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RESUMO

Sintese e avaliacio biolégica de derivados S-arilidenos-barbitiurico obtidos via
condensaciao de Knoevenagel.

A sintese organica de compostos, quando adequada aos postulados da quimica verde, ¢ um
caminho pratico, rapido, de baixo custo e sustentavel para obtencdo de novas moléculas com
propriedades de interesse comercial, inclusive farmacoldgica. Os derivados 5-arilidenos
barbitaricos, que embora ja acumulem relatos de sua sintese por diferentes metodologias,
carecem de estudos bioldgicos que investiguem suas propriedades farmacologicas e
toxicoldgicas. Dez derivados 5-arilidenos barbitiricos foram sintetizados via reagdo de
Knoevanagel otimizada, adotando como catalisador a enzima sintética polietilenoimina
suportada em liquido i6nico (PEIL.LI). Os 10 produtos foram purificados por recristalizagdo em
agua a 60 °C seguida de cromatografia em camada delgada e espectroscopia em
ultravioleta/visivel e ainda tiveram seus pontos de fusdo aferidos e rendimentos calculados. A
caracterizagdo dos produtos ocorreu pela concatenagdo de técnicas de espectroscopia de infra-
vermelho e de ressonancia magnética nuclear. Adicionalmente, foram avaliadas suas atividades
bioldgicas realizando o teste de atividade antioxidante por meio do ensaio de sequestro do
radical 2,2- difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), os testes de atividade antibacteriana por meio dos
ensaios de antibiograma, concentragdo inibitdoria minima (CMI) e concentragdo minima
bactericida (CMB) e o teste de viabilidade de fibroblastos foi feito por ensaio padrdo por
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT). O processo de otimizacao
das condigdes reacionais da reacdo de Knoevenagel proposta, obteve-se as seguintes condigdes
reacionais ideais e adequadas aos postulados da quimica verde: mistura de 1 mmol dos
reagentes 1:1 e 50 mg de PELLI, solubilizada em 5 mL de agua, a 80°C, por 4 horas e sob
agitacdo magnética. A reagdo otimizada mostrou-se satisfatoria para produgdo de compostos
com bons rendimentos, que variaram de 68-99%. Quando avaliadas as propriedades biologicas
dos 10 compostos 5-arilidenos barbituricos gerados, ficou evidente o potencial promissor
dessas moléculas, especialmente do composto nitrado, o derivado 3 (5-(2-hidroxi)benzilideno
de acido barbiturico), que apresentou atividade bactericida de espectro ampliado tanto contra a
bactéria gram-negativa E. coli (CMI < 500 ug mL™'; CMB < 2000 pg mL™) como contra o
bacilo gram-positivo B. subtilis (CMI < 100 pg mL™'; CMB < 1000 pg mL™!). Quando avaliada
a atividade antifingica, apenas os derivados 5-arilidenos barbitlricos 1 e 3 apresentaram
atividade moderada contra a levedura C. albicans (CMI > 500 pg mL™). Adicionalmente, os
derivados 1 (5-benzilideno de ac. barbitarico) e § (5-(3-nitro) benzilideno de ac. barbiturico)
mostraram atividade antioxidante e ICso (1 - AAO%: 70,44; 1Cso. 58,02 / 5§ - AAO%: 69,95;
ICs0. 57,82) semelhantes as do controle positivo quercetina (AAO%: 95,55; 1Cso. 52,02) na
maior concentragio testada (400 ug mL™). Por fim, na avalia¢io da citotoxicidade em células
de mamiferos, os compostos 5-arilidenos barbituricos testados ndo mostram citotoxicidade
estatisticamente relevantes (P<0,05). O estudo tedrico estrutura-atividade usando a teoria do
funcional da densidade, por meio do funcional de troca e correlagao hibrido M062X e utilizando
dos conjuntos de base 6-311++G(d,p) se mostrou eficaz na descricdo qualitativa quanto aos
descritores geométricos e eletronicos dos compostos em questao. Diante dos resultados obtidos,
novas investigagoes dessas e de outras propriedades bioldgicas, toxicologicas e farmacologicas
desses compostos serdo promissoras.

Palavras-chave: Sintese organica. Catalise basica. Polietilenoamina. Liquidos i0nicos. Acido
barbituarico.



ABSTRACT

Synthesis and biological evaluation of 5-arylidene-barbiturate derivatives obtained via
Knoevenagel condensation.

The organic synthesis of compounds, when adapted to the postulates of green chemistry, is a
practical, fast, low-cost and sustainable way to obtain new molecules with properties of
commercial interest, including pharmacological ones. The 5-arylidene barbiturate derivatives,
although there are already reports of their synthesis using different methodologies, lack
biological studies that investigate their pharmacological and toxicological properties. Ten
barbiturate 5-arylidene derivatives were synthesized via an optimized Knoevanagel reaction,
adopting the synthetic enzyme polyethyleneimine (PEIL.IL) supported in ionic liquid as catalyst.
The 10 products were purified by recrystallization in water at 60 °C followed by thin layer
chromatography and ultraviolet/visible spectroscopy and had their melting points measured and
yields calculated. The characterization of the products occurred through the concatenation of
infrared spectroscopy and nuclear magnetic resonance. Additionally, their biological activities
were evaluated by performing the antioxidant activity test using the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay, antibacterial activity tests using the
antibiogram, minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) assays and the fibroblast viability test was carried out using a standard
assay using nitrogen bromide. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT).
The process of optimizing the reaction conditions of the proposed Knoevenagel reaction
obtained the following ideal reaction conditions, suitable for the postulates of green chemistry:
mixture of 1 mmol of 1:1 reagents and 50 mg of PELIL, solubilized in 5 mL of water, at 80°C,
for 4 hours and under magnetic stirring. The optimized reaction proved to be satisfactory for
producing compounds with good yields, which ranged from 68-99%. When evaluating the
biological properties of the 10 5-arylidene barbiturate compounds generated, the promising
potential of these molecules became evident, especially the nitrated compound, the derivative
3 (5-(2-hydroxy)benzylidene of barbituric acid), which showed broad-spectrum bactericidal
activity against both the gram-negative bacterium E. coli (MIC < 500 ug mL™!; MBC < 2000
ng mL™1) as well as against the gram-positive bacillus B. subtilis (MIC < 100 ng mL™'; MBC <
1000 pg mL™"). When evaluating antifungal activity, only the 5-arylidene barbiturate derivatives
1 and 3 showed moderate activity against the yeast C. albicans (MIC > 500 pg mL™).
Additionally, derivatives 1 (5-benzylidene of barbiturate acid) and 5 (5-(3-nitro)benzylidene of
barbiturate acid) showed antioxidant activity and IC50 (1 - AAO%: 70.44; 1C50: 58.02 /5 -
AAO%: 69.95; 1C50: 57.82) similar to those of the positive control quercetin (AAO%: 95.55;
IC50: 52.02) at the highest concentration tested (400 pg mL™). Finally, in the evaluation of
cytotoxicity in mammalian cells, the 5-arylidene barbiturate compounds tested do not show
statistically relevant cytotoxicity (P<0.05). The theoretical structure-activity study using
density functional theory, through the hybrid exchange and correlation functional M062X and
using the basis sets 6-311++G(d,p) proved to be effective in the qualitative description of the
geometric and electronic descriptors of the compounds in question. Given the results obtained,
further investigations of these and other biological, toxicological and pharmacological
properties of these compounds will be promising.

Keywords: Organic synthesis. Basic catalysis. Polietilenoamine. lonic liquids. Barbituric acid.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos farmacos para a prevengao e o tratamento de doencgas ¢
um processo longo e oneroso, que envolve varias fases pré-clinicas, clinicas, regulatdrias e
mercadoldgicas, mas que, necessariamente, tem inicio com a descoberta e caracterizagdo de
uma nova molécula com propriedades farmacoldgicas, conhecida como principio ativo
(ANVISA, 2010).

Principios ativos sdo substincias que tanto podem ser extraidas da natureza, quanto
podem ser sintetizadas em laboratorio. A extracdo de produtos naturais farmacologicamente
ativos pode ser norteada pelo conhecimento tradicional, mas esbarra nos tramites burocraticos
estabelecidos pelalein® 13.123, de 20 de maio de 2015, que dispde sobre o acesso ao patrimdnio
genético no Brasil, sobre a proteg¢@o e o acesso ao conhecimento tradicional associado e sobre
a reparticao de beneficios para conservacao e uso sustentavel da biodiversidade (Brasil, 2015).

Ademais, pode ser particularmente desafiador isolar o farmaco em meio ao complexo
de substincias presentes na solugdo extrativa, sem contar que a fun¢do farmacologica verificada
nem sempre serd fruto de uma molécula isolada, podendo resultar de uma intrincada
combinagdo de substancias presentes no extrato (Simoes et al. 2016).

Por outro lado, a quimica sintética oferece uma interessante alternativa para o
desenvolvimento de moléculas farmacologicamente ativas, uma vez que a producao,
purificagdo e caracterizagdo de uma grande diversidade de compostos pode ser obtida em um
curto espaco de tempo, gracas ao encadeamento de modernas técnicas, como cromatografia
liquida de alta eficiéncia, a espectrometria de massas e a ressonancia magnética nuclear, entre
outras (Zhu; Bienayme, 2005).

Embora alguns compostos inorganicos apresentem atividade farmacologica, como o
carbonato de litio, usado no tratamento de distirbios do humor, € sabido que a imensa maioria
dos farmacos sao moléculas de natureza organica (Katzung; Trevor, 2022). Diante desse fato,
a sintese orginica emerge como uma poderosa via para inovacdo na quimica medicinal,
disciplina voltada para o descobrimento de novas alternativas farmacoldgicas para o tratamento
de doengas (Barreiro; Fraga, 2014).

Atualmente, gracas aos avancos substanciais da bioinformatica e da protedmica
verificados nas ultimas décadas, a sintese organica pode ser direcionada pelas predi¢des da
quimica computacional. Nesses casos, quando o receptor de um futuro farmaco pode ser

previamente conhecido, ¢ possivel direcionar seu design baseando-se na estrutura do ligantes
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que usualmente interagem com esse receptor ou na estrutura dos dominios de ligagdo do proprio
receptor. Em ambos os casos, simulagoes in silico sao usadas para definir a estrutura do novo
farmaco e uma metodologia de sintese organica precisara ser desenvolvida para que a molécula
predita pelas ferramentas de bioinformatica seja produzida e testada in vitro e in vivo
(Anderson, 2003; Acharya et al. 2012).

Todavia, nem sempre a estrutura do receptor ¢ conhecida e pode ser usada para nortear
o desenvolvimento do novo farmaco. Nesses casos, por meio de sintese organica tradicional,
podem ser gerados compostos diversos, cujo potencial farmacologico ¢ desconhecido. Apds sua
sintese, purificagdo e caracterizagdo, essas novas moléculas sao submetidas a ensaios bioldgicos
nos quais suas propriedades farmacologicas sao analisadas (Ekins et al. 2014).

Caso alguma atividade potencial seja verificada, novos estudos poderdo ser
desenvolvidos para identificar o receptor farmacoldgico do novo fairmaco (mecanismo de agao),
bem como a alteracdo bioquimica que a ligagdo farmaco-receptor provoca (efeito
farmacoldgico) na célula. Também aqui, a bioinforméatica pode auxiliar no desenvolvimento de
farmacos ao prever os parametros farmacocinéticos esperados para o novo principio ativo
sintetizado (Ekins et al. 2014).

