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RESUMO

As bases de Schiff sdo compostos organicos caracterizados pela presenca do grupo azometina
(—~C=N-), formado pela condensac¢do entre aminas e compostos carbonilicos, como aldeidos ou
cetonas. Esses compostos despertam interesse na quimica organica e farmacéutica devido a sua
versatilidade estrutural e ao potencial biologico. Neste trabalho, foram sintetizadas bases de
Schiff derivadas da 4-aminoantipirina e de diferentes aldeidos aromaticos, com o objetivo de
otimizar as condicdes reacionais e avaliar sua atividade antifingica. As condicdes ideais de
sintese foram estabelecidas utilizando etanol como solvente, temperatura de 50 °C e tempo
reacional de 60 minutos, resultando em produtos 3a-3p com bons rendimentos (90-98 %). A
caracterizacdo estrutural foi realizada por espectroscopia no infravermelho (FTIR) e
ressonancia magnética nuclear ('"H e *C RMN), confirmando a formag¢do dos compostos. A
atividade antifingica foi avaliada frente as cepas Candida albicans (ATCC10231) e Candida
krusei (ATCC6258) pelo método de microdilui¢do em caldo. Os compostos apresentaram
atividade antifungica moderada contra C. albicans, com valores de Concentracao Inibitoria
Minima (CIM) entre 125 e 250 pg-mL™" e Concentragdo Fungicida Minima (CFM) entre 250 e
500 pg-mL™". Frente a C. krusei, os compostos 3d e 3i destacaram-se, apresentando CIM de
62,5 pg-mL™". De modo geral, os resultados indicam que a atividade antifingica das bases de
Schiff derivadas da 4-aminoantipirina esta relacionada as modificagdes estruturais introduzidas
na molécula, evidenciando a influéncia dos substituintes aromaticos sobre o desempenho
biologico. O estudo contribui para o entendimento da relagdo estrutura—atividade e reforga o
potencial dessas moléculas como prototipos para o desenvolvimento de novos agentes
antifingicos.

Palavras-chave: Bases de Schiff; Aldeidos aromaticos; Ensaios fungicidas.



LISTA DE FIGURAS.

Figura 1. Representagdo geral de umabase de Schiff.............ccoooiiviiiiiiniiiiiiee, 13
Figura 2. representacdo da base de Schiff (E)-2-((2-hidroxibenzilideno) amino) fenol com
atividade antiDACTETIANA. .......ccuiiitiiiiieiieeiet ettt ettt ettt e et e st e e beesateebeesseeenseens 14
Esquema 1. Bases de Schiff com atividade antimicrobiana contra Mycrobacterium................ 14

Esquema 2. Obtengdo das bases de Schiff (A) e complexos metal-base de Schiff descrita por

DRANATAJ. ...ccutiiiiieiiecie ettt ettt et e et e et e et e e aa e e bt e st e ente e aaeenbeensaeenbeeenrean 15
Esquema 3. Sintese de bases de Schiff pela metodologia de Llanos............cccocceeeiiieiiniinnnnnne 15
Esquema 4. Bases de Schiff descritas por Latif...........cccoocviieiiiiiiiiiniiee e 16
Esquema 6. Bases de Schiff pela metodologia de Abdullah.............cccceviriiiiniiiiniiiieeeee, 17
Esquema 7. Bases de Schiff apresentadas pelo Arcadi..........ccceeevieiieeiiienienieenieeieeiccie e 17
Esquema 8. Bases de Schiff pela metodologia de Teran, ..........cccoceeviieiiienieenieniieiieieeee 18
Esquema 9. Bases de Schiff pela metodologia Al-Labban.............ccccceeveiiieiiiiniiiiiiieecee e, 18
Esquema 10. Bases de Schiff obtidas por Kasare...........cccocvveviiiiiniiiiiiiiiiie e 19

Esquema 11. Bases de Schiff do estudo de Bensaber..............cccceevieiiieniiniieniecieeece e 19



1. INTRODUCAO

As bases de Schiff, também denominadas azometinas, foram descritas pela primeira vez
por Hugo Schiff em 1864, constituindo um marco relevante no desenvolvimento da quimica
organica. Desde entdo, esses compostos tém despertado expressivo interesse cientifico em
virtude de sua ampla aplicabilidade em diferentes areas da quimica e da farmacologia

(HAMEED et al., 2015).

Esses compostos caracterizam-se pela presenca do grupo funcional imina ou azometina
(—~C=N-), formado a partir da reagdo de condensacdo entre compostos carbonilicos, como
aldeidos ou cetonas, e aminas. A estrutura geral das bases de Schiff pode ser representada pela
formula R.C=NR’, em que R e R’ correspondem a grupos alquila, arila ou heteroarila
(MUSTAPHA et al., 2016). A diversidade desses substituintes confere elevada flexibilidade

estrutural as moléculas, permitindo a modulacdo de suas propriedades quimicas e biologicas.

As bases de Schiff apresentam ampla utilidade na quimica orgénica, sendo empregadas
como pigmentos, corantes, catalisadores e intermedidrios sintéticos. Além disso, sua
versatilidade estrutural favorece aplicagdes tecnologicas e industriais, refor¢ando a relevancia

desses compostos tanto no contexto académico quanto no setor produtivo.

Outro aspecto de destaque refere-se a ampla gama de atividades biologicas atribuidas
as bases de Schiff. Estudos relatam que esses compostos podem apresentar propriedades anti-
inflamatorias, antivirais, antibacterianas, antifungicas e antimalaricas (HAMEED et al., 2016;
KAJAL et al., 2013; SILVA et al., 2011). Essa diversidade de atividades farmacoldgicas esta
diretamente associada a presenca do grupo imina, capaz de interagir com diferentes alvos

bioldgicos, conferindo elevado potencial terapéutico a essas moléculas.

O grupo imina ou azometina desempenha papel fundamental tanto em compostos de
origem natural quanto sintética, estando frequentemente associado a atividade biologica de
diversas substancias. Esse grupo funcional atua como um farmacoforo versatil, isto é, uma
unidade estrutural responsavel pela atividade bioldgica predominante, sendo amplamente

explorado no desenvolvimento de novos agentes farmacolédgicos (KAJAL et al., 2013).

A estrutura das bases de Schiff também possibilita a introdugdo de substituintes
especificos capazes de alterar a densidade eletronica e a polaridade molecular, influenciando

diretamente suas propriedades fisico-quimicas e bioativas. Essa caracteristica favorece a
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obtencao de compostos mais potentes e seletivos, com maior eficicia frente a microrganismos

patogénicos (AVILA et al., 2020).

Dentre as diferentes classes de bases de Schiff investigadas, destacam-se aquelas
derivadas da 4-aminoantipirina e de aldeidos aromaticos, que tém demonstrado atividade
antimicrobiana significativa (SILVA et al., 2011). Esses compostos apresentam-se como
candidatos promissores ao desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, especialmente

diante do crescente aumento da resisténcia microbiana aos farmacos convencionais.

Nesse contexto, os fungos representam um grupo de microrganismos de grande
relevancia clinica, sendo responsaveis por diversas infecgdes em humanos, conhecidas como
micoses. Entre os fungos patogénicos mais importantes destacam-se espécies do género
Candida, especialmente Candida albicans e Candida krusei, que podem causar infec¢des
oportunistas em individuos imunocomprometidos. O aumento da resisténcia desses
microrganismos aos antifungicos disponiveis tem estimulado a busca por novos compostos com

potencial atividade antifiingica.

Diante desse cenario, compostos derivados de bases de Schiff t€ém sido amplamente
investigados como potenciais agentes antifungicos, devido a sua capacidade de interagdo com
diferentes alvos biologicos e a facilidade de modificacao estrutural. Assim, a sintese ¢ avaliagao
bioldgica desses compostos tornam-se estratégias relevantes na busca por novas alternativas

terapéuticas no combate as infecg¢des fingicas.

