halo mais representativo em todas as concentracoes
(30 mm).

Através dos ensaios de microdiluicdo, testaram-se 5 concentracoes, 2500 pg.mL~?,
1250 pg.mL~t, 625 pg.mL™!, 325 pg.mL~! e 156 pg.mL~! da base de Schiff contra 6
patogenos e houve inibicao do crescimento em todas as concentragoes testadas, sendo

mais expressiva contra as Gram-negativas.

Obteve-se o IC50 do composto sobre a Leishmania em 24 e 48 horas que foi de

1,06 mg.mL™! e 0,66 mg.mL™!, respectivamente.

Assim, os dados sugerem que este composto possui atividade antibacteriana e

leishmanicida.

Estao sendo testados o efeito desinfetante da base de Schiff Salofen em superficie
abidtica contra Salmonella spp, Staphylococcus aureus e C. albicans, visando uma futura

aplicagao biotecnologica.

H4 raros relatos na literatura abordando a utilizagao desse composto e esta ¢ a
primeira vez em que sao estudadas as atividades antimicrobiana e leishmanicida ao mesmo

tempo.

Apos a andlise destes dados, alguns estudos futuros sdo de grande importancia,
como testar o efeito sinérgico ou antagbnico do composto associado a antibiéticos co-
merciais sobre os microrganismos; avaliar o tempo de morte comparado a antibiéticos
conhecidos, testar a citotoxicidade em células de mamiferos como por exemplo fibroblasto

e macréfagos e possivelmente avaliar este ligante com metais complexados.
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