Um exemplo de moléculas organicas farmacologicamente ativas e sintetizadas em
laboratorio sdo os S-arilidenos derivados do acido barbitirico, onde um grupamento arila
(derivado de um composto aromatico) liga-se por meio de um grupo alquilideno (dupla ligacdo
entre carbonos) a uma molécula de acido barbitlirico, como mostra a figura 1. Quando o
grupamento arila € o benzeno, os arilidenos também podem ser chamados de benzilidenos
(Carey, 2011).

Formados a partir da reagcdo de condensacdo de Knoevenagel, uma reacdo organica
classica proposta por Emil Knoevanagel, os 5-arilidenos derivados do &cido barbiturico
apresentam o nucleo pirimidina do acido barbitlrico, cujos derivados tém se mostrado
biologicamente ativos, especialmente quando substituidos na posi¢cao 5 (Pourgasemi-Lati et al.
2018).

Figura 1. Nucleo de um derivado de 5-benzilideno-barbiturico.

\543
6 1 2

Fonte: (Proprio autor).
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Diante de tais fatos, foi proposto o desenvolvimento de moléculas do tipo 5-arilidenos
derivados do 4cido barbitarico, sintetizadas por meio de uma variacdo da reacdo cldssica de
condensagdo de Knoevenagel, respeitando os principios da quimica verde e adotando acido
barbitarico (2,4,6-trioxoexaidropirimidina) como um dos reagentes de partida, em diferentes
combinacdes com aldeidos aromaticos.

A escolha dos 5-arilidenos derivados do é4cido barbitarico justifica-se pelo largo
espectro de atividades farmacoldgicas previamente identificadas e a sintese de novos derivados
vem ao encontro da constante necessidade de buscar por alternativas terapéuticas para o
tratamento de doengas que afligem a humanidade. Ademais, a metodologia empregada adotou
a reagdo classica de condensacdo de Knoevenagel aos postulados da quimica verde, em um
esforco que fica compreendido dentro da necessidade de desenvolvimento de processos de
sintese organica ambientalmente sustentaveis.

Sendo assim, a sintese, a purificagdo e a caracterizagdo quimica dos derivados de 5-
arilidenos derivados do 4cido barbitirico, seguindo os postulados do paragrafo anterior,
integram a primeira fase do desenvolvimento da presente tese de doutorado, em cuja segunda

fase foram realizados os testes de atividade biolodgica in vitro e in silico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 REACOES DE CONDENSACAO

Em uma reacdo onde duas moléculas reagentes se combinam para formar um produto
principal € conhecido por processo de condensagdo de moléculas organicas. Destaca-se na
literatura diferentes metodologias de condensacdo como a anelacido de Robinson, a
condensagdo de Claisen, Mannich, Dieckmann, Mukaiyama, a reacdo de Wittig (Esquema 1),
a reacdo aldolica e suas variagdes como a proposta por Knoevenagel, entre outras de

metodologias de acetilagdo e olefinacao de carbonos (Carey; Sunberg, 2007).

Esquema 1. Metodologias de condensacao descritas na literatura

Reacao de Mannich
O
o) O |
o+ + _HCL | S + 11,0
N H/\H
Reacdo de Claisen
i L ]
/H\()Et NaOEt /\._./\OE‘[ HCI /\/\O
Na"
Reacdo de Dieckmann
O
/H\/\/\/OEt | /
EtO ” NaOEt
5 —>H3 o' OEt
A reagdo de Wittig: a adi¢ao dos ilideos
_/RH /R"
b (CeH)P—C — =/ +  O=P(CeHs);
RH' RY"

Fonte: Adaptado de Solomons e Fryhle (2018).
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Mecanisticamente, as reagcdes de condensacdo partem da adi¢do de um carbono
nucledfilo estabilizado de um dos reagentes a um grupo carbonila presente no outro € os
produtos gerados irdo depender dos substituintes presentes em cada reagente. As reagdes de
condensagcdo podem ser do tipo intermoleculares, quando levam a formagdo de cadeias
carbonicas alifaticas provenientes da fusdo entre compostos carbonilicos, sejam eles aldeidos

ou cetonas, como representado pelo esquema 2 (Solomons; Fryhle, Snayder, 2018).

Esquema 2. Reacdes de condensagdo intramoleculares.

H %O

O O
OH -
AN 7 . 220 3

Fonte: Adaptado de Carey e Sunberg (2007).

Todavia, moléculas de 5 ou 6 membros contendo dois grupos aldeidos ou cetonas em
suas extremidades podem sofrer autocondensagao, dita intramolecular nesse caso, levando a
ciclizagdo de moléculas (Carey; Sunberg, 2007).

Sendo assim, as condensagdes inter e intramoleculares de compostos organicos ¢ um
processo reacional relativamente simples, e em alguns casos pode ocorrer em ambiente aquoso,
sem requerer temperaturas elevadas e promovendo a formag¢do de cadeias carbonicas aliféticas
ou ciclicas. Nao por acaso, a evolucdo selecionou as reacdes de condensagdo como via para
sintese dos principais grupos de moléculas organicas que formam os seres vivos, como as
proteinas, os lipideos e os carboidratos. Tais importantes moléculas bioldgicas sdo obtidas a
partir de reacdes de condensacdo que liberam dgua como produto secundério, podendo,
portanto, serem revertidas por hidrolise (Nelson; Cox, 2018).

Nas proteinas, as ligagdes covalentes peptidicas sdo fruto da condensag¢do da porgao

carboxilica de um aminodcido com o grupo amino de outro (Esquema 3).
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Esquema 3. Condensa¢ao de aminoacidos que leva a formagao de polimeros peptidicos: as
proteinas.
R

O R 0)
>—// + >—// > > < /O\
HoN OH H—N OH ¢ . !

|
H —0

Fonte: Adaptado de Nelson e Cox, 2018.

As reacdes de condensagdao combinam economia atdmica (a grande maioria dos d&tomos
presentes nos reagentes esta incorporada no produto final) com eficiéncia (a reacdo se dd em
uma unica etapa. Adicionalmente, as reagdes de condensacdo podem possibilitar bons
rendimentos, seguranca, economia de energia, uso de pequenas quantidades de solventes e de
catalisadores de baixa toxicidade, como a 4gua e os liquidos i6nicos, e, ainda, baixo desperdicio,
alinhando-se, assim, a alguns dos principais postulados da quimica verde (Paprocki, 2018; De

Marco et al. 2019), como mostra a figura 2.

Figura 2. Doze principios da quimica verde propostos por Anastas e Warner (1998).

12. Prevengio de acidentes

11. Analises em tempo real para

prevencdo de poluigio

10. Plano de degragdo dos
produtos

2. Economia atémica

3. Sintese segura
4. Método seguro

5. Uso de solventes e auxiliares
seguros

derivados

7. Uso de materiais @

renovaveis

8. Redugdo de .

6. Eficiéncia energética

Fonte: Tradugao livre de De Marco et al. (2019).
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O interesse comercial pela sintese organica verde tem crescido, em grande parte pela
for¢a do movimento voltado a criagao de praticas de desenvolvimento sustentavel, haja vista a
relevancia que o tema sustentabilidade tem ganhado na Gltima década. Muito gragas ao continuo
esfor¢o da industria farmacéutica na busca por inovagao, inimeras variagdes das metodologias
classicas de sintese organica tém sido adaptadas aos postulados da quimica verde com o intuito
de volta-las para o desenvolvimento de novos farmacos (Carey; Sunberg, 2007; (Solomons;
Fryhle, Snayder, 2018).

Dessa forma, para o desenvolvimento do presente trabalho cientifico, onde buscou-se
gerar prototipos de farmacos partindo do acido barbitirico, o processo de condensagdo de
moléculas, uma via de sintese organica classica, ainda permitiu adequagdes aos postulados da
quimica verde e emulando processos bioldgicos comuns a sintese de moléculas organicas.
Sendo assim, foi aplicada a metodologia de reagdo de condensagdo proposta por Emil
Konevanagel, uma versdo da reacdo aldolica, que foi realizada sob controle termodinamico e
meio catalitico basico obtido pelo uso de uma enzima sintética, a polietilonoimina suportada
em liquido i6nico, como catalisador (Nelson; Cox, 2018).

Portando, faz-se agora um breve resumo sobre as reagcdes de condensagdo de moléculas
organicas, com especial atengdo a condensagao aldolica e suas variagdes, como a condensagao

de Knoevenagel.
2.1.1 Reacao aldolica

Trabalhando independentemente na segunda metade do século XIX, o quimico russo
Alexande Borodin e o quimico francés Charles-Adolphe Wurtz desenvolveram, em meio
basico, uma reagdo cldssica de condensacdo entre dois compostos carbonilicos que ficou
conhecida como reacdo aldolica, termo proveniente da aglutinacdo das palavras aldeido e
alcool, os dois grupos funcionais presentes no produto intermedidrio da reagdao, que sob
aquecimento sofre desidratagdo, gerando a,B-aldeidos insaturados, como mostra o esquema 4

(Carey; Sunberg, 2007).

Esquema 4. Reagao de condensacao aldolica.

0 0 OH O O
A + NaOH M -H0 |

Fonte: Proprio autor.
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A condensagdo aldolica pode levar a formacao de moléculas complexas, desde que a
cinética reacional seja controlada para garantir a regioquimica e a estereoquimica da reacao.
Sabe-se que para controlar a formac¢do do produto em uma reagdo de condensacao aldolica ¢
necessario determinar que um reagente haja exclusivamente como nucledéfilo e o outro como
eletrofilo, consequentemente. Tal controle pode ser alcancado pela pré-formagdo do anion
nucleoéfilo enolato por desprotonacao (Carey; Sunberg, 2007).

De fato as condi¢cdes ideias para garantir poder de regiosseletividade e
estercoseletividade a reagdo alddlica passam pelo controle da cinétia reacional, com a literatura
indicando como condig¢des termodinamicas ideais para gerar equilibrio entre os enolatos do
nucledfilo incluem a adogdo de temperaturas reacionais elevadas, o uso de solventes
dissociativos polares ou proticos e o uso de cations de coordenacao fracos, como litio, o boro,
o titanio, estanho e zirconio (Solomons; Fryhle, Snayder, 2018).

As reacdes de condensacao entre moléculas organicas carbonilicas, sejam elas aldeidos
ou cetonas, principiam pela adi¢cdo do grupo nucledfilo ao grupo carbonila, todavia a reatividade
desssa reagdo varia de acordo com as condigdes reacionais, dentre as quais podemos destacar:

- As caracteristicas estruturais do composto carbonilico;

- A capacidade do préton ou acido de Lewis de ativar o grupo carbonila para realizar o
ataque nucleofilico;

- A reatividade das espécies nucleofilicas empregadas;

- A estabilidade do produto intermediério tetraédrico, ou seja, sua capacidade de formar
o produto final ou de voltar ao estagio inicial (Carey; Sunberg, 2007; Solomons; Fryhle,
Snayder, 2018).

Outro aspecto que pode influenciar na reatividade da reagdo e nas taxas de formacao de
produto ¢ o meio catalitico empregado. Embora a rea¢do de condensagdo aldodlica tenha sido
originalmente desenvolvida em meio catalitico basico, na presenca de um solvente hidroxilico
diluido, a catalise acida também ¢ possivel, todavia os caminhos reacionais podem sofrer
alteracdes (Carey; Sunberg, 2007).

Na catalise basica, sob temperatura ambiente e usando uma solu¢do fracamente bésica,
o ion enolato ¢ formado e, em seguida, adicionado ao grupo carbonila do aldeido ou cetona.
Todavia, quando a temperatura ou o pH da solucdo reacional ¢ aumentado, o intermediario
alddlico sofre desidratacdo, gerando um a,B-aldeido insaturado ou cetona (Carey; Sunberg,

2007).
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Tanto sob catalise bésica, quanto sob catalise acida, a reagdo aldolica ¢ reversivel na
fase de adicao e o equilibrio depende das condi¢des reacionais, que se forem forgadas levarao
a reagdo a sua ultima etapa, a desidragdo, gerando o produto final, um composto carbonilico
a,B-insaturado (Carey; Sunberg, 2007).