Diante desse contexto, estabeleceu-se a seguinte questdo de pesquisa: qual ¢é o efeito,
em ensaios fungicidas, das bases de Schiff sintetizadas a partir de derivados de aldeidos
aromaticos e da 4-aminoantipirina? Assim, o presente trabalho teve como objetivo sintetizar e
avaliar o desempenho antifungico das bases de Schiff obtidas, as quais foram previamente
caracterizadas por técnicas espectroscopicas. A atividade antifingica foi avaliada por meio de
ensaios microbiologicos utilizando o método de microdilui¢do em caldo em placas de 96 pogos,

de acordo com os protocolos estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute.
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Os testes foram realizados frente as cepas Candida albicans (ATCC10231) e Candida
krusei(ATCC6258), permitindo a determinagao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e da
Concentragdo Fungicida Minima (CFM) dos compostos sintetizados. Essa metodologia
possibilitou a avaliagdo da atividade antifungica das bases de Schiff derivadas da 4-

aminoantipirina, fornecendo dados confidveis sobre o potencial bioldgico da série estudada.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Sintetizar e avaliar o desempenho das bases Schiff a partir de aldeidos aromaéticos e

derivados de 4-aminoantipirina em ensaios fungicidas;

2.2 ESPECIFICOS

e (aracterizar os compostos sintetizados por meio de técnicas espectroscopicas:
Infravermelho (FTIR) e ressonancia magnética nuclear (RMN);

e Otimizar a reacao de sintese das bases de Schiff;

e Avaliar a eficacia fungicida das diferentes bases de Schiff sintetizadas frente as cepas

Candida albicans (ATCC10231) e Candida krusei (ATCC6258);
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os compostos azometinas melhor conhecidos como as bases de Schiff foram
desenvolvidas por Hugo Schiff em 1864 (pioneiro na quimica organica moderna). As bases de
Schiff tem apresentado diversas aplicagdes tanto na quimica organica como na quimica
medicinal (HAMEED et al., 2015). As bases de Schiff sdo caracterizadas por possuir uma
estrutura R3R2C=NR;, oriundos de uma ligagdo dupla C=N entre carbonilas (aldeidos ou
cetonas) e aminas (Figura 1). Os substituintes R3, R € Ri poderiam ser grupos aquil, aril ou

heteroaril (MUSTAPHA,2009).
Figura 1. Representagao geral de uma base de Schiff.

Ra-
N

J\ R4 - Rz =alquil. aril ou H
R Ry

Fonte: Autor 2025.

As bases de Schiff sdo compostos de grande uso em pigmentos, corantes, intermediarios
de sintese organica entre outros. Um fato interessante destes compostos sdo varias atividades
bioldgicas que apresentam como: Antiflamatoria, antiviral antibacteriana, antifliingica

antimalaria entre outras. (HAMEED 2016, KAJAL 2013, SILVA 2011.)

O nucleo da azometina encontra-se em diversos produtos de origem natural e sintético

onde apresentam uma importancia essencial para suas atividades bioldgicas.

Pesquisas apontam que a presenca de par de elétrons livres no orbital hibrido sp? no
atomo de nitrogénio na base de Schiff ¢ de importancia quimica e biolégica (MUHAMMAD
2011). Devido a possibilidade de formacdo de ligacdes de hidrogénio das iminas com os

centros ativos e interferir nos processos celulares (SHANTY, 2017).

Os azometinas representam nucleos farmacologos para o estudo e descoberta de
compostos ativos devido a que na estrutura da azometina existe a possibilidade de derivatizacao
dos grupos funcionais com objetivo de aumentar atividade bioldgica como ¢é representado na

figura 2 uma base de Schiff com atividade antibacteriana.
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Figura 2. representacdo da base de Schiff (E)-2-((2-hidroxibenzilideno) amino) fenol com

atividade antibacteriana.

N
e
oy OH
Fonte: Autor, 2025.

3.1 Importancia e aplicacdo das bases de Schiff

Cabe destacar-se que as azometinas sdo intermedidrios de reacdes que podem ser
sintetizados com varios tipos derivados como por exemplo: oximas (hidroxiamina e aldeidos),
Fenil-hidrazona (acetofenona e fenil-hidrazina) entre outros. As reagdes de obtencao de estes
derivados sdo importantes devido as aplicagdes em processos biologicos um exemplo foi na
forma ativa da vitamina B6 (piroxidol fostato) sendo um derivado importante para as reagdes

com aminoacidos que formam a imina (CAREY et a/.,2018)

Pakravan et al. (2013) apresentou um estudo de bases de Schiff usando derivados de
isatina, derivados de aminohidrazinas usando etanol como solvente, refluxo, 12h para fornecer
rendimentos de 75-86 % (Esquema 1). Estes compostos apresentaram atividade contra cepas de

Mycobacterium.

Esquema 1. Bases de Schiff com atividade antimicrobiana contra Mycrobacterium.

£ @ £

Fonte: Autor, 2025.

Segundo Dhanaraj et al. (2020) foi estudado a sintese de bases de Schiff entre aldeidos
e cetonas com 4-aminoantipirina em etanol, refluxo, 5 horas até finalizacdo da reacao.
Posteriormente, as azometinas foram dissolvidas em etanol quente e foi adicionado uma solugao

de sais de metais (Co (II), Ni (II), Cu (II). Zn (II)) em propor¢do estequiométrica 1:1 com a
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base de Schiff. As solug¢des foram colocadas em condi¢des de refluxo por 5h, apds, esfriou-se
as solugdes e os produtos foram filtrados. Os complexos de metais-base de Schiff foram
testados e apresentaram atividade bioldgica frente as espécies de bactérias: B. Substitlis, S.

Aureus, E. Coli e K. Pneumoniae e frente a fungos: 4. Niger e A. Albicans (Esquema 2).

Esquema 2. Obten¢do das bases de Schiff (A) e complexos metal-base de Schiff descrita por

Dhanaraj.

o
NH
N b >~ ‘N)jN/ TN \N:ﬁ 2
A NHp 4 i M VAL ‘N\,O/\\’/S“
)LNHQ - N N g
0 0 (A) N

(B)
Fonte: Autor, 2025.

De acordo com Llanos et al. (2022) a sintese de bases de Schiff entre diferentes
derivados de cinnamaldeido com 4-aminoantipirina, etanol como solvente, refluxo, 1-24 horas
fornecendo rendimentos de 82-98 %. Os compostos apresentaram atividade antibacteriana
frente a Enterbacter gergoviar MIC (15.6 uM) e antifungica frente a Candida albicans MIC
(15.6 uM) (Esquema 3).

Esquema 3. Sintese de bases de Schiff pela metodologia de Llanos.

~ N
N Q N
NP ST G LN R
© O R, LR ©/ O \ \‘7R2
R1=H,CH3 Br

Ry =2-NO; 2-OCH3 4-NO,
Fonte: Autor, 2025.

Segundo Latif et al. (2009) a sintese de derivados de azometinas entre 4-aminoantipirina
e derivados de aldeidos s6lidos sem solvente pela metodologia de maceracdo, a temperatura
ambiente, 1 hora para fornecer rendimentos acima de 98% (esquema 4). Cabe ressaltar-se que

pela metodologia ndo héa necessidade de purificagdo dos compostos
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Esquema 4. Bases de Schiff descritas por Latif.

N
h FoN
0 N

N —

I

N NH, + HJ\R1 ©,
@f o

R4 = 2-NO,CgHs 4-NO,CgH4 4-OHCgH, 3-NO,CgH, 4-CICsH, 3-OCH3-40HCgH;

N
YR,

Fonte: Autor, 2025.

De acordo com Kumar et al. (2018) a sintese de azometinas usando acido de Meldrum
e 4-aminoantipirina em uma solugdo acida de HCI, nitrito de sddio por 15 min a temperatura
ambiente. Apés finalizar, a solucdo foi dissolvida em uma solucdo de acetato de sédio e
colocada em banho de maria a 0 °C, e deixou-se em agitacdo magnética por 15 minutos. O
precipitado amarelo foi filtrado e recristalizado em mistura de etanol/acetonitrila (1:1).
Posteriormente a base de Schiff foi usada para a preparacao de complexos com sais de cloreto
de metais como: Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn usando metanol como solvente em agitagdo pelo
periodo de 2-3 horas. Os complexos metal-base de Schiff apresentaram atividade

antimicrobiana frente a S. aureus, E. Coli e C. albicans (Esquema 5).

Esquema 5. Bases de Schiff pela metodologia de Kumar.

0]
~N ~ N=
N7 O O\F NNy N
N NH, & ) —_— N 3

(¥ O %
Fonte: Autor, 2025.