Embora, classicamente, a reacdo aldolica ocorra usando como reagentes dois compostos
carbonilicos idénticos, sejam eles duas cetonas ou dois aldeidos, existem as reagdes aldolicas
mistas, com reagentes diferentes. Nas reacoes alddlicas mistas, o uso de aldeidos aromaticos €
muito comum em combinagdes com cetonas, aldeidos alifaticos, compostos dicarbonilicos. As
reacdes de condensagdo de Claisen-Schmidt e de Knoevenagel sdo exemplos de reagdes

aldolicas mistas (Carey; Sunberg, 2007; Solomons; Fryhle, Snayder, 2018).

2.1.2 Reac¢io de condensaciao de Knoevenagel

Criada pelo quimico alemdo Emil Knoevenagel no final do século XIX, a reacdo de
condensacdo de Knoevenagel ¢ uma reacdo catalisada por aminas fracamente basicas ou
solugdes tampdo contendo uma amina e um acido fracos. Na reacdo de Knoevenagel, o grupo
carbonila que receberd o ataque do nucleéfilo é o aldeido ou a cetona, enquanto o composto
nucleofilo da reagdo deve conter dois grupamentos retiradores de elétrons, como os ésteres de
malonato e de cianoacetato (Carey; Sunberg, 2007).

Uma particularidade da reacdo de Knoevenagel quando envolve o 4cido maldnico ou o
acido cianoacético como agentes nucleofilicos do processo de condensacao € que ocorre uma
descarboxilagdo do intermediario, levando, enfim, a formacdo do produto final insaturado,
muitas vezes, um diacido insaturado ou uma enona (Carey; Sunberg, 2007).

A reacdo de condensacdo de Knoeveangel ¢ utilizada para sintese de 5-arilidenos
derivados do acido barbitarico (Pourghasemi-Lati, 2018), onde o aldeido age como nucledfilo,

sob catélise basica, como mostra o esquema 5.

Esquema 5. Esquema geral para a reagdo de condensagdo de Knoevenagel empregada na
sintese de 5-arilidenos derivados do acido barbiturico.

OH
(0) R )\ R/\ 4
. %( base o R 543 > 5 32 + H,0
” Hzo 1 2 6 1

Fonte: Proprio autor.
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Diversos meios cataliticos tém sido propostos para a rea¢do de formacao de 5-arilidenos
derivados de &cido barbitlrico. Pourgasemi et al. (2018) obtiveram rendimentos de até 98%
quando sintetizaram derivados 5-arilidenos-barbitiricos com tempos reacionais inferiores a
uma hora, usando 25 mg de Fe3O04@Si0;-Sultona como catalisador nanomagnético, dissolvido

em solucdo aquosa sob temperatura ambiente, como mostra o esquema 6.

Esquema 6. Sintese de 5-arilidenos-barbituricos sob catalise nanomagnética.

R
Fe304@SiO,-Sultona (45mg) R N\¢ 4

573
HO T.A. 61 2

Fonte: Adaptado de Pourgasemi et al. (2018).

O método proposto por Pourgasemi et al. (2018) mostrou-se eficaz e sustentavel, pois o
catalisador metalico pode ser facilmente recuperado por atragdo magnética. Dessa forma,
desvantagens comuns do uso de catalisadores metéalicos, como sua incorporagdo ao produto da
rea¢ao e dificuldade de extracdo nao foram observadas.

Jursic (2001) propos a sintese de derivados S5-arilidenos-barbitiricos de forma
simplificada, adotando temperatura ambiente e usando metanol com solvente, sem usar
quaisquer catalisadores (Esquema 7). Todavia, os tempos reacionais mostraram-se
demasiadamente longos, demandando de algumas horas até 5 dias para formagao dos produtos,
com rendimentos que variaram entre 81 e 89%. Adicionalmente, Jursic (2001) ndo recomendou
a purificag¢do dos 5-arilidenos-barbitiricos a quente por considera-los termosensiveis e alertou

que seu método ndo permite a sintese de arilidenos usando aldeidos alifaticos, como o hexanal.

Esquema 7. Sintese de 5-arilideno-barbiturico com propriedade sedativa.

R

(@)
+R ” Sem catalisad0r=
H Metanol T.A

n

Fonte: Adaptado de Jusic (2001).
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Solubilizando acido barbiturico e benzaldeido em uma solugao de hidroalcoodlica, por
30 min e sob a temperatura de 60°C, Vieira et al. (2011) obteve derivados 5-benzilideno-
barbitiricos com rendimentos entre 93% e 99%. Em seguida, o produto sofreu um processo de
reducdo, seguido de um processo de halogenacdo com cloro, gerando 5-cloro-5-benzilideno-

barbituricos (Esquema 8), que apresentaram efeito sedativo em camundongos.

Esquema 8. Primeira etapa da sintese de 5-arilidenos-barbituricos clorados.

R3 R3
RZ RZ
N Etangl/Agua -
| 30 min/ 60°C |
R R
CHO
NaBH,
Etanol 95%
Refluxo
R% R!
R3
RZ
. ~ (CH;),CO
3 |
R Cl Refluxo
R'=H, Cl
R?=H, OCHj3, OCH,0, CI
R3=H, Cl, OCH,

Fonte: Adaptado de Vieira ef al. (2011).

A sintese em multiplas etapas, todavia, pode ser mais trabalhosa e demandar um maior
numero de andlises para caracterizagdo e identificacdo dos compostos gerados em cada etapa,
aumentando assim os custos analiticos da metodologia proposta por Vieira et al. (2011).

Alcereca et al. (2000) inovaram ao propor a sintese de dez derivados 5-arilideno-
barbitaricos via reagdo de condensacdo de Knoevenagel usando apenas a irradiacdo dos
reagentes (4cido barbitarico e aldeidos aromadticos) por infra-vermelho, durante 45 minutos,
com rendimentos que variaram entre 43-82% (Esquema 9). Todavia, como pode-se notar, houve

grande variagdo nos rendimentos obtidos.
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Esquema 9. Sintese de derivados 5-arilideno-barbituricos por irradiacio infravermelha.

X
+ R Infravermelho: R
45 min

CHO

R= H, 2-OCHs, 2-Cl, 4-CHj, 4-OCHs, 4-F, 4-Cl, 4-Br
Fonte: Adaptado de Alcereca et al. (2000).

A busca de novas abordagens terapéuticas para tratar a maldria segue necessaria, pois
essa antiga doenga que aflige a humanidade desde a antiguidade, ainda hoje mata mais de 400
mil pessoas todos os anos, segundo a Organizagdo Mundial de Saude. Dessa forma, a sintese
de novos antimalaricos ¢ fundamental para aumentar o arsenal farmacoterapéutico disponivel
para o tratamento da malaria, que hoje ¢ limitado e envolve farmacos pouco seguros, como os
derivados da quinina (Katzung; Trevor, 2022).

Na tentativa de buscar novos farmacos antimaldricos, Cui et al. (2010) sintetizaran
inibidores da purina nucleosideo fosforilase de Plasmodium falciparum, uma proposta
interessante por tratar-se de uma nova via de inibi¢ao do crescimento do protozoario, reduzindo
a disponibilidade de purinas para sintese de acidos nucleicos, como RNA ¢ DNA em P.
falciparum.

Em um processo de 5 etapas, sendo a primeira delas uma reacdo de condensagdo de
Knoevenagel usando acido barbiturico e aldeidos aromaticos como reagentes solubilizados em
acido acético sob refluxo, sob temperatura ambiente, Cui ef al., (2010) obtiveram rendimentos
de 85% na sintese de acido 5-(m-benziloxi)benzilbarbiturico € 90% na sintese de acido 1-[(2-

hidroxietoxi)metil]-5-(m-benziloxi)benzilbarbiturico (Esquema 10).



32

Esquema 10. Primeira etapa da sintese de inibidores da enzima purina nucleosideo fosforilase

de P. falciparum.

R.
Acido acético N 5 4 3
+ Refluxo - 61 2

1. NaBH,, EtOH
2h, TA

(0]
2. /U\/\/O\/Br

/_
A

Fonte: Adaptado de Cui et al. (2010).

Em um estudo de desenvolvimento de quimiosensores organicos, Saravanan,
Easwaramoorthi e Wang (2014) criaram dois derivados 5-arilidenos-barbituricos com atividade
de sensores do ion fluoreto adotando a reacdo de condensacdo de Knoevenagel entre 4-
dimetilamino-benzaldeido com acido barbitirico e também com acido barbitarico metilado,
usando metanol como solvente, sem adi¢cao de catalisador ou de temperatura, como mostra o

esquema 11.

Esquema 11. Sintese de derivados 5-arilideno-barbitlricos aceptores de anions fluoretos.

\N/

Metanol
Refluxo ~

CHO |

Fonte: Adaptado de Saravanan, Easwaramoorthi e Wang (2014).
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Os sensores desenvolvidos por Saravanan, Easwaramoorthi e Wang (2014) para
detectacao do anion fluoreto em solugao veem ao encontro da necessidade de criar moléculas
capazes de se ligarem com estabilidade e especificidade a anions e, assim, minimizar seus
impactos ambientais.

O uso de liquidos i6nicos como catalisadores eficientes da reacdo de condensagdo de
Knoevenagel também ja foi demonstrado por Seyyedi, Shirini e Langarudi (2016), que usaram
liquidos i6nicos baseados em DABCO para a sintese de 25 derivados 5-arilideno-barbituricos
e 5-arilideno-tiobarbitaricos, usando 4gua como solvente e realizando a reagdo em temperatura

ambiente, como mostra o esquema 12.

Esquema 12. Sintese de 4-arilideno-barbittricos e 5-arilideno-tiobarbitaricos usando liquidos

16nicos baseados em DABCO como catalisadores.

Ar X

+ ArCHO [DABCO](SO3H2)2(H802)2 (0,02 Il’ll’l’lOl, IOmg) -
H,0 TA -

Fonte: Adaptado de Seyyedi, Shirini e Langarudi (2016).

Os rendimentos obtidos por Seyyedi, Shirini e Langarudi (2016) variaram entre 87 e
95%, em tempos reacionais muito curtos (< 10 minutos) e adotando um protocolo verde.

Uttam (2016) promoveu a sintese de 13 derivados de 5-arilidenos, com rendimentos
variando entre 77-91% e tempos reacionais bastante curtos (7-20 minutos), usando quantidades
estequiomeétricas de acido barbitaricos e acetato de s6dio, combinados com aldeidos aromaticos

(10:10:10 mmol), a temperatura ambiente e sem solvente, como mostra o esquema 13.

Esquema 13. Sintese de 5-arilideno-barbitiricos sem solvente e com acetato de sédio em

quantidades estequiométricas com os reagentes.

N CH;COONa__

CHO

Fonte: Adaptado de Uttam (2016).
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Sattar et al. (2015) propuseram a sintese de derivados 5-arilideno-barbituricos por meio
da reagdo entre quantidades equimolares de acido barbiturico e arilideno acetofenona,
dissolvidos em uma mistura de agua e etanol retificado. A mistura foi irradiada por ultrassom

(320w), durante 8 minutos, atingindo rendimentos de 97-98% (Esquema 14).

Esquema 14. Sintese de derivados do acido barbiturico por irradiacao de micro-ondas.

Ar
+ Ar\/\/ Ar EtOH /ﬁ\
LA, |
| . _
Ar O

O

Fonte: Adaptado de Sattar ef al. 2015.

Nos testes de letalidade, todos compostos mostraram-se altamente toxicos para art€émia
salina, atingindo 100% de letalidade nas doses de 50 e 100 pg mL! (Sattar et al. 2015). A
letalidade elevada nos testes em artémia salina sdo resultados positivos, pois podem indicar
atividade antiproliferativa dos compostos testados, incluindo anticancerigena e pesticida.
Todavia, Sattar ef al. (2015) ndo realizaram tais testes de atividade antiproliferativa, apenas
mencionaram tal potencial, que demandaria investigagdo em um estudo futuro.

Li et al. (2006) propuseram o uso de acido aminosulfénico como catalisador da reacdo
de condensagdo de Knoevenagel, obtendo 47-96% de rendimento na sintese de doze 5-
arilideno-barbitliricos apos 2 horas de reagdao sob método de Grinding (Esquema 15). O método
pouco comum resultando em rendimentos de moderado a alto podem ser visto como uma
desvantagem dessa metodologia, que ainda demanda 2 horas reagdo, a despeito de diversas
outras metodologias onde os tempos reacionais sao inferiores a trinta minutos, representando

alternativas de maior economia de energia.

Esquema 15. Sintese de derivados do &cido barbitirico por irradiagdo de micro-ondas.

Ar/\

4+ ArCHO  NH,SOs3H + H0

Fonte: Adaptado de Li et al. (20006).
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Hosseini, Sheikhhsseini e Ghazanfari (2015) realizaram a reacdo de condensacao de
Knoevenagel catalisada por acido p-dodecilbenzenosulfonico (DBSA), misturando diversos
aldeidos aromadticos, com &cido barbiturico e tiobarbittrico dissolvidos em agua, sob refluxo
(Esquema 16). Foram obtidos 13 derivados 5-arilidenos com rendimentos variando entre 61-

95% e tempos reacionais entre 15 e 67 minutos.

Esquema 16. Sintese de derivados do acido barbittrico sob catalise de DBSA.

O

| DBSA
+
R/\ H H,O Refluxo

RN

Fonte: Adaptado de Hosseini, Sheikhhsseini e Ghazanfari (2015).

As vantagens da metodologia de sintese proposta por Hosseini, Sheikhhsseini e
Ghazanfari (2015) sdao que o método ¢ sustentavel e se adequa aos principios da quimica verde,
obtendo bons rendimentos em um tempo reacional relativamente curto. Todavia, a literatura
descreve rendimentos ainda superiores, com tempos de rea¢do menores, inclusive, em
metodologias que adotam, por exemplo, liquidos i6nicos (Seyyedi, Shirini e Langarudi (2016).

Adotando a metodologia de grinding, Wang et al. (2005) promoveram a sintese verde
de derivados arilidénicos do acido barbiturico por duas vias: primeiro, maceraram a mistura de
reagentes com o catalisador [BMIm]BF4 por 5 minutos, deixando a mistura reagir por 2h e,
assim, obtendo rendimentos de 77,9 a 96,2% (Esquema 17). Depois, a sintese foi realizada
usando irradiagdo de micro-ondas (160W) por 20s e os rendimentos obtidos foram ainda

maiores, variando de 81,8-98,7%.

Esquema 17. Sintese de derivados do acido barbiturico sob catalise de [BMIm]BFa.

Ar/\
+ ArCHO  [bmin]BF,

Fonte: Proprio autor, adaptado de Wang et al. (2005).
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Com rendimentos variando de 82-97% em reag¢des de 10 a 15 minutos de duragdo,
Khurama e Vij (2010) propuseram a sintese de 24 derivados dos acidos barbitirico e
tiobarbitarico usando nanoparticulas de niquel estabilizadas em polivinil pirrolidona (PVP)

como sistema catalitico em etilenoglicol a 50 °C, como mostra o esquema 18.

Esquema 18. Sintese de derivados do acido barbiturico sob catéalise de nanoparticulas de

niquel estabilizadas em PVP.

N
' ' Ar XX
Etilenoglicol 50°C -
PVP-Ni nanoparticula

+ ArCHO

X=H, CH, Fenil
Fonte: Adaptado de Khurama e Vij (2010).

A literatura ainda apresenta vasta gama de meios cataliticos propostos para a reagdo de
condeng¢do de Knoevenagel, como ZnCl (Rao; Venkataratnam, 1991), Cdl> (Prajapati; Sandhu,
1993), KF/Alumina (Dai et al. 1995), Na,CaP,O; (Bennazha et al. 2001), NP, KF/NP e
NaNO3/NP (Sebti; Smahi; Solhy, 2002), KoNiP207 (Maadi et al. 2003), BiClz (Khan et al.
2009), Si02-12WO03-24H,0 (Li; Sun, 2009), Ni-SiO, (Pullabhotla; Rahman; Jonnalagadda,
2009), CeiMgxZri—xO2 (Rathod et al. 2010), CoFe>O4 (Rajput; Kaur, 2013) e nanoparticulas
de CuO (Dighore et al. 2014).

Dewans e Sigh, (2006) testaram varios meios cataliticos usando micro-ondas para
acelerar a rea¢do. H4 até mesmo relatos da reacdo acontecendo sem a adi¢cdo que qualquer meio
catalitico e sem aquecimento (Deb; Bhuyan, 2005), todavia usando os compostos foram
solubilizados em dgua e a mistura resultante foi colocada sob agitagao, facilitando os encontros
necessarios entre os regentes a serem condensados. No mais, a metodologia proposta por Deb
e Bhuyan (2005), embora proponha economia de recursos e de energia, limitou-se a reagdes
entre aldeidos e compostos metilénicos.

Como a reacao de condensagao proposta por Knoevenagel classica demanda catalise por
amina, em meio basico e uso de solvente polar, no presente trabalho optou-se por usar uma
enzima sintética: a polietileimina ativada em liquido i6nico clorado para promover catalise nas

reagdes de sintese de derivados do 4cido barbitdrico aqui propostas.
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2.2 ACIDO BARBITURICO

O 4cido barbiturico, 2,4,6-trioxoexaidropirimidina, ¢ uma molécula sem atividade
bioldgica. Todavia, quando adicionado um grupamento arila ou alquila na posicdo C5, a
molécula resultante passa a apresentar potentes atividades depressoras do sistema nervoso
central, atuando como sedativos, hipndticos, antiepiléticos e até anestésicos gerais.
Amobarbital, butabarbital, butalbital, fenobarbital, mefobarbital, metoexital, pentobarbital,
secobarbital, tiopental sdo alguns barbitiricos comercialmente disponiveis mundialmente,
como mostra a figura 3 (Brunton; Dandan; Knollmann, 2018).

Os barbituricos se ligam as subunidades a e  do receptor A do &cido y-aminobutirico
(GABA A), onde atuam como agonistas alostéricos do neurotransmissor inibitério acido y-
aminobutirico GABA (Figura 4), que aumenta o influxo de ions cloreto para o meio intracelular
neuronal, levando a hiperpolarizagao, justificando, assim, seus progressivos efeitos depressores

sobre o sistema nervoso central (Katzung; Trevor, 2022).

Figura 3. Estrutura geral do 4cido barbitlrico e alguns de seus derivados comerciais 5-

substituidos.
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Fonte: Adaptado de Katzung e Trevor (2017).
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Figura 4. Representagdo do receptor GABA A e dos sitios de ligagdo de seus ligantes,

incluindo os barbituricos.

GABA

GABA

Benzodiazepinicos
Flumazenil

Canal idnico

Fonte: Katzung e Trevor (2022)

Dependendo da dose, os barbituricos podem exercer desde agdes sedativo/hipndticas até
acOes anestésicas gerais. Isso se deve ao fato dos barbituricos apresentarem, possivelmente,
mecanismo de agdo que vai além da simples estimulagdo gabaérgica. Nesse sentido, acredita-
se que os barbitlricos antagonizem a neurotransmissdo glutamatérgica excitatoria e
desestabilizem membranas neuronais no sistema nervoso central, justificando, assim, sua
capacidade de induzir anestesia cirargica plena. Por outro lado, essa multiplicidade de locais de
acdo, tornam os barbitiricos menos seguros, fato que fez com que esses farmacos perdessem

espaco para os benzodiazepinicos (Katzung; Trevor, 2022).

2.3 OS 5-ARILIDENOS DERIVADOS DO ACIDO BARBITURICO.

Os 5-arilidenos derivados de 4cido barbiturico frutos da reagao de condensagao proposta
por Knoevenagel caracterizam-se pela presenga do nucleo pirimidina, proveniente do proprio
acido barbiturico, uma estrutura heterociclica onde dois atomos de nitrogénio substituem

carbonos nas posicdes 1 e 3 de um anel de seis membros (Figura 5).
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Figura 5. Nucleo pirimidina e alguns de seus derivados naturais e sintéticos.
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Fonte: Proprio autor.

O nucleo pirimidina/primidinona do acido barbitirico esta presente nas vitaminas
tiamina (B1) e riboflavina (B2) e nas pirimidinas timina, uracila e citosina, componentes das
moléculas de 4cido ribonucleico (RNA) e desoxirribonucleico (DNA), sendo, portanto,
estruturas basicas e comuns a todos seres vivos e, até mesmo, aos virus (Nelson; Cox, 2018).

H4, ainda, os fArmacos antineoplasicos derivados de pirimidinas, como o pemetrexede,
S-fluoruracila, capecitabina, citarabina e gencitabina, moléculas importantes nos esquemas
quimioterapéuticos vigentes, onde atuam como inibidores da replicagio do DNA na célula
tumoral por diferentes mecanismos de acao (Katzung; Trevor, 2022). Adicionalmente, toda a
classe dos sedativo-hipndtico-anestésicos barbituricos € composta por farmacos que partilham
o nucleo pirimidina, como fenobarbital e o tiopental, mostrados anteriormente na figura 5.
Muitas dessas moléculas sdo, de fato, pirimidinonas, pois apresentam uma carbonila na posi¢ao
2 do nucleo pirimidina, como € o caso das bases nitrogenadas timina e uracila e dos farmacos

5-fluoruracila e fenobarbital (Katzung; Trevor, 2022).
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Dessa forma, fica evidente que as moléculas com nucleo pirmidina ou pirimidinonas,
como as 5-arilidenos derivados de acido barbitirico, podem apresentar grande relevancia
biologica, incluindo efeitos farmacologicos. Cientes de tal potencial, diversos pesquisadores
tém se dedicado a desenvolver derivados do arilidenos com o intuito de gerar novas colegdes
de moléculas potencialmente bioativas e, assim, investigar suas propriedades terapéuticas.
Nesse sentido, os estudos farmacologicos tém confirmado o grande potencial terapéutico dos
arilidenos que inclui propriedades, como:

- o efeito ansiolitico verificado por Vieira et al. (2011) em teste realizado em
camundongos com o produto 5-cloro-5benzil barbituratos.

- o efito inibitorio, in vitro, sobre a urease obervado por Khan et al. (2011),
especialmente no composto 5-arilidenos derivados do acido barbitarico p-fluorados.

Evidentemente, a sintese de novos derivados de 5-arilidenos derivados de acido
barbitarico bioativos ¢ um trabalho em andamento, que vem sendo feito em paralelo por

diversos centros de pesquisa publicos e privados em todo o mundo.