Segundo Abdullahi ef al. (2009) estudaram a sintese de derivados de tiazolidinonas a
partir de bases de Schiff obtidas entre a reagao de 4-aminoantipitina com 3-hidroxibenzaldeido
e 4-nitrobenzaldeido sem solvente em condi¢des de maceragao dos reagentes em um matraz de

porcelana por 10 min. Apds obter as azometinas estas foram adicionadas em outro matraz de
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porcelana adicionando é4cido tiogicolico por 10 min. Quando observar a mudanga de cor foi
filtrado e recristalizado com THF (Esquema 6). Os compostos sintetizados apresentaram

potencial frente a inibidores da kinases-2.

Esquema 6. Bases de Schiff pela metodologia de Abdullah.

— OH \

Fonte: Autor, 2025.

Arcadi et al. (2003) reportaram o estudo de reagdes de obtencao de bases de Schiff entre
orto-anilina e acetilacetona, etanol como solvente a temperatura ambiente usando NaAuCly
como catalisador por 7 horas para fornecer rendimento acima de 99% (Esquema 7). Cabe
destacar que neste estudo foram usados varios catalisadores de metais como Cu, Zn, Ag e Pd

porém o mais efetivo em termos de rendimento foi o Au.

Esquema 7. Bases de Schiff apresentadas pelo Arcadi.

& as — 0

Fonte: Autor, 2025.

De acordo com Teran et al. (2021) pesquisaram o uso de bases de Schiff entre 4-
aminoantipirina com derivados de aldeidos arométicos em etanol como solvente, refluxo em 6
horas para fornecer rendimentos de 77-95 % (Esquema 8). Estes compostos apresentaram

atividades antimicrobianas e atividades contra a leishmanioses.
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Esquema 8. Bases de Schiff pela metodologia de Teran

N
NH, + g \ N:\©R1
@ PO

= H, 20H, 30CH;, 20CH,
20H 5NO, 2NO, 20H-30H

Fonte: Autor, 2025.

Segundo Al-Labban et al. (2007) pesquisaram a sintese de bases de Schiff a partir de 4-
aminoantipirina e aldeidos aromaticos usando etanol absoluto, acido acético como catalizador,
refluxo, 1-2 horas para fornecer rendimentos de 87-93 % (Esquema 9). Os compostos

apresentaram atividade antibacterial frente a K. pneumoniae e C. freundii.

Esquema 9. Bases de Schiff pela metodologia Al-Labban.

™ 0 N Y
N7 i PNy Br
S D—NH, +/©) —»@/N
0
©/ o Br
AN
N Q NN N//\Qm
N NH, + — N
[ :] [j 0
O/ © cl

/ N
\N O\
|\'|:‘§‘NH2 + OH

PR ®

Fonte: Autor, 2025.

De acordo com Kasare et al. (2022) reportaram a sintese de novas azo-bases de Schiff
a partir de derivados de 2-hidroxi-3-metoxi-5-(fenildiazenil)benzaldeido e 4-aminoantipirina,
etanol como solvente, 50 °C por 15 min para fornecer rendimentos de 54-93 % (Esquema 10).
Os compostos mostraram atividades bioldgicas moderadas frente a E. Coli, S. typhi, S. aereus

e B. subtilis.
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Esquema 10. Bases de Schiff obtidas por Kasare.

N
O~ :
o N OH
N

= /

R =H, 2Cl, 4CH; 40CH;

Fonte: Autor, 2025.

Conforme Bensaber et al. (2014) desenvolveram uma sintese de bases de Schiff a partir
de 44-aminoantipirina, derivados de aldeidos aromaticos sem solvente. A reacao foi realizada
mediante o uso de um reator de micro-ondas com frequéncias de 350-600 W, em um intervalo
de tempo de 0.5 a 2 minutos de reag@o a 60 °C para fornecer rendimentos de 85-97 % (Esquema
11). Os compostos apresentaram atividades como fosforilase timidina, enzima angiogénica e

células carcinoma (seio e pulmao).

Esquema 11. Bases de Schiff do estudo de Bensaber.
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Fonte: Autor, 2025.

3.2 Fungos e sua importancia na atividade antifiingica

Os fungos sao organismos eucariontes, heterotroficos e pertencentes ao reino Fungi.
Eles podem apresentar organizagao unicelular, como as leveduras, ou multicelular, como os
fungos filamentosos. Diferentemente das plantas, os fungos nao possuem clorofila e, portanto,
ndo realizam fotossintese, obtendo seus nutrientes por meio da absor¢ao de matéria organica do

ambiente. Estruturalmente, os fungos possuem parede celular composta principalmente por
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quitina, e nos fungos filamentosos as células se organizam em estruturas chamadas hifas, que
formam o micélio, responsavel pelo crescimento e pela absor¢ao de nutrientes (TORTORA;

FUNKE; CASE, 2017; MADIGAN et al., 2016).

Os fungos estdo amplamente distribuidos na natureza e desempenham papéis
importantes nos ecossistemas, especialmente na decomposicdo de matéria organica e na
ciclagem de nutrientes. Além disso, possuem grande importancia na industria alimenticia,
farmacéutica e biotecnoldgica, sendo utilizados na produgao de alimentos, bebidas fermentadas,
enzimas e medicamentos. Entretanto, algumas espécies podem atuar como patdgenos
oportunistas, causando infec¢des conhecidas como micoses em humanos e animais (MURRAY

ROSENTHAL; PFALLER, 2021).

Entre os fungos patogénicos de maior relevancia clinica destacam-se espécies do género
Candida, especialmente Candida albicans e Candida krusei. Essas leveduras fazem parte da
microbiota normal do organismo humano, podendo ser encontradas na pele, mucosas e trato
gastrointestinal. No entanto, em situagdes de desequilibrio do sistema imunologico ou
alteracdes na microbiota, esses microrganismos podem se tornar patogénicos, causando
infeccdes que variam desde micoses superficiais até infec¢des sistémicas graves (KUMAR;

ABBAS; ASTER, 2018)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagente e solventes

Os reagentes que foram utilizados nas sinteses da 4-aminoantipirina (98%),
benzaldeido (98%), 4-bromobenzaldeido(99%), 4-Clorobenzaldeido(99%), 4-
Metilbenzaldeido  (97%), 4-Nitrobenzaldeido(98%), 4-Metoxibenzaldeido(98%), 4-
Iodobenzaldeido(98%), 4-formilbenzaldeido(98%), 3-Pirinacarboxaldeido(98%),
Seringaldeido(98%), Furfural (99%), 3.4,5-trimetoxibenzaldeido (99%), 2-
Tiofenocarboxaldeido (99%), a-Methyl-frans-cinnamaldeido (99%), Vanilina (97%), 3-
Hidroxibenzaldeido (97%), 4-Hidroxibenzaldeido (99%), obtidos de fontes comerciais (Sigma
Aldrich).

Os solventes que foram utilizados: hexano, acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH),
etanol (EtOH), acetona, cloroféormio (CHCI3), e o dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds,
99,5%).

As cromatografias em camada delgada (CCD) que foram feitas em placas da marca DC-
Fertigfolien ALUGRAM® XTra SIL G/UV254, com camada de 0,20 mm de silica gel 60 com
indicador fluorescente UV2s4. As cromatografias liquidas em coluna serdo realizadas utilizando
silica gel da marca Acros Organics, com tamanho de particula na faixa de 0,035-0,070 mm e

com didmetro de poro de 6 nm.

Para a avaliagdo da atividade bioldgica foram usados, meios de cultura em caldo de
Miieller Hinton (CMH), como fungos agentes antimicrobianos em solugdo estoque e solugao

salina estéril para diluigdes.

4. 2 Sintese de bases de Schiff a partir de 4-aminoantipirina e derivados de aldeidos

aromaticos.

Procedimento geral: Em um balao de fundo redondo de 25 mL, foram adicionados 1,1
mmol de aldeidos aromaéticos, 1,0 mmol de 4-aminoantipirina € 10 mL de etanol. A reagdo foi
mantida sob agitagdo magnética, a 50 °C, por 1 hora e acompanhada por CCD, utilizando uma
mistura de hexano e acetato de etila (9:1). Ao final da reagao, o solvente foi evaporado em um
rotaevaporador sob pressao reduzida e em sequéncia, foi realizada uma extragao liquido-liquido

com acetato de etila (3x30 mL). As fases organicas desenvolvidas foram reunidas e adicionadas
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sulfato de sodio anidro e filtradas. Em seguida, o solvente foi removido em rotaevaporador sob
pressao reduzida. O produto obtido foi purificado por recristalizacdo usando hexano. Os
compostos sintetizados e purificados foram caracterizados por analise de RMN de 'H e 1*C, IV

e ponto de fusdo.