2.4 LIQUIDOS IONICOS

Os liquidos i6nicos (LIs) sao sais ionizados positiva ou negtivamente, com baixo ponto
de fusdo e vasta diversidade estrutural e funcional. Sua boa condutividade €, possivelmente, a
unica propriedade comum a todos os liquidos i6nicos. Todavia, o que torna os liquidos i6nicos
compostos com larga aplicabilidade industrial ¢ a possibilidade de serem planejados e
sintetizados para apresentarem um conjunto de propriedades fisico-quimicas de interesse, como
densidade, viscosidade, superficie de tensdo, capacidade de aquecimento, condutividade
térmica, entre outros, atendendo, assim, as necessidades de diferentes processos industriais,
como, por exemplo, a catalise de reagdes quimicas (Clare; Sirwardana; Macfarlane, 2009).

Liquidos em temperaturas abaixo de 100° C, os liquidos i16nicos sdo sais fundidos
formados por cations volumosos e assimétricos e por anions fracamente coordenados (Egorova;

Gordeev; Ananikov, 2017), como mostra a figura 6.



41

Figura 6. Cations e anions presentes em liquidos i6nicos.
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Fonte: adaptado de Egorova, Gordeev e Ananikov (2017)

Adicionalmente, os liquidos i6nicos atendem a, virtualmente, todos os 12 principios da
quimica verde, impulsionando ainda mais o seu uso como solvente/catalisador ideal na sintese
organica sustentavel (Sandhu; Sandhu, 2012). Diante disso, em rea¢des quimicas organicas,
inclusive em condensagdes, os liquidos i6nicos tém sido empregados como solventes, como
suporte para ligagdo e ativagdo de catalisadores, como co-catalisadores e, finalmente, como
catalisadores, facilitando, ainda, os processos de separacdo e isolamento das moléculas apos
serem sintetizadas (Wasserscheid; Welton, 2003).

Como solventes, os LIs apresentam a vantagem de permanecerem liquidos em uma
grande faixa de temperatura e solubilizarem diversos compostos orginicos e inorganicos,
formando uma teia de pontes de hidrogénio que estabilizam os ntcleos i6nicos em solugao
(Egorova; Gordeev; Ananikov, 2017). Quando ativos cataliticamente, os liquidos i6nicos sao
capazes de formar complexos com intermedidrios anidnicos e/ou catidonicos da reacdo,
estabilizando suas respectivas cargas e formando, assim, agregados supramoleculares, que
direcionam e promovem as liga¢cdes quimicas nos varios estados de transicao (Neto; Spencer,
2012).

Recentemente, a atividade bioldgica e a toxicidade dos LIs estao sendo estudados com
a finalidade de usa-los como veiculos de transporte de farmacos e, até mesmo, desenvolver
liquidos i6nicos com propriedades farmacologicas proprias, como antitumoral e antibacteriana.
Os efeitos citotoxicos dos liquidos i6nicos tém sido avaliados tanto em células de vertebrados

quanto de invertebrados e aparentemente sdo provocados por desestabilizagdo da bicamada
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lipidica das membranas das células. Os cations imidazolio presentes em LIs podem, ainda, estar
implicados em faléncia mitocondrial, estresse oxidativo e indugdo daapoptose (Egorova;
Gordeev; Ananikov, 2017).

Flexiveis e verdes, os LIs ndo precisariam de maiores qualidades para ganharem vasto
espago no desenvolvimento de novas metodologias de sintese organica multicomponente, como
areacdo de condensacdo de Knoevanagel. Ainda assim, apresentam, como vantagem extra, uma
boa interface com outras tecnologias modernas, podendo, por exemplo, ser ligados a suporte
poliméricos organicos como polietilenoglicol (Cecchini et al. 2014; Elhamifar; Elhamifar;
Shojaeipoor, 2017), aos mais variados tipos de nanocompostos simples ou magnéticos (Safari;

Zarnegar, 2014) e a enzima sintéticas como a polietiloimina (PEI) (Ferreira et al, 2015).

2.5 ENZIMAS SINTETICAS

Embora as enzimas naturais apresentem extraordinaria eficiéncia catalitica e alta
especificidade pelos substratos, sdo proteinas de dificil e onerosa obtencao e, em sua maioria,
termosensiveis, demandando ambiente aquoso para sua atividade ideal. No sentido de superar
tais obstaculos relacionados ao uso de proteinas como biocatalisadores, sem, contudo, perder
sua eficiéncia e especificidade cataliticas, comegaram a ser desenvolvidas enzimas sintéticas,
de obten¢do menos onerosa, perfil de solubilidade mais amplo, incluindo solvente organicos, e
maior resisténcia sob condi¢des reacionais que adotem temperaturas superiores a temperatura
fisiologica (Norris et al. 2017).

Uma enzima sintética demanda uma estrutura organica macromolecular que mescle
sitios cataliticos (grupamentos funcionais especificos) com um arcabougo estrutural adjacente
proporcionado pelo restante da molécula e que atua como um dominio acessorio da atividade
catalitica. Todavia, mimetizar o tamanho e os rearranjos estruturais das proteinas naturais ainda
sao um grande desafio (Meier; Barner-Kowollik, 2019).

A fosforilagdo e a desfosforilagdo de moléculas orginicas estdo entre os mais
importantes processos bioquimicos catalisados por enzimas naturais e ja podem ser
artificialmente conduzidos por enzimas sintéticas, com ampla aplicacdo biologica, como ¢ o
caso da polietilenoimina (PEI), um polimero organico que pode apresentar propriedade

cataliticas de fosfatase mediante ativacao prévia (Pereira et al. 2015).

2.5.1 Polietilenoimina ativada em liquido ionico clorado
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A PEI € um polimero cationico formado por ligagdes entre radicais etileno com aminas
primarias, secundarias e terciarias. Todavia, para adquirir propriedade catalitica, a PEI deve
sofrer alquilacdo ou acila¢ao de seus grupos amina, tornando-se, assim, uma enzima sintética,

como mostra a esquema 19 (De Paiva, 2017).

Esquema 19. Reacgdo de ativagdo da PEI por alquilagao.
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Adicionalmente, a polietilenoimina pode ser ionicamente marcada pela adi¢do de ions

Fonte: Adaptado de De Paiva (2018)

imidazolio, um sitio catalitico comum a varias enzimas e nucleo de diversos farmacos,
reunindo, assim, propriedades de liquidos i6nicos ¢ de fosfatase, como mostra o esquema 20
(Ferreira et al, 2015). A atividade de fosfatase tem grande relevancia biologica, tendo em vista
que os processos de desfosforilacdo de proteinas e nucleotideos regulam grande parte das
atividades vitais de uma célula, como o relaxamento da musculatura lisa que demanda
desfosforilagao das cadeias leves de miosina ou a liberacdo de energia para sustentar a atividade
metabolica por meios da desfosforilagdo da fosfocreatina no musculo esquelético, por exemplo

(Hall; Hall, 2021).

Esquema 20. Reagdo de marcagdo ionica da PEL
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Fonte: Adaptado de Ferreira (2015).
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Assim como as enzimas naturais, a PEI é polimérica e apresenta grupamentos amino em
sua estrutura, dessa forma, sua estrutura macromolecular permite abrigar sitios ativos e ainda
oferecer dominios marginais que, embora desprovidas de atividade catalitica, irdo auxiliar na
promocdo da reacdo, com agdes sinérgicas, como, por exemplo, estabilizar ou favorecer a
ligacdo ao substrato (Ferreira et al., 2015).

A marcagao com ion imidazdlio clorado fornece a PEI a propriedade de estabilizador de
pares i0nicos, cation-anion, caracteristica dos LIs e que permite a formacao de agregados
supramoleculares com reagentes, dinamizando sua condensagdo e promovendo, assim, ganhos

consideraveis no rendimento da reagdo (De Paiva, 2018; Ferreira, 2015).

2.5 ESTUDO IN SILICO DA RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE

O processo de prospeccdo de novos compostos organicos com atividade bioldgica
potencial pode ser otimizado ao se associar ferramentas de testes in silico aos ja tradicionais
testes in vitro e in vivo. Nesse contexto, os testes in silico como o estudo da relagdo de estrutura
atividade (Structure activity-relationship - SAR) e as andlises conformacionais das moléculas
acabaram ganhando um papel chave nas fases iniciais de investigagdo de novos compostos com
potencial para liderar um processo de desenvolvimento de novos medicamentos, conhecido
pelo termo em inglés: Ait to lead (Hoffer et al., 2018).

Os processos de otimizacdo de moléculas com atividade biologica apresentam o triplo
objetivo de aumentar a poténcia, reduzir a toxicidade e garantir biodisponibilidade suficiente
dos compostos sob investigacao. Nesse cenario, os testes SAR comecam pela identificagdo da
existéncia ou nao de uma relacao de estrutura-atividade entre a cole¢ao de moléculas-teste e as
propriedades a elas associadas. Detectada a relagdo, tal informagdo pode ser usada para guiar
modificagdes estruturais que buscardo aumentar a atividade biologica, afinal de contas um teste
SAR ¢ antes de tudo um modelo de exploragdo do ambiente quimico molecular visando
identificar e otimizar as relagdes de estrutura-atividade (Hoffer et al., 2018; Guha, 2013).

A relacdo estrutura-atividade compreende, portanto, um estudo tedrico baseado em
calculos computacionais que buscam predizer os efeitos desencadeados pela estrutura quimica
de um composto-teste decorrentes da sua interagdo com o receptor bioldgico. Tal relagdo pode
ser investigada por meio da ado¢do de dois tipos diferentes de metodologias, sendo a primeira
baseada em métodos estatisticos ou de mineragdo de dados e a segundo em métodos de

abordagem fisica, como os modelos farmacoforicos (Guha, 2013).
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A escolha da metodologia usada no teste de SAR pode aumentar o nivel de detalhes
obtidos da analise, por exemplo, estudos em 2D ndo identificardo relagdes de estrutura-
atividade dependentes da quiralidade do composto-teste, que nesses casos demandardo
metodologias baseadas em descritores 3D. Por outro lado, estudo tridimensional normalmente
demandam que a estrutura cristalografica do composto-teste esteja determinada (Zian; Borrel;
Fourches, 2020). Atualmente, existe metodologias quantitativas de estudos da relacao estrutura-
atividade em 4D (4D-QSAR), associada ao molecular docking (MD) gerando modelos com
elevada capacidade de predicdo computacional das atividades bioldgicas de uma estrutura
quimica e do tipo de interagdo com alvos-biologicos, notadamente com enzimas (Fourches;
Ash, 2019).

O teste de SAR, ao associar a colecdo de compostos-teste a diversos descritores
moleculares, gera uma matriz da dados complexos que devem ser refinados por uma ferramenta
estatistica de analise e redu¢do de dados multivariados, conhecida como Principal Component
Analysis — PCA (Yoo; Shahlaei, 2018).

Finalmente, ¢ importante lembrar que testes computacionais servem para gerar modelos
teoricos que contribuem significativamente como geradores de ideias que aumentam as
possibilidades do pesquisador, a0 mesmo tempo em que direcionam suas agdes na pesquisa €
desenvolvimento de novos compostos biologicamente ativos (Mahmud; Shallangua; Uzairu,

2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Promover a sintese e caracterizacdo de prototipos de farmacos 5-arilidenos derivados de acido

barbiturico, via reacdo de Knoevenagel modificada.

3.2 Objetivos especificos

- Otimizar as condig¢des reacionais para a modificacao proposta da reagdo de Knoevenagel;

- Identificar o mecanismo prioritario seguido pela reacdo de Knoevenagel modificada;

- Purificar os 5-arilidenos derivados de acido barbiturico gerados;

- Identificar as estruturas quimicas dos 5-arilidenos derivados de acido barbiturico gerados;

- Investigar as atividades bioldgicas: antibacterianas, antifingicas e antioxidantes preliminares
dos 5-arilidenos derivados de 4cido barbitlrico gerados;

- Avaliar a citotoxicidade dos compostos 5-arilidenos barbituricos.
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4 METODOLOGIA

4.1 SINTESE DE DERIVADOS 5-ARILIDENOS BARBITURICOS

4.1.1 Reagentes e sistemas

Os reagentes como acido barbitirico e aldeidos (benzaldeido, 3-nitrobenzaldeido, 4-
nitrobenzaldeido,  4-clorobenzaldeido, 2-hidroxibenzaldeido, vanilina, anisaldeido,
toluilaldeido, dimetilaminobenzaldeido e piperaldeido) foram obtidos em grau analitico de
pureza junto a Sigma Aldrich®, bem como os solventes etanol, metanol, tolueno,
tetrahidrofurano, hexano, acetonitrila, 1,4-dioxano e dimetilsulfoxico (DMSO) e a glicerina.
Foram sintetizados catalisadores de LI: MAIFeCl;, MSI, MAIL.CI ¢ PELLI (de acordo com a
literatura). Os catalisadores FeCls, CuClz, SnCl>.2H>0 e p-TSOH, foram adquiridos de forma
comercial.

Os reagentes foram pesados em baldo de fundo, usando balanca analitica. Cada sistema
reacional com aquecimento por banho de 6leo (glicerina) foi montado contendo uma chapa
magnética, pote de vidro contendo glicerina, condensador conectado a fonte de agua e
termometro. Os sistemas de filtragem das reagdes e de suas recristalizagdes foram montados
com membrana filtrante de celulose, poro de 45 m, ndo estéril, funil de porcelana e erlenmeyer
com saida lateral acoplado a bomba de vacuo simples.

Os pontos de fusdo foram aferidos em fusometro MQAPF301-Microquimica®.

4.1.2 Purificacido dos derivados S-arilideno barbitiricos

4.1.2.1 Recristalizagao

Os produtos obtidos foram lavados e filtrados em agua quente (60° C) para eliminar
resquicios de reagentes, especialmente, do 4cido barbitirico, pouco solivel em agua a
temperatura ambiente. Ap0s a recristalizacdo, os produtos secos tiveram, novamente aferidos,

seus pontos de fusdo e calculados seus rendimentos.

4.1.2.2 Cromatografia de camada delgada e espectroscopia em ultra-violeta/visivel
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Apos a recristalizagdo, uma amostra de cada um dos 10 derivados gerados foi dissolvida
em DMSO e analisada em cromatografia de camada delgada (CCD), usando placas de silica gel
de 0,25 mm e metanol puro como eluente, para determinagdo de pureza das amostras. A
revelagdo das placas foi feita usando cubas cromatograficas contendo vapores de iodo e a
fluorescéncia dos compostos foi verificada em espectrofotdmetro ultra-violeta/visivel

(UV/VIS) sob 254 nm (Camara escura UV- Cienlab®).

4.2 CARACTERIZACAO DE DERIVAVOS 5-ARILIDENOS BARBITURICOS

A caracterizagdo dos compostos derivados de 5-arilidenos barbituricos obtidos foi feita
mediando o encadeamento das técnicas de analise por espectrofotometria em infravermelho
(IV), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear dos nticleos 'H e °C {!H} (RMN

'H/BC{'H}) e espectrometria de massas (EM).

4.2.1 Espectroscopia IV

Amostras dos derivados foram misturadas a brometo de potassio (KBr) e transformadas
em pastilhas posteriormente submetidas a espectrofotometria IV (Spectrum frontier — Perkin
Elmer®).

Os espectros gerados foram ajustados no software Orign 8.0 da OrignLab®, gerando

graficos de transmitancia em porcentagem por n° de onda ajustado de 4000 a 400 cm™.

4.2.2 Espectroscopia de RMN H'/C"3 {'H}

Os espectros de RMN dos nticleos 'H/'3C{'H} foram gerados no Laboratério de
LabRMN no Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias, usando o espectroscopio
NMR Bruker Avance III 500 (11, 75T). A frequéncia do espectrofotometro para a analise do
'H RMN foi de 600 MHz, RMN "*C de 150 MHz.

Os dados do RMN 'H e RMN !*C foram processados no programa ACD/Labs Software.
O deslocamento quimico (0) foi dado em ppm e a constante de acoplamento (J) em hertz, sendo
adotadas as seguintes abreviaturas para multiplicidades: s= simpleto, d= dupleto, dd= duplo
dupleto, = tripleto, g= quarteto e m= multipleto. As amostras dos compostos sintetizados foram

solubilizadas em dimetilsulfoxico deuterado, DMSO-d6.
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4.2.3 Sintese dos liquidos i6nicos
4.2.3.1 Sintese de polietilenoimina marcada com liquico ionico clorado

Inicialmente, o liquido i6nico clorado foi sintetizado em um baldo de fundo redondo de
duas bocas no qual foram adicionados 45mL de 1,2 dicloroetano, 30mL de acetato de etila
el5SmL de metil imidazol, esse ultimo de forma lenta. O baldo foi acoplado a sistema de banho

maria em glicerina, aquecida a 80°C por 24 horas, sob refluxo (Esquema 21).

Esquema 21. Sintese do catalisador liquido i16nico clorado

[\ 80°C d : )3
NQN + CICH,CH,CI ————> .~ NN cl
N AcOEt cr

Para a marcagdo idnica da enzima sintética polietilenoimina, dissolveu-se 5g (12,5
mmol) de PEI seca em 10mL de diclorometano (CH2Cl,) e transferiu-se para um schlenk, onde
adicionou-se 1,4g (7,9 mmol) de 1- (2-cloroetil)-3-metilimidazolio clorado (liquido i6nico
clorado) e 1,0g (10mmol) de 2,6-Lutidina (Esquema 22). A mistura foi mantida em refluxo por
2 horas a 100°C, para em seguida ser solubilizada em metanol e lavada com diclometano e
acetato de etila, levando a formagao de precipitado que foi rotaevaporado e seco a vacuo, com

coloragdo fortemente laranja.

Esquema 22. Sintese do catalisador PEIL.Li

N
N
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Fonte: Adaptado de Ferreira et al. (2015).
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4.2.3.2 Sintese de MAL.CI (1-Metil-3-acetil-imidazol)

A sintese do MAIL.CI foi realizada conforme Esquema 23.

Esquema 23. Sintese do catalisador liquido i6nico MAIL.CI°

— 0

O

I\ 80°C, N@Nv”\
N@N + Cl\/H\OH - NS OH

Em baldo de fundo redondo de duas bocas, foi adicionado 200 mmol (16,42 g) de N-
metil-imidazol, 50 mL de acetonitrila (CH3CN), 312 mmol (29,48 g) de acido cloroacético. A
reacdo ocorreu em banho de 6leo, sob agitacao e refluxo a 80°C durante 48 horas. O produto
obtido foi filtrado com acetonitrila em funil de vidro sinterizado e o solido branco seco a vacuo.
4.2.3.3 Sintese de MSI (1-metil-3-(3-sulfopropil) imidazolio zuiterionico)

A sintese do MSI foi realizada conforme Esquema 24.

Esquema 24. Sintese do catalisador liquido 16nico MSI

O\ O
N\ 7
13 S S\O, 80%C, NN SOy
N N * 3
NG N2’ 48h SN W

Em um baldo de fundo redondo de duas bocas, adicionou-se 1 mol (82,11 g) de N-metil-
imidazol e 10 mL de etanol, posteriormente adicionou-se lentamente 1,2 mols (146,57 g) de
1,3-propanosulfona. A mistura foi agitada por 48 horas a 80°C sob atmosfera inerte. O produto

formado foi lavado com acetato de etila e seco a vacuo.

4.2.3.4 Sintese de MAI.Fe>Cl; (Heptato-bis-ferrato de 1-metil-3-carboximetilimidazoélio)

Para obten¢do do catalisador MAIL.Fe>Cl;, o MAI.CI produzido conforme descrito no

esquema 23 foi tratado com FeCls, conforme esquema 25.
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Esquema 25. Sintese do catalisador liquido i6nico MAL.FexCl;

0]
o QL
DL, e, ~ o
— OH  on™

60 °C Cl Cl
Cr I [
Fe Fe_
Cl” : "CI' : *Cl
Cl Cl

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL, adicionou-se 1 mol (176,6 g) de
MAI.Cl e 2 mol de cloreto férrico (436,1 g), sob agitacao constante a 60C e em atmosfera inerte.

4.2.4 A reacao trivial

Os 5-arilidenos derivados de acido barbitarico foram gerados a partir de uma variag@o
da reagdo de condensagdo de Knoevanagel, benzaldeido e 4cido barbitarico foram usados como

reagentes de partida na reacdo trivial (Esquema 26).

Esquema 26. Variagdo da reacdo de Knoevanagel adotando 4cido barbittrico como [3-

cetoéster para sintese de 5-arilidenos.

n AN
catalisador
% solvente

H refluxo

A reagdo trivial anteriormente descrita foi submetida a processo de otimizacdo para
defini¢do das condi¢des experimentais ideais. Inicialmente, para avaliagdo do sistema catalitico,
20% mol os catalisadores FeCl3, CuCl,, MAIFeCl;, MSI, MAIL.CI, SnCl,.2H,0, p-TSOH e
50mg de PELLI foram testados em variacdes da reacdo de Knoevenagel sob as seguintes
condigdes experimentais: 3 mmol dos reagentes acido barbittrico e benzalzeido pesados em um
baldo de vidro de fundo redondo com capacidade para 100 mL e solubilizados em 1 mL de
agua, sob aquecimento em banho de glicerina a 80°C e agitagdo magnética por 2 horas.

Os produtos obtidos foram precipitados em dgua gelada e mantidos a -4°C por 24h,

filtrados sob pressao reduzida usando papel de filtro, secados em estufas a 70°C. Apds pesagem
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do produto seco em balanca analitica, foram aferidos os pontos de fusdo e calculados os
rendimentos.

O processo de otimizagado seguiu com variagdes da quantidade de catalisador, do tipo e
da quantidade de solvente, da temperatura, do tempo de reacdo e, por fim, da quantidade de
reagentes. Dessa forma, foram definidas as condi¢des experimentais otimizadas para a reacao
trivial que, em seguida, foram aplicadas as reagdes de sintese de dez 5-arilidenos derivados do
acido barbitirico gerados a partir de variagdes que sempre adotaram o acido barbiturico em

diferentes combinagdes com 10 aldeidos aromaticos.

4.3 AVALIACAO DE ATIVIDADE BIOLOGICA

4.3.1 Testes de atividade antibacteriana

4.3.1.1 Linhagens

Nos testes de potencial atividade antibacteriana foram utilizadas linhagens das espécies
gram-negativas como Eschericia coli ATCC 25312, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Salmonella choleraesuis ATCC 10708 e pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, bem como
espécies gram-positivas como Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Bacillus subtilis ATCC
6633 da coleg¢do do Laboratorio de Microbiologia da Universidade Estadual de Goias.

4.3.1.2 Antibiograma

Os testes de sensibilidade antibacteriana (antibiogramas) foram norteados pelo principio
de difusdo em agar, conforme protocolo do “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)” M2-A13 e realizados em triplicata. Para tanto, as linhagens selecionadas foram
previamente estriadas em placas de Petri de vidro 150x20mm contendo meio agar nutriente
solido (Kasvi®), preparado conforme orientagdes do fabricante. Em seguida, os 10 derivados
de 5-arilidenos barbituricos foram distribuidos pelas placas, que foram incubadas a 35°C. Apds
24 horas, os halos de inibi¢dao foram medidos com uso de régua visando identificar as espécies

suscetiveis aos produtos testados.