4.3 Procedimento Experimental do Ensaio biologico

O método adotado para a determinagdo da atividade antifungica segue a técnica de
avaliac¢do do potencial fungicida em placas de 96 pogos, utilizando o método de microdiluig¢do
em caldo, conforme os protocolos estabelecidos pelo National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS). Essa abordagem ¢ amplamente reconhecida por sua eficacia
na quantificagdo da atividade antifiingica de substancias candidatas contra cepas de leveduras,

permitindo a determinagao precisa da Concentragao Inibitéria Minima (CIM).

Nesse método, de acordo com Alves (2008), a primeira etapa consistiu no preparo das
culturas fungicas. Foram utilizadas neste estudo as cepas padrao Candida albicans (ATCC
10231) e Candida krusei (ATCC 6258), selecionadas por apresentarem elevada resisténcia a
diversos agentes antimicrobianos, o que as torna modelos relevantes para a avaliacdo do
potencial antifungico das substincias testadas. As cepas foram cultivadas em meio apropriado

por um periodo de 18 a 24 horas, a 35 °C.

A densidade das suspensdes fungicas foi ajustada para 0,5 na escala de McFarland. O
controle da densidade celular ¢ um fator de grande importancia, uma vez que variagdes nesse
pardmetro podem influenciar significativamente os resultados dos ensaios microbioldgicos.
Para esse ajuste, empregaram-se solu¢des padrao contendo sulfato de bario (BaSO.) e acido

sulfurico (H2S0a4) a 1%, de modo a padronizar a turbidez do indéculo microbiano.

As bases de Schiff sintetizadas, correspondentes a série 3a—3p, foram avaliadas quanto
a atividade fungicida. Para os ensaios, foram preparadas solucdes contendo 5 mg de cada
composto, as quais foram dissolvidas em 5 mL de dimetilsulféxido (DMSO), obtendo-se

solugdes estoque utilizadas nos testes antifingicos.



23

Procedimento Experimental — Candida albicans

A determinac¢do da atividade antifiingica frente a cepa Candida albicans (ATCC 10231)
foi realizada pelo método de microdilui¢do em caldo, conforme os protocolos padronizados
pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002). Esse método
permite avaliar de forma quantitativa o potencial antifingico de compostos, por meio da
determina¢do da Concentragao Inibitdria Minima (CIM) e da Concentragdo Fungicida Minima

(CFM).

Inicialmente, coldnias recentes de Candida albicans foram cultivadas em meio de agar
apropriado por 24 horas. Em seguida, foi preparada uma suspensdo em solugdo salina estéril,
ajustada a turbidez equivalente a 0,5 na escala McFarland (aproximadamente 1-5 x 10°
UFC/mL). Essa suspensdo foi posteriormente diluida para obter uma concentragdo final de

cerca de 10° UFC/mL, utilizada no ensaio de microdilui¢ao.

Foram testados 16 compostos, identificados como 3a-3p. Cada amostra foi diluida em
meio de cultura adequado (caldo RPMI ou Mueller-Hinton, conforme padronizagdo) para
obtengdo da concentragdo inicial de 250 pg/mL. O ensaio foi conduzido em placas de
microtitulacdo de 96 pocos. Em cada poco experimental, foi adicionado um volume final de

250 pL, sendo 100 pL. da amostra e 150 uL do caldo de cultura.

Na primeira coluna, adicionou-se a concentragao inicial de 250 pg/mL. A partir dessa
solucdo, realizou-se uma diluigdo seriada, transferindo 125 pL da coluna anterior para a
seguinte, obtendo-se concentracdes decrescentes (125 ug/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL e

assim sucessivamente) até atingir a menor concentragao desejada.

Apds a montagem das diluicdes, uma gota do inoculo de Candida albicans foi

adicionada em cada pogo, exceto na ultima linha da placa, que foi reservada para os controles.

A ultima linha da placa foi utilizada para os controles, organizados da seguinte forma:
Controle de esterilidade: pocos contendo apenas o caldo de cultura; Controle de crescimento:
pogos contendo caldo e indculo, sem amostra; Controle positivo: pogos contendo caldo, indculo
e clorexidina, utilizada como padrao de inibi¢do fungica; Controle de solvente: pogos contendo

caldo, in6culo e DMSO, na mesma concentragao presente nas amostras.

Ap0s a preparagdo, as placas foram cuidadosamente homogeneizadas e deixadas na

capela a 37 °C por 24 horas. Ao término da incubacdo, foi realizada a leitura visual da turbidez



24

em cada pogo, sendo considerada como CIM a menor concentragdo capaz de inibir

completamente o crescimento visivel do fungo.

Procedimento Experimental — Candida krusei

A avaliacdo da atividade antifungica frente a cepa Candida krusei (ATCC 6258) foi
realizada pelo método de microdiluicdo em caldo, seguindo os protocolos estabelecidos pelo
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002). Esse método permite
determinar quantitativamente a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracao

Fungicida Minima (CFM) de substancias com potencial antifungico.

Inicialmente, foram preparadas as solugdes amostrais dos compostos a serem testados,
nomeados de 3a-3p. Em seguida, preparou-se o indculo fungico a partir de coldnias recentes de
Candida krusei, cultivadas em meio apropriado. A suspensdo foi ajustada a turbidez equivalente
a 0,5 na escala McFarland (aproximadamente 1-5 x 10° UFC/mL) e, posteriormente, diluida

para atingir uma concentragao final de cerca de 10* UFC/mL no ensaio.

O teste foi conduzido em placas de microdilui¢ao de 96 pogos, com volume final de 500
uL por poco, sendo 250 pL de caldo de cultura e 250 pL da amostra. Na primeira coluna,

adicionou-se o composto na concentragao inicial de 250 pg/mL juntamente com o caldo.

A partir dessa mistura inicial, realizou-se uma diluicao seriada, transferindo-se 250 uLL
da solucgdo anterior para a coluna seguinte, obtendo-se assim concentragdes decrescentes (125
ug/mkL, 62,5 ng/mL, 31,25 ug/mL e assim sucessivamente) até atingir a menor concentracao

testada.

Apbs a preparagdo das dilui¢des, uma gota do indculo foi adicionada a cada pogo
experimental. A ultima linha da placa foi destinada aos controles, distribuidos da seguinte
forma: Controle de esterilidade: pocos contendo apenas o caldo de cultura; Controle de
crescimento: pocos com caldo e indculo, sem amostra; Controle positivo: pogos com caldo,
indculo e clorexidina, agente antifungico de referéncia; Controle de solvente: pogos com caldo,

inoculo e DMSO na mesma concentracao utilizada nas amostras.

As placas foram cuidadosamente homogeneizadas e incubadas na capela a 37 °C por 24

horas. Apos o periodo de incubagdo, realizou-se a avaliagdo visual da turbidez de cada poco, a
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fim de determinar a CIM, definida como a menor concentragdo capaz de inibir completamente

o crescimento visivel da levedura.

Para a determinagdo da Concentracao Fungicida Minima (CFM) aliquotas de cada pogo
foram retiradas e semeadas em placas de Petri contendo dgar Mueller-Hinton, que foram
novamente incubadas a 37 °C por 24 horas. A auséncia de crescimento de coldnias fungicas foi
considerada indicativa de acao fungicida, correspondendo a concentragdo capaz de eliminar

99,9% ou mais do indculo inicial.

Para a avaliagao da CFM, as amostras representativas foram coletadas de cada um dos
pocos pertencentes ao experimento precedente, sendo estas submetidas a ensaios em placas de
Petri contendo dgar Mueller-Hinton. As placas foram subsequentemente incubadas por um
periodo de 24 horas a uma temperatura de 37 °C. A auséncia de desenvolvimento de colonias
fingicas em relagdo a uma concentragdo especifica denota que esta concentracao foi eficaz em

erradicar 99,9% ou mais do in6culo fingico inicialmente empregado.

4.3 Equipamentos

Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absor¢do no infravermelho (FTIR) que foram obtidos em um
espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier, com calibragdo interna, da
marca Shimadzu, modelo IRAffinity-1. Esse processo foi desenvolvido no laboratorio de

Biorg/Unifap.