4.3.1.3 Ensaio de inibicdo do crescimento
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O protocolo do “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” M07-A10, com
alteragdes, foi adotado para o ensaio de inibicdo do crescimento visando determinar as
concentragdes inibitorias minimas (CMI) de cada um dos 10 derivados de 5-arilidenos
barbituricos. Inicialmente, 2 a 4 colonias isoladas das linhagens de Eschericia coli ATCC e
Bacillus subtilis ATCC 6633 selecionadas foram coletadas das placas de petri e diluidas em
tubos de ensaio contendo 5 mL de soro fisiologico 0,9% até obter-se turbidez correspondente
ao padrio de referéncia ajustado para 0,5 da escala de Mafarland, que equivale a 103 UFC mL-
!. Dos tubos com turvagio ajustada, foram aliquotados 0,5mL para dilui¢do em 4.5 mL (1:10)
de soro fisioldgico, gerando assim a solugio indculo a 107 UFC mL.

Para o preparo das solugdes-estoque dos 10 derivados de 5-arilidenos barbitaricos a
4000 pg mL™! em caldo Mueller Hinton (Kasvi®), preparado e ajustado conforme orientacdo
do fabricante, cada um dos 10 derivados testados foi, inicialmente, solubilizado em SuL de
dimetilsulfoxido (DMSO). A solugdo-estoque do antibidtico cloranfenicol foi preparada a 128
pg mL-1 e foi usada com controle positivo.

Na placa de 96 pogos, cada derivado de 5-arilidenos barbittricos foi diluido de forma
seriada com volume final de 100 uL por poco e no dobro da concentracdo de interesse (2X).
Em seguida, cada poco recebeu outros 100 pL de solucao indculo (7 L de indculo em 100 pL
de caldo). Dessa forma, obteve-se uma suspensdo contendo as substincias-teste na
concentracdo final de desejada de 1X: 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 ¢ 31,25ug mL! e a
solugdo indculo ajustada para 107 UFC mL™!, com volume final de 200 uL por po¢o. Como
controles, em triplicata na placa de 96 pocos, foram usadas solucao de cloranfenicol + meio +
in6culo (Controle positivo), solu¢do de meio + indculo (controle negativo ou de viabilidade),
solucao de meio contendo DMSO 5% + indculo (Controle do DMSO) e solug¢ao contendo a
substancia-teste + meio, sem indculo (Controle esterilidade do meio). A distribui¢dao dos pogos-

teste, bem como dos pocos-controle na placa estdo descritos na figura 7.
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Figura 7. Distribuicao de pogos-teste e pocos-controle na placa de 96 pogos para teste de

concentracao inibitoria minima dos derivados de 5-arilidenos de acido barbiturico.
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Legenda: A-G — Diluigdes seriadas em triplicata. H1-H3 (Vermelho): solucdo de meio + in6culo
(controle negativo ou de viabilidade); H5-H7 (Azul escuro): solugdo de meio contendo DMSO 5% +
in6culo (Controle do DMSO); H8-H12 (Amarelo claro) - Solugao de cloranfenicol + meio + in6culo
(Controle positivo).

Fonte: Adaptado de Wang et al. (2017).

Foram utilizadas placas de 96 pocos de fundo chato e apds 24h de incubagdo em estufa
a 35°C, o crescimento bacteriano foi aferido verificado visualmente pela turvacdo do poco ou
pela formagao de precipitado, com auxilio de lupa.

De cada poco-teste onde nao se verificou turvacdo do meio, nem presenga de
precipitado, foram pipetados 100 uL da solug¢do para realizagdo do ensaio de concentragdo
minima bactericida (CMB). Os 100 pL de solugcdo do pogo-teste foram espalhados, com o
auxilio de uma alga de vidro, em placas de petri contendo agar nutriente sélido (Kasvi®). As

placas foram incubadas a 35°C e o crescimento bacteriano foi verificado 24 horas depois.

4.3.2 Testes de atividade antifungica

4.3.2.1 Levedura
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O teste de atividade antifungica dos dez compostos 5-arilidenos barbituricos produzidos
foi realizado com o microrganismo Candida albicans (ATCC 10231), da colecao do

Laboratorio de Microbiologia da Universidade Estadual de Goiés.

4.3.2.2 Ensaio de inibicdo do crescimento

O ensaio de inibi¢ao de crescimento para leveduras por microdilui¢do em caldo foi
realizado de acordo com o protocolo do “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)”
M27-A2, com alteragdes. Inicialmente, 5 colonias isoladas de C. albicans estriadas 48h antes
em agar-sabouraud (Kasvi®) foram coletadas das placas de petri e diluidas em tubos de ensaio
contendo 5 mL de soro fisioldgico 0,85% até obter-se turbidez correspondente ao padrao de
referéncia ajustado para 0,5 da escala de Mcfarland, o que equivale a 10° células mL™. Dos
tubos com turvagao ajustada, produziu-se uma dilui¢ao 1:100 seguida de uma dilui¢do 1:20 em
caldo, resultando em uma solugio teste contendo 5,0 x 10? a 2,5 x 10° células por mL.

Para o preparo das solugdes-estoque dos 10 derivados de 5-arilidenos barbitaricos a
4000 pg mL em caldo Mueller Hinton (Kasvi®), preparado e ajustado conforme orientacao do
fabricante, cada um dos 10 derivados testados foi, inicialmente, solubilizado em SuL de
dimetilsulfoxido (DMSO). A solugdo-estoque do antibiotico fluconazol foi preparada a 128 ug
mL! e foi usada como controle positivo diluida de forma seriada na placa para obtengio das
concentracdes de 64,32, 16,8,4,2¢e 1 pgmL™.

Na placa de 96 pocos, cada derivado de 5-arilidenos barbituricos foi diluido de forma
seriada com volume final de 100 uL por pogo e no dobro da concentracao de interesse (2X).
Em seguida, cada pogo recebeu outros 100 pL de solucdo indculo. Dessa forma, obteve-se uma
suspensdo contendo as substincias-teste na concentracdo final desejada de 1X, ou seja, 2000,
1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 ng mL! e a solugdo indculo ajustada para 10° células mL2,
com volume final de 200 pL por pogo. Como controles, em triplicata na placa de 96 pocos,
foram usadas solu¢do de fluconazol + meio + indculo (Controle positivo), solu¢do de meio +
indculo (controle negativo ou de viabilidade), solu¢do de meio contendo DMSO 5% + in6culo
(Controle do DMSO) e solugao contendo a substancia-teste + meio, sem indculo (Controle
esterilidade do meio). A distribuicao dos pogos-teste, bem como dos pogos-controle na placa
seguiu mesmo padrdo definido na figura 7 para o teste antibacteriano.

Foram utilizadas placas de 96 pogos de fundo redondo e apds 24h e 48h de incubagdo

em estufa a 35°C, o crescimento fingico foi verificado visualmente pela turvagao do pogo ou
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pela formagao de precipitado, com auxilio de lupa. Dos pocos onde verificou-se inibi¢cao do
crescimento, 50 uL foram pipetados e transferidos para tubo contendo 3 mL de caldo Mueller

Hinton para determinacao da concentracdo fungicida minima (CFM).
4.3.3 Testes de atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada in vitro por meio do ensaio de sequestro do radical
2,2- difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), conforme metodologia proposta por (Sharma; Bhat,
2009).

4.3.3.1 A curva padrdo de DPPH

Inicialmente, foi preparada uma curva padrao de DPPH, que foi previamente diluido em
metanol para obten¢do de uma solugdo estoque a 100 uM, a partir da qual foram realizadas
dilui¢des seriadas, em placas de 96 pocos de fundo escuro, até a concentragdo 6,25 pM. Apods
30 minutos de incubacdo da placa, que foi fotoprotegida, as absorvancias do DPPH foram
capturadas em espectrofotdometro UV-VIS a 550 nm (Epoch Biontek®), do Laboratorio de
Biotecnologia da Universidade Estadual de Goids. A partir das leituras obtidas, foi possivel
montar a curva de calibracdo, onde verificou-se que a relacdo entre absorvincia e a
concentragdo de DPPH se ddo em uma funcdo linear e sdo diretamente proporcionais (Figura
8).

Figura 8. Curva padrao para DPPH.
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4.3.3.2 Preparo das solugoes e montagem das placas

Além da solugdo estoque de DPPH para elaboragao da curva de calibragao previamente
descrita, foram preparadas as seguintes solugdes estoque: solugdo metanolica de DPPH a
0,1mM, solucdo metanodlica de quercetina (controle positivo) e dos 10 compostos 5-arildenos
barbitaricos diluidos em DMSO na concentragao final de 400 uM.

Nas placas de 96 pogos, foram realizadas dilui¢des seriadas das solug¢des estoque dos 10
compostos teste e da quercetrina, em duplicata, obtendo as concentragdes 200 uM; 100 uM; 50
uM; 25 uM; 12,5 uM; 6,25 uM. Nos pocos, foi acrescentado 50 pL da solugdo metandlica de
DPPH e, feito isso, a placa foi deixada ao abrigo da luz por 30 minutos, quando entao procedeu-

se a leitura as aborvancias no comprimento de onda UV-VIS 500 nm.

4.3.3.4 Calculo do percentual de atividade antioxidante (AA0%)

Foram calculadas as médias das leituras das absorvancias de cada composto ¢ a
atividade sequestradora do radical de DPPH, em porcentagem, foi calculada mediante a
formula:

AAQO%= Abs do controle DPPH — Abs da amostra x 100
Abs do controle DPPH

Os resultados foram expressos em média de AAO% = Desvio padrao.

4.3.3.5 Calculo da metade da concentracao inbitéria maxima (ICso)

Usando o software OrignPro 8 da Orign Lab® foram criados graficos para obtencio das
equagoes da reta geradas quando se relacionou as concentragdes testadas (Eixo X) com as
AAO% calculadas (Eixo Y) por composto. Assim, 10 equagdes da reta foram obtidas, no
modelo: y = ax + b, onde x ¢ o valor de ICsp e y=50. Assim, a féormula para calcula da IC50

adotada foi:
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Os dados obtidos foram sumarizados em tabelas apresentadas na secdo Resultados.

4.3.4 Teste de citotoxicidade

4.3.4.1 Manuten¢do das linhagens celulares de fibroblastos

Para realizacdo dos ensaios bioldgicos in vitro foram isolados fibroblasto humanos
derivados da polpa dentaria. O fibroblasto foi cultivado em meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle's Medium (DMEM-HIGH). O meio foi suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de antibidtico (penicilina 10.000 U e estreptomicina 10 mg L).

As células foram mantidas com meio de cultura em incubadora imida a 37°C com 5%
de COz. Os repiques foram realizados por meio da agdo proteolitica de solugdo 0,25% de
tripsina-EDTA (Gibco, USA). A contagem de células foi feita em camara de Neubauer
utilizando-se 0 método de exclusdo por Azul de Tripan (Sigma) para distin¢do de células

viaveis.

4.3.4.2 Teste de Viabilidade de fibroblastos pelo ensaio MTT

O teste de viabilidade das células fibroblastos foi feito por ensaio padrao por brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), descrito anteriormente por
Mosmann (1983). A solucdo de MTT interage com as desidrogenases mitocondriais de células
vidveis, promovendo a reducdo do MTT ao composto formazan, o qual possui coloragdao
purpura. A viabilidade celular ¢ indicada pela quantificagdo da produgdo de cristais de
formazan. Para este experimento, foram plaqueadas 4x10° células em placas de 96 pogos. Foi
feito o tratamento com os compostos S5-arilidenos de acido barbitirico em diferentes
concentragdes (500, 31,25, e 250 ug mL ') dispersas em meio de cultura (DMEM-High) no
tempo de 24 horas.