Equipamento de ponto de fusio

Os pontos de fusao de compostos sélidos em temperatura ambiente obtidos € medidos

em um equipamento Fisatom modelo 431, no laboratorio de Biorg/Unifap.
Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H e >C obtidos em um espectrdmetro Agilent 400/54
Premium Shielded operado na frequéncia de 400 MHz (RMN de 'H) e 100 MHz (RMN de *C)
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ou Agilent 500/54 Premium Shielded operado na frequéncia de 500 MHz (RMN de 'H) e 125
MHz (RMN de "*C). As analises RMN foram realizadas em parceria com a USP.

Equipamentos para a atividade biologica

As microplacas de 96 pocgos utilizadas para ensaio em caldo, pipetas multifuncionais
para distribuigdo precisa de volumes, incubadoras controladas por temperatura, leitor de
microplacas ou espectrofotdmetro, autoclave para esterilizagdo de materiais. Esse processo foi

desenvolvido no laboratério de Biorg/Unifap.
Difracao de raios-X em monocristal

Os dados de difragdo de raios X que foram coletados em um difratdmetro Bruker Apex
IT Duo, equipado com duas micros fontes (cobre e molibdénio) utilizando a radiacao Mo-Ka (A
=0,71073) e sistema OXFORD de baixa temperatura. A solucdo e refinamento das estruturas
foram realizadas através dos programas Shelx. As medidas e analises dos dados de difracao de

raios-X foram realizadas pelo (IFSC).

inéculo e clorexidina, agente antifingico de referéncia; Controle de solvente: pogos com

caldo, in6culo e DMSO na mesma concentragdo utilizada nas amostras.

As placas foram cuidadosamente homogeneizadas e incubadas na capela a 37 °C por 24
horas. Apos o periodo de incubagdo, realizou-se a avaliagdo visual da turbidez de cada poco, a
fim de determinar a CIM, definida como a menor concentragdo capaz de inibir completamente

o crescimento visivel da levedura.

Para a determinagdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) aliquotas de cada pogo
foram retiradas e semeadas em placas de Petri contendo dgar Mueller-Hinton, que foram
novamente incubadas a 37 °C por 24 horas. A auséncia de crescimento de coldnias fungicas foi
considerada indicativa de ac¢ao fungicida, correspondendo a concentragdo capaz de eliminar

99,9% ou mais do indculo inicial.

Para a avaliagdo da CFM, as amostras representativas foram coletadas de cada um dos
pocos pertencentes ao experimento precedente, sendo estas submetidas a ensaios em placas de
Petri contendo 4agar Mueller-Hinton. As placas foram subsequentemente incubadas por um
periodo de 24 horas a uma temperatura de 37 °C. A auséncia de desenvolvimento de coldnias
fungs em relagdo a uma concentragdo especifica denota que esta concentragdo foi eficaz em

erradicar 99,9% ou mais do indculo flingico inicialmente empregado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizag¢ao da reacido da base Schiff.

A etapa de otimizacdo tem como objetivo identificar as melhores condig¢des
experimentais para a formagdo das bases de Schiff, de modo a maximizar o rendimento da
reacdo. Essa otimizacdo ¢ fundamental, pois a eficiéncia da condensacdo entre o grupo
carbonila (~C=0) do aldeido e o grupo amino (—-NH:) da 4-aminoantipirina pode ser fortemente
influenciada por pardmetros como o tipo de solvente, a temperatura e o tempo reacional
(KUMAR et al., 2009; REICHARDT; WELTON, 2010). Assim, a variagdo sistematica desses
fatores permite compreender como cada varidvel afeta a formagdo da imina e estabelecer as
condicdes ideais para a sintese.

A escolha do solvente ¢ um dos fatores mais determinantes nesse tipo de reagao, uma
vez que ele influencia diretamente o equilibrio quimico e, consequentemente, o rendimento do
produto formado. Assim, iniciou-se a otimizagao pela variagao de solventes, com o objetivo de
identificar aquele que proporcionasse o maior rendimento na reagdo entre a 4-aminoantipirina

e os aldeidos aromaticos.

Tabela 1. Otimizacao da reacao de bases de Schiff (variacio de solventes)

\N
O\ \’I\jé\ [\Il\ N—
. MODNH, @
0
R Iy

Solvente Rendimento (%)
DMSO 95
DMF 91
Acetona 78
Dioxano 70
Acetato de etila 79
Agua 80
Metanol 92
Etanol 95

Na Tabela 1 estao apresentados os resultados da otimizagdo da reagdo para a formagado
das bases de Schiff, utilizando diferentes solventes. Observou-se que o rendimento variou de

acordo com a polaridade ¢ o tipo de solvente empregado, demonstrando que o meio reacional
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exerce influéncia direta sobre o equilibrio quimico e a eficiéncia da condensacao entre o grupo

carbonila (—C=0) do aldeido e o grupo amino (—NH:) da 4-aminoantipirina.

Entre os solventes avaliados, o etanol apresentou o maior rendimento (95%),
mostrando-se o mais eficiente para a formagao das bases de Schiff. Esse comportamento pode
ser atribuido ao fato de o etanol ser um solvente polar prético, capaz de promover boa
solubilizacao dos reagentes e favorecer a eliminagdo parcial da dgua formada durante a reacao
sob refluxo. Essa remocao parcial da 4gua desloca o equilibrio quimico no sentido da formagao
da liga¢do imina (—C=N), resultando em produtos com melhor rendimento e pureza (KUMAR

etal.,2018; DHANARAI et al., 2020).

Embora o DMSO tenha apresentado rendimento equivalente ao do etanol (95%), sua
escolha como solvente padrdo ndo se mostrou a mais adequada sob o ponto de vista pratico e
operacional. O DMSO ¢ um solvente polar aprotico de alto ponto de ebuli¢ao, o que dificulta
sua remogao ao final da reagdo e pode comprometer as etapas de isolamento e purificacao do

produto.

O metanol e o dimetilformamida (DMF) também apresentaram rendimentos
satisfatorios (92% e 91%, respectivamente), indicando que solventes de maior polaridade,
sejam eles proticos ou aproéticos, tendem a favorecer a reagdo de condensagdo. No entanto, o
desempenho superior do etanol confirma os dados da literatura, que apontam que solventes
préticos moderadamente polares sdo mais adequados para reagdes de formagdo de bases de
Schiff, devido a sua capacidade de equilibrar solubilidade, polaridade e remocao de agua

(REICHARDT; WELTON, 2010).

Por outro lado, solventes menos polares, como a acetona (78%), o acetato de etila (79%)
e o dioxano (70%), apresentaram rendimentos menores, possivelmente devido a baixa
solubilizacdo dos reagentes e a menor estabilizagdo dos intermediarios polares formados
durante o processo (REICHARDT; WELTON, 2010). Em contrapartida, a reagao realizada em
meio aquoso apresentou rendimento intermediario (80%), o que pode ser explicado pelo carater
reversivel da condensagao entre a amina e o aldeido. Como a agua € um dos produtos da reacao,
sua presenca em excesso desloca o equilibrio quimico no sentido inverso, favorecendo a
hidro6lise da imina formada e reduzindo o rendimento global (KUMAR et al., 2009; MARCH,
2007).
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Dessa forma, a partir da definicao do etanol como solvente ideal, procedeu-se as etapas
seguintes de otimizagdo, avaliando-se o efeito de outros parametros reacionais, como a

temperatura e o tempo de reagao.

Na tabela 2 estdo apresentados a otimizac¢do da reacdo com a variagdo da temperatura
como ¢ outro fator determinante na otimizagao da sintese, pois influencia diretamente a energia
cinética das moléculas envolvidas. Quando a temperatura ¢ aumentada, as moléculas passam a
se mover mais rapidamente, aumentando tanto a frequéncia quanto a forca das colisdes entre os
reagentes. Esse aumento na energia cinética faz com que um numero maior de moléculas possua
energia suficiente para superar a barreira de ativagdo da reagdo, o que acelera a formacao do

produto (ATKINS, 2010).

No caso das bases de Schiff, o estudo da influéncia da temperatura buscou determinar a
faixa ideal que maximize o rendimento € mantenha a estabilidade das bases de Schiff

sintetizadas.

Tabela 2. Otimizacio da reacdo de bases de Schiff (variacio de temperatura)

\N
AN

ON N N P

+ N/ NH — @ |

(%

Temperatura (°C) Rendimento (%)

t.a 41

30 53

40 64

50 84

60 95

70 99

80 99

90 99

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados obtidos na variagdo da temperatura,
utilizando o etanol como solvente. Foi possivel observar que o aumento da temperatura

influenciou diretamente no rendimento da reagao de formacgao das bases de Schiff.

Em temperatura ambiente, o rendimento foi baixo (41%), indicando que a reagao ocorre
de forma lenta nessas condigdes, possivelmente devido a menor energia disponivel para
promover a condensagdo entre o grupo carbonila (—C=0) do aldeido e o grupo amino (—-NHz)

da 4-aminoantipirina (KUMAR et al., 2009). Embora o aumento da temperatura tenha
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promovido elevac¢do progressiva do rendimento da reagdo, observou-se que a 50 °C ja sdo
alcancados rendimentos elevados, indicando que essa condigdo ¢ suficiente para a formacgao
eficiente da base de Schiff. Dessa forma, a temperatura de 50 °C foi adotada como condi¢ao
padrdo na metodologia, por representar um equilibrio adequado entre eficiéncia reacional,

menor consumo energético e preservagao da estabilidade dos produtos obtidos.

As analises realizadas em temperaturas superiores, a partir de 60 °C, tiveram como
objetivo avaliar o comportamento do sistema reacional e discutir a tendéncia de rendimento
apresentada na Tabela, permitindo compreender a influéncia do aquecimento sobre o
deslocamento do equilibrio quimico e a eliminagdo da 4gua formada durante a reagdo. No
entanto, apesar de rendimentos ligeiramente superiores serem observados nessas condig¢des, 0s
ganhos obtidos ndo justificam a ado¢ao de temperaturas mais elevadas como condi¢ao padrao
de sintese, uma vez que o incremento de rendimento ¢ discreto quando comparado ao aumento

do custo energético.

Ap6s a defini¢do da temperatura de 50 °C como condiciao adequada para a sintese das
bases de Schiff, procedeu-se a avaliacao da influéncia do tempo reacional no rendimento da
reacdo. Assim, a Tabela 4 apresenta os resultados obtidos a partir da variacdo do tempo de

reacdo, mantendo-se constantes o solvente etanol e a temperatura previamente estabelecida.

Na tabela 3 mostra os resultados obtidos da variagao do tempo de reagdo que foi avaliada
com o objetivo de determinar o ponto em que o sistema atinge o equilibrio quimico e ocorre a
conversao maxima dos reagentes em produto. J4 que o tempo € um fator essencial, pois
influencia diretamente a eficiéncia do processo e o rendimento final. Dessa forma, foi
importante definir um tempo ideal que assegure alta eficiéncia com menor gasto de energia e

reagentes.
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Tabela 3. Otimizacio da reacdo de bases de Schiff (variacdo de tempo)

\N
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Tempo(minutos) Rendimento (%)
15 47
30 68
45 82
60 95
75 99
90 99
105 99
120 99

A influéncia do tempo reacional na formacao das bases de Schiff foi avaliada utilizando
etanol como solvente e temperatura de 50 °C, conforme descrito na metodologia. O tempo ¢
um parametro essencial em reacdes de condensagdo reversiveis, pois determina o periodo
necessario para que o sistema atinja o equilibrio quimico e ocorra a conversdo efetiva dos

reagentes em produto (ATKINS, 2010).

Os resultados obtidos demonstraram que, nos tempos iniciais, a reagdo apresentou baixo
rendimento, evidenciando que a formacgao da ligacdo imina ocorre de maneira gradual. Em 15
minutos, o rendimento foi reduzido, aumentando progressivamente aos 30 e 45 minutos, o que
demonstra o avango da condensacdo a medida que o tempo de reacdo se prolonga (Kumar et

al., 2009).

Ao atingir 60 minutos, o rendimento alcangou aproximadamente 95%, indicando que,
nesse intervalo, a maior parte dos reagentes ja havia sido convertida em produto. Esse
comportamento sugere que o sistema se aproxima do equilibrio quimico, com formagao
eficiente da base de Schiff e reducdo significativa da concentracdo dos reagentes no meio

reacional (MARCH, 2007).

Para tempos superiores a 60 minutos, observou-se apenas um aumento discreto no
rendimento, com tendéncia a estabilizacdo em valores proximos ao maximo. Esse
comportamento ocorre porque a reagao de formagao da base de Schiff ¢ reversivel, ou seja, a
imina formada pode reagir novamente com a agua produzida, regenerando o aldeido e a amina.

Ap6s determinado periodo, o sistema se aproxima do equilibrio quimico, isto €, o ponto em que
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as velocidades da reacdo direta e da reacdo inversa se tornam semelhantes, ndo havendo

aumento significativo da conversao global. (ATKINS,2010).

Nessas condigdes, a baixa concentragao dos reagentes e o acimulo do produto e da dgua
deslocam o equilibrio no sentido da reacdo inversa, fazendo com que a ampliagdo do tempo
reacional resulte em variagdes pouco expressivas no rendimento. Assim, o aumento do tempo
de reacdo ndo promove acréscimos proporcionais, podendo apenas elevar o consumo energético
sem impactos experimentais relevantes, conforme descrito na literatura para reagdes de

condensagao reversiveis (MARCH, 2007; MCMURRY, 2016).

Dessa forma, conclui-se que o tempo de 60 minutos € o mais adequado para a sintese
das bases de Schiff nas condi¢des avaliadas, pois assegura elevado rendimento e eficiéncia do
processo, além de manter coeréncia com a metodologia adotada. O controle adequado do tempo
reacional ¢, portanto, fundamental para evitar desperdicio de recursos e garantir a
reprodutibilidade da sintese, em consonadncia com o que ¢ descrito na literatura (MARCH,

2007).

5.2 Caracterizacdo por 'H NMR, *C NMR e FTIR do (E)-4-(benzilidenoamino)-1,5-
dimetil-2-fenil-1,2-dihidro-3H-pirazol-3-ona (3a)

A N//_© (E)-4-(benzilidenoamino)- 1,5-dimetil-2-fenil-1,2-dihidro-3H-
@N pirazol-3-ona (3a) CisH17N30, 307.13 g.mol™'; (97% rendimento);
0

Solido branco, m.p.= 261-263 °C; FTIR (cm™) = 3662, 3002, 2972,
2896, 1650, 1566, 1488, 1378, 1306, 1130, 1052, 960, 758, 692, 554;
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § (ppm) = 9.59 (s, 1H), 7.81 (m,
2H), 7.53 (m, 2H), 7.43 (m, 3H), 7.37 (m, 3H), 3.17 (s, 3H), 2.46 (s,
3H).; *C NMR (125 MHz, DMSO-d) & (ppm) = 159.6, 154.3,152.2,
137.5, 134.6, 130.1, 129.1, 129.1, 128.7, 127.2, 126.9, 124.6, 116.3,
35.3,9.7.

A caracterizagdo espectroscopica do composto sintetizado ¢ uma etapa essencial para
confirmar sua estrutura quimica e verificar a formagdo efetiva da base de Schiff. Assim, o

composto (E)-4-(benzilidenoamino)-1,5-dimetil-2-fenil-1,2-dihidro-3H-pirazol-3-ona (3a) foi
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submetido as andlises de espectroscopia no infravermelho (FTIR) e de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio ("H NMR) e de carbono-13 (**C NMR). O objetivo dessas analises ¢
identificar os grupos funcionais presentes € os deslocamentos quimicos caracteristicos que
comprovam a formagao da ligacdo imina (C=N), tipica das bases de Schiff. Na sequéncia, sera
apresentada a discussdo dos espectros obtidos, relacionando os sinais observados com as

estruturas esperadas do composto sintetizado

FTIR do (E)-4-(benzilidenoamino)-1,5-dimetil-2-fenil-1,2-dihidro-3H-pirazol-3-ona (3a)
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O espectro de FTIR do composto (3a) apresenta as principais bandas caracteristicas
entre 4000 e 400 cm™, permitindo confirmar a formacao da base de Schiff. Observou-se uma
banda em 3662 cm! atribuida ao estiramento N—H do anel heterociclico, indicando um N-H
parcialmente ligado. As bandas em 3002-2896 cm™ correspondem aos estiramentos C—H
aromaticos e alifaticos, enquanto o pico intenso em 1650 cm™ confirma a presenca do grupo

imina (C=N), caracteristico da condensacao entre o aldeido e a amina.
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Na regido de 3662 cm™, observa-se uma banda atribuida a vibracao de estiramento N—
H (presente no anel heterociclico). Diferente das aminas primarias livres, que exibem bandas
largas em torno de 3400 cm™, esta banda sugere um N—H parcialmente ligado, compativel com

a estrutura da base de Schiff formada.

Na faixa de 3002-2896 cm™' corresponde as vibragdes de estiramentos C—H aromaéticos
e alifaticos. Os picos acima de 3000 cm™ indicam a presenca de hidrogénios ligados a carbonos
aromaticos, enquanto os picos proximos a 2950-2850 cm™ estdo relacionados aos hidrogénios

de grupos metila.

O pico intenso observado em 1650 cm™ ¢ a principal evidéncia da presenca do grupo
C=N (imina), caracteristica fundamental de uma base de Schiff. Esta banda forte ¢ bem
definida, tipica da faixa entre 1600 e 1650 cm™, confirma a conversao do aldeido em imina. A
intensidade e largura da banda reforcam a formagdo completa da imina, corroborando

resultados da literatura (RAO et al., 2020; KUMAR et al., 2009).

As bandas localizadas em 1566 ¢ 1488 cm ™! estdo associadas as vibracoes C=C do anel
aromatico, apresentando multiplos picos devido a substitui¢do do anel. Ja as faixas entre 1378
e 1306 cm™! correspondem a deformacao de CHs e vibragdes C—N, importantes para confirmar
a presenca de grupos metilicos ligados a antipirina. A analise destas regides complementa a

caracterizagdo da estrutura aromatica e das modificagdes desejadas na molécula.

Por fim, a auséncia de bandas em 1700—1730 cm™ (C=0 do aldeido) e em 3300-3500
cm™ (N-H da amina primdria) indica que houve consumo completo dos reagentes iniciais,
reforgando a eficdcia da sintese. As bandas observadas em 1130 e 1052 cm™ podem estar
relacionadas a vibragdes menores de C—N ou C—O. Assim, a andlise do espectro de FTIR

confirma a formacdo da base de Schiff com alta pureza, sendo consistente com dados da

literatura (SILVERSTEIN et al., 2014).

Na analise de 'H NMR foi realizada com o objetivo de identificar os diferentes
ambientes de hidrogénio presentes na molécula e confirmar a formagao da base de Schiff. Essa
técnica permite observar os deslocamentos quimicos caracteristicos dos protons, possibilitando
distinguir hidrogénios aromaticos, alifaticos e o hidrogénio iminico (HC=N), caracteristico da

ligagdo formada entre o grupo amino e o aldeido.
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'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) do (E)-4-(benzilidenoamino)-1,5-dimetil-2-fenil-1,2-

dihidro-3H-pirazol-3-ona (3a)
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Foi observado um singuleto em 9,59 ppm caracteristico do hidrogénio vinilico do grupo
imina (HC=N). Esse sinal ¢ uma evidéncia da condensacdo entre o grupo amino da 4-

aminoantipirina e o aldeido aromatico, indicando que a reagao de formagao da imina ocorreu

com sucesso.
No espectro, verifica-se uma série de multiplos em 7,81 ppm (2 hidrogénios), 7,53 ppm

(2 hidrogénios), 7,44 ppm (3 hidrogénios) e 7,37 ppm (3 hidrogénios), correspondentes aos

hidrogénios aromaticos dos dois anéis presentes na molécula.
Além disso, identificam-se dois singletos em 3,17 ppm e 2,46 ppm, atribuidos aos

grupos metila (CHs) ligados ao anel da antipirina. A posicdo e a intensidade desses sinais

confirmam as substitui¢des metilicas especificas, fornecendo informagdes importantes sobre a

estrutura da molécula sintetizada.
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A distribuicdo dos sinais e o aparecimento de singletos e multiplos no espectro
corroboram a formacgao da base de Schiff, pois nao foram observados sinais residuais de grupos

aldeido ou amina livre.

A espectroscopia de *C NMR foi empregada para confirmar a estrutura da base de
Schiff e identificar os diferentes tipos de carbonos existentes na molécula. Essa técnica fornece
informacgodes sobre os deslocamentos quimicos dos carbonos aromaéticos, metilicos, carbonilicos

e iminicos (C=N), permitindo verificar a formag¢ao completa do composto.

3C NMR (125 MHz, DMSO-djs) do (E)-4-(benzilidenoamino)-1,5-dimetil-2-fenil-1,2-
dihidro-3H-pirazol-3-ona (3a)
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Foi observado um pico em 159,6 ppm foi atribuido ao carbono do grupo C=0O do anel
pirazol. Um sinal em 154,3 ppm caracteristico do carbono do grupo C=N (imina). em 152,2
ppm corresponde ao carbono ipso (adjacente ao grupo metila) do anel pirazdlico. Foram
observados uma série de sinais em 137,5 até 116,3 ppm caracteristicos aos carbonos aromaticos
dos dois anéis aromaticos. Foram observados sinais em 35,3 ppm e 9,7 ppm foram atribuidos
aos carbonos dos grupos metila (CHs), sendo o primeiro ligado ao nitrogénio e o segundo ao

anel pirazoélico. Esses sinais confirmam a existéncia das substitui¢des metilicas especificas.
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Em conclusdo, a andlise do espectro de *C NMR confirma a presenca do carbono
iminico (C=N) e dos demais grupos estruturais esperados na molécula. A correspondéncia dos
deslocamentos quimicos com valores descritos na literatura demonstra que a estrutura proposta
para a base de Schiff derivada da 4-aminoantipirina e do benzaldeido esta correta, reforcando a

confiabilidade da sintese realizada.

5.3 Sintese das bases de Schiff derivadas da 4-aminoantipirina.

Portanto, identificada e otimizada as melhores condi¢gdes de reacdo para as bases de
Schiff 3a, foi ampliado o escopo da reagdo nas mesmas condigdes descritas, utilizando varios

aldeidos 1a-1p aromaticos, 4-aminoantipirina 2 conforme a tabela 4.

Tabela 4. Rendimentos obtidos na sintese das bases Schiff 3a -3p.

\N \N
0 N ) NH N ) N=
RJ\H ' ©/ 0 ©/ 0 R

1a-1p 2 3a-3p
R= CgH5 (a). 4-Br-CgHy, (b), 4-Cl-CgH4 (c), 4-CH3-CgHy (d), 4-NO,»-CgHy (), 4-OCH5-CgHy (f), 4-1-CgHy4 (9),
4-OCH3CO-CgHy (h), CsH5N (i), 3,5-OCH3 4-OH-CgHj (j), CsH30 (k), 3,4,5-OCH3-CgHy (1)
CsH3S (m), CH,=CH(CH3)(CHO)-CgHy, (n), 4-OH, 3-OCHj3-CgH3 (0), 3-OH-CgH4 (p)

Substituinte Rendimento (%)
C6H5-3a 97
4Br-Ce¢Hs-3b 95
4C1-C6H4-3C 94
4CH3-CeHs-3d 97
4N02-C()H4-3e 98
40CH;-CeHy-3f 96
4I—C(,H4-3g 98
40CH3CO-C¢H4-3h 92
NCsHs-3i 96
3,5-OCH3-40H-C¢H»-3j 90
CsH30-3k 91
3,4,5-OCH3-CeH,-31 95
CsH3S-3m 97
CH,=CH(CH3)(CHO)-C¢Hs-3n 93
40H-3-OCHj3-CsH3-30 91
30H-CeHy4-3p 94

Fonte: autor 2025

Pelos resultados da aplicacdo das melhores condigdes de reagdo num espoco de reacdes
de derivados as bases de Schiff (tabela 4) foi observado que na maioria dos derivados dos
compostos iminicos os resultados apresentaram, que independentemente do tipo de grupo
substituinte (eletrodoador ou eletrorretirador), do nimero de grupos substituintes, bem como,
natureza do nucleo aromatico (benzenoide, furanoide) os rendimentos das bases de Schiff foram

elevados. Os dados espectroscopicos de FTIR, RMN.
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De modo geral, os rendimentos elevados e consistentes obtidos para toda a série 3a—3p
confirmam que o procedimento sintético adotado ¢ eficiente e confiavel, permitindo a obtencao
das bases de Schiff em quantidades adequadas para a etapa de avaliagdo da atividade

antifungica.

ooooo

Concentracio Fungicida Minima (CFM) pelo método de microdilui¢cio em caldo.

A determinac¢do da Concentragado Inibitoria Minima (CIM) e da Concentragao fungicida
minima (CFM) foi realizada com o objetivo de avaliar a atividade antimicrobiana do composto
sintetizado, verificando sua eficacia frente ao crescimento de microrganismos. Esses testes
permitem identificar a menor concentragdo do composto capaz de inibir (CIM) e de eliminar
(CFM) o crescimento bacteriano, fornecendo informagdes fundamentais sobre seu potencial
bioldgico. A escolha do método de microdiluicdo em caldo deve-se a sua alta sensibilidade,
reprodutibilidade e precisdo, sendo amplamente recomendada por normas internacionais, como
as do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021). Assim, esta etapa € essencial
para correlacionar a estrutura quimica do composto com sua possivel atividade antimicrobiana

e apoiar futuras aplicagdes farmacologicas.

Tabela 5— Valores de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida
Minima (CFM) das bases de Schiff sintetizadas (3a—3p) frente as cepas Candida albicans
(ATCC 10231) e Candida krusei (ATCC 6258).

Compostos C.albicans C.Krusei
sintetizados (ATCC 10231) CFM (ATCC 6258) CFM
3a-3p CIM (ug/mL CIM (ug/mlL)
(pg/mL) (pg/mL
3a 125 - 31,25 500
3b - - 125 500
3c 250 - 250 500
3d 250 250 62,5 500
3e 250 - 125 500
3f - - 125 500
3g 250 - 125 500
3h 125 - 125 500
3i 125 250 62,5 250
3j 250 250 125 500
3k 250 - 125 500
31 250 250 125 500
3m 250 - 125 500
3n 250 250 125 500

30 125 125 125 500
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3p , 125 _ 250 , 250 , 500
Fonte: autor 2025

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragdo Fungicida Minima (CFM)
sdo parametros amplamente utilizados na avaliacdo da atividade antifungica de compostos
bioativos. A CIM corresponde a menor concentragao capaz de inibir visivelmente o crescimento
fungico, enquanto a CFM representa a menor concentragdo necessaria para promover a
eliminacdo do microrganismo. A andlise conjunta desses parametros permite avaliar tanto o

efeito inibitdrio quanto o potencial fungicida dos compostos frente as cepas avaliadas.

Nos ensaios realizados frente a Candida albicans, observou-se que os compostos 3a,
3h, 3i, 30 e 3p apresentaram os menores valores de CIM (125 pg-mL™"), indicando maior
capacidade de inibicdo do crescimento fungico em comparacdo aos demais derivados
sintetizados. Para esses compostos, os valores de CFM variaram entre 125, 250 ¢ 500 pg-mL™,
evidenciando um perfil predominantemente fungistatico. Destaca-se o composto 30, que
apresentou CFM de 125 pg-mL™, sugerindo maior eficiéncia fungicida relativa dentro da série

avaliada.

Os demais compostos apresentaram valores de CIM iguais ou superiores a 250 pg-mL™,
caracterizando atividade antifungica moderada a reduzida frente a C. albicans. De modo geral,
verificou-se que as variagdes estruturais entre os derivados influenciaram o desempenho
biologico, uma vez que a natureza do substituinte afeta propriedades fisico-quimicas relevantes,
como polaridade e lipofilicidade. Entretanto, ndo foi possivel estabelecer uma relagao linear
direta entre estrutura quimica e atividade antifingica, visto que compostos com substituintes
distintos apresentaram valores de CIM semelhantes, indicando que a atividade resulta da

combinagdo de multiplos fatores estruturais.

Nos ensaios frente a Candida krusei, espécie reconhecida por sua resisténcia intrinseca
a diversos antifiingicos, a maioria dos compostos apresentou valores de CFM em torno de 500
ug-mL™, indicando efeito fungicida limitado. Entretanto, observou-se que o composto 3a
apresentou o menor valor de CIM (31,25 pg-mL™") entre os derivados avaliados, evidenciando
maior capacidade de inibi¢do do crescimento fingico frente a essa espécie. Contudo, o valor de

CFM de 500 pg-mL™" sugere que sua agdo ocorre predominantemente de forma fungistatica.

Além disso, os compostos 3d e 3i apresentaram valores de CIM de 62,5 pg-mL™,
demonstrando atividade inibitoria superior em relagdo aos demais compostos avaliados.

Destaca-se o composto 3i, que apresentou CFM de 250 pg-mL ™", indicando um efeito fungicida



40

relativamente maior em comparagao aos demais derivados da série frente a C. krusei. Esses
resultados sugerem que determinadas modificagdes estruturais nas bases de Schiff podem
favorecer a interagdo com alvos bioldgicos especificos dessa espécie fungica, contribuindo para

o aumento da atividade antifungica.

De forma geral, os resultados indicam que as bases de Schiff sintetizadas apresentam
atividade antifungica moderada frente as cepas avaliadas, com valores de CIM variando entre
31,25 ¢ 250 pg'mL™" e CFM entre 250 e 500 pg-mL™". Esses resultados sdo compativeis, em
termos de magnitude, com aqueles descritos na literatura para bases de Schiff ndo complexadas,
que apresentam atividade antifingica classificada como moderada, com CIM geralmente
situadas na faixa de 64 a 512 pg-mL™", conforme reportado por Ceramella et al. (2022).
Ressalta-se que essa comparagao se refere a intensidade da atividade biologica observada, e nao

a identidade estrutural dos compostos avaliados.

A comparagao entre os compostos da série 3a—3p evidencia que pequenas modificagdes
estruturais sdo capazes de alterar significativamente a atividade antifingica, reforcando a
importancia da relacdo estrutura—atividade. Embora os valores obtidos sejam inferiores aos
relatados para sistemas estruturalmente modificados ou complexados, os dados demonstram
que as bases de Schiff derivadas da 4-aminoantipirina apresentam potencial biologico relevante,
podendo servir como estruturas promissoras para futuras modificagdes visando a otimizagao da

atividade antifiingica.



41

6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, foram sintetizadas e caracterizadas bases de Schiff derivadas da 4-
aminoantipirina e de diferentes aldeidos aromaticos, com o objetivo de avaliar a influéncia
estrutural desses compostos sobre a atividade antifungica. A etapa de otimizagdo reacional
permitiu estabelecer condi¢des adequadas para a formacgao das iminas, sendo o etanol definido
como solvente, a temperatura de 50 °C e o tempo reacional de 60 minutos, resultando em
compostos com bons rendimentos e¢ adequada pureza, em consondncia com os dados
experimentais obtidos.

A caracterizagdo estrutural por espectroscopia de FTIR e RMN 'H e *C confirmou
a formacao das bases de Schiff, evidenciada pelo aparecimento da banda caracteristica da
ligacdo imina (—C=N-) nos espectros de FTIR, bem como pelos sinais compativeis com essa
fungdo nos espectros de RMN. A auséncia de sinais atribuidos aos grupos carbonila e amina
livres confirmou a eficiéncia da reacdo de condensagdo entre a 4-aminoantipirina e os aldeidos
aromaticos empregados.

Nos ensaios biologicos, os compostos sintetizados apresentaram atividade
antifungica moderada frente as cepas Candida albicans (ATCC10231) e Candida krusei
(ATCC6258). Para C. albicans, os valores de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) variaram
entre 125 e 250 ug'mL", enquanto os valores de Concentragdo Fungicida Minima (CFM)
situaram-se entre 250 e 500 pg-mL™", indicando predominantemente um efeito fungistatico.
Frente a C. krusei, espécie reconhecida por sua maior resisténcia, destacaram-se os compostos
3d e 3i, que apresentaram valores de CIM reduzidos (62,5 pug-mL™), evidenciando maior
atividade inibitéria em comparacdo aos demais derivados da série.

De modo geral, os resultados demonstraram que as modificagdes estruturais
exercem influéncia significativa sobre a atividade antifingica das bases de Schiff, refor¢ando a
existéncia de uma relacdo estrutura—atividade. Observou-se que determinados substituintes
favorecem a interacdo dos compostos com os alvos fungicos, enquanto outros apresentam
desempenho inferior, ndo sendo possivel estabelecer uma tendéncia linear simples entre
estrutura quimica e atividade bioldgica.

Assim, conclui-se que as bases de Schiff derivadas da 4-aminoantipirina constituem
uma classe de compostos com potencial antifingico relevante, especialmente como estruturas
modelo para futuros estudos. Os dados obtidos contribuem para o entendimento da rela¢do entre
estrutura e atividade biologica e indicam potencial promissor como modelos estruturais para

estudos futuros.
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