O tratamento foi retirado e acrescentado 150 pL da solu¢do de MTT (0,5 mg/mL em
meio de cultura) e incubado por 4 horas a 37°C. Apds incubagdo, esta solucao foi retirada e
foram adicionados 200 pLL de DMSO para a dissolugdo dos cristais de formazan. As placas
foram lidas no espectrofotometro Spectramax M5 (Molecular Devices — USA), utilizando

comprimento de onda de 595 nm, com o auxilio do programa SoftMax Pro (Molecular Devices).
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O ensaio de MTT foi realizado em triplicata e em trés experimentos independentes. Os
dados obtidos foram analisados no programa Graphpad Prism 10.0 submetidos a testes

especificos com confianga estatistica de 95%. Foram utilizados os testes de Anova One-Way.

4.4 ANALISE IN SILICO DA RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE

O estudo da estrutura-atividade dos compostos sintetizados foi realizado através de
dados computacionais que envolvem calculos de mecanica quantica molecular realizados com
a contribuicao e parceria do Prof. Dr. Luciano Ribeiro - Grupo de Quimica Tedrica e Estrutural
da Universidade Estadual de Goias. A otimizagdo da geometria estrutural desses compostos foi
realizada através do programa Gaussian 09 (Frisch et al. 2016). As otimizagdes foram realizadas
com a teoria do funcional da densidade (Szabo; Ostuland, 2012) e usando o funcional de troca
e correlacdo hibrido M062X (Morgon, 2013) com a funcdo de base 6-311++G(d,p) (Jessen,
2013).

A relacdo entre a estrutura e a atividade (SAR) visa relacionar resultados
computacionais que englobem célculos de quimica quantica e estatistica multivariada com as
propriedades biologicas dos compostos estudados nesta tese. Para esse propdsito, foram
empregados calculos de mecanica quantica, utilizando a teoria do funcional de densidade (DFT,
do inglés), por meio do funcional de troca e correlacdo hibrido M062X, e empregando o
conjunto de funcao base 6-311++G(d,p), todos implementados no software Gaussian 16 (Frisch
et al. 2016). Os descritores derivados dos calculos tedricos foram associados as atividades
antibacterianas e fungicida por meio de métodos estatisticos multivariados, em particular,
através da andlise de componentes principais (em inglés, PCA). Os procedimentos adotados
neste estudo seguiram os mesmos utilizados na literatura especializada (De Paiva ef al. 2019;

Vieira et al. 2018).

4.4.1 Procedimentos Computacionais: Analises Conformacionais e Otimizacio de

Geometria

Para uma simples avaliacdo em quimica quantica, € essencial possuir a geometria de um
composto quimico, isto €, a configuragdo molecular em termos de suas posi¢des no espacgo

tridimensional. Geralmente, ha duas opg¢des: uma geometria experimental, proveniente de
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dados cristalograficos, ou uma geométrica advinda de métodos tedricos. Nesta tese, ndo
dispomos da geometria experimental, portanto, optaremos por abordagens teoricas.

As etapas da selegdo da geometria final de equilibrio sdo entendidas como processo de
otimizagdo de geometria. Essa geometria € obtida pela minimizacao da energia eletronica e das
repulsdes eletrostaticas intermoleculares do sistema em analise, usando conceitos da quimica
quantica. Antes de decidir pela geometria final, ¢ necessario realizar uma varredura em todos
os angulos e tor¢cdes possiveis nas estruturas, uma etapa conhecida como analise
conformacional.

A anélise conformacional foi feita pelo método de mecanica molecular com o campo de
forca MM+. Os nove derivados sintetizados 1 ao 9 que apresentaram menor energia nas analises
conformacionais tiveram as suas geometrias selecionadas, para uma otimiza¢do mais plana.

A obtencao final da otimizacdo da geometria desses derivados foi realizada através do
programa Gaussian 16 (Frisch, 2016). Trés niveis de calculos foram utilizados para a
otimizagdo de geometria: iniciamos com um método quantico semiempirico AM1 e finalizamos
com dois métodos ab initio, 0o B3LYP e finalizamos com o0 M02XD com a base 6-311+G**.

No que tange aos métodos ab initio, ao iniciarmos com o B3LYP, por ser um funcional
amplamente utilizado em estudos tedricos e obtencdo de geometria. E escolhemos refinar a
estrutura com 0 M062X, por ser um funcional hibrido mais moderno que o B3LYP. Destacamos
que em todas as etapas as geometrias de minimo global foram confirmadas pela auséncia de

frequéncias harmonicas imagindrias.

4.4.2 Descritores moleculares

Apos concluir a otimizagdo da geometria, foram adquiridos e registrados, em uma
planilha, os seguintes descritores moleculares: energias de HOMO energia do orbital molecular
mais alto ocupado (HOMO, do inglés Highest Occupied Molecular Orbital) e o LUMO, a
energia do orbital molecular mais baixo desocupado (LUMO, do inglés Lowest Unoccupied
Molecular Orbital)., momento de dipolo, energia do GAP (diferenga entre HOMO e LUMO),
energia de ionizagao (calculada como o negativo da energia de HOMO), afinidade eletronica
(calculada como o negativo da energia de LUMO), dureza, potencial quimico eletronico, indice
de eletrofilicidade, area de superficie, volume, refratividade, polarizabilidade e Log P. Para os

dez derivados, foram obtidas todas as distancias, angulos e tor¢des (angulos diedrais)
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interatdmicas possiveis. Por fim, foram registradas a ordem de ligacdo natural e as cargas
atomicas derivadas do potencial eletrostatico por meio do método CHELPG.

Todos esses descritores moleculares foram inseridos em uma planilha eletronica. Em
seguida, essa planilha foi transferida para o ambiente computacional R, onde estdo disponiveis

diversos algoritmos estatisticos e ferramentas de analise de dados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DOS CATALISADORES

A otimizagdo da sintese de 5-arilidenos derivados do acido barbitirico por meio de uma
variacdo da reacdo de Knoevenagel que adotou mistura equimolar de &cido barbiturico, e
benzaldeido comegou pela comparagdo entre os diferentes catalisadores e apontou, no geral,
bons rendimentos para a reacdo trivial (Tabela 1). Os catalisadores contendo sais metalicos
ficaram retidos no produto, que ficou escuro e, por isso, foram descartados. Quando a catélise
foi mediada por MSI, MAI.Cl e p-TSOH, os reagentes de partida, especialmente o acido
barbitarico, ndo foram completamente consumidos. Sendo assim, o catalisador selecionado
dentro do processo de otimizagdo foi a PEL.LL

Tabela 1. Analise do efeito do catalisador na obtengdo do produto

Entrada Catalisadores Rendimento (%) PF (°C)

1 FeCl3 75 >300
2 CuCl, 69 -

3 MAILFexCly 79 >300
4 MSI 71 -

5 PEI LI 87 239-240
6 SnCL.2H>O 85 -

7 p-TSOH 79 -

Condicées: 3mmol benzaldeido, 3 mmol 4cido barbiturico, 80°C, 2 horas de reagdo, 5 mL de agua.
Catalisadores a 20% mol, exceto PEL.LI: 50 mg.

Os catalisadores, no geral, mostraram rendimentos superiores a 65%. Os catalisadores
metalicos testados acabaram incorporados ao produto, gerando produtos da cor escura e, por
esse motivo, foram descartados. Adicionalmente, se restaram incorporados ao produto,
apresentaram impacto sobre os rendimentos aferidos, gerando valores superestimados.

Como o acido barbitirico empregado apresenta ponto de fusdo entre 265 e 278°C, os
catalisadores que geraram produtos com pontos de fusdo semelhantes também foram
descartados.

Por sua vez, o catalisador PELLI, apresentava elevado rendimento e ponto de fusdo de
233°C. Adicionalmente, ndo foi identificado o uso de uma enzima sintética ativada em LI
clorado como a PELLI na sintese de 5-arilideno-barbittrico sendo, portanto, uma abordagem
catalitica inovadora.

Por fim, o modelo classico de catalise da reagdao de condensagdo de Knoevenagel postula

o uso de um meio catalitico alcalinizado pela presenca de um composto contendo grupamento
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amina, vindo ao encontro da escolha de PEL.LI, que atende a ambas as especificagdes, pois €
um catalisador acido, com sitios basicos contendo aminas (Carey; Sunberg, 2007). Sendo assim,
decidiu-se pelo uso de PEI.LI como catalisador da reagao otimizada.

A PELLIi ¢ uma enzima sintética desenvolvida para atuar como um catalisador por reunir
varias caracteristicas de promocdo da reacdo englobando tanto sitios ativos quanto dominios
circundantes que podem favorecer a reacdo concentrando os reagentes em seu entorno.
Adicionalmente, a PEI.Li apresenta sitios imidazois muito versateis, pois possuem propriedades
acido-base (catalisador acido com sitios basicos em sua estrutura). Finalmente, a PELLI,
enquanto uma sintética suportada em liquido idnico estabiliza cations e anions, levando a
formagdo de agregados supramoleculares que facilitam a ocorréncia da reacao (Ferreira et al.,

2015).
5.2 AVALIACAO DOS SOLVENTES

Foram testados sete solventes organicos e também a dgua, conforme mostra a tabela 2.
A 4gua foi selecionada como solvente ideal pois, sob aquecimento, ¢ o solvente que melhor
solubiliza o 4cido barbiturico a quente, com os produtos gerados mantendo-se insoluveis.

Ademais, atende aos postulados da sintese verde.

Tabela 2. Andlise do efeito do solvente na obtencdo do produto

Entrada Solvente Rendimento (%) PF (°C)
1 Etanol 81 245-246
2 Agua 87 239-240
3 Metanol 65 252-253
4 Tolueno 70 255-256
5 1,4-Dioxano 55 262-264
6 Hexano 69 267-268
7 THF 70 248-249
8 Acetonitrila 52 249-250

Condicées: 3mmol benzaldeido, 3 mmol acido barbittrico, 80°C, 2 horas de reacao, PEL.LI: 50mg. THF
— Tetrahidrofurano

Na variacao da quantidade de solvente, as reagdes com SmL de 4gua apresentaram
rendimento superior (96,64%) ao verificado nas reagcdes com apenas 1 mL do solvente
(66,35%), onde a solubilizagdo dos reagentes + catalisador ndo foi completa.

Embora a reacdo de condensacdo de Knoevenagel possa ocorrer até mesmo na auséncia

de solvente (UTTAM, 2016), optou-se pela adocdo da dgua, que um solvente polar, que pode
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auxiliar a maximizar os rendimentos de uma reacdo de condensagdo aldodlica mais segura e

sustentavel (Carey; Sunberg, 2007).
5.3 AVALIACAO DO TEMPO DE REACAO

Além do tempo de 2h inicialmente testado, foram avaliados os tempos reacionais de 1h,
4h, 6h e 24h de reagdo, onde verificou-se que a reagdao de 4h de duracao foi a mais eficaz na

sintese de derivados 5-arilideno-barbitarico (Tabela 3).

Tabela 3. Analise do efeito do tempo na obtencao do produto

Entrada Tempo (horas) Rendimento (%) PF (°C)
1 1h 40 220-222
2 2h 87 223-225
3 4h 97 239-240
4 6h 43 232-233
5 24h 43 249-250

Condicées: Immol benzaldeido, 1 mmol &cido barbiturico, 80°C, 5 mL de dgua, 50mg PEIL.LIL.

O tempo de reacional ndo deve ser o longo o bastante para aumentar o gasto de energia
e impactar na praticidade e na aplicabilidade da reagao proposta, mas deve durar o suficiente
para que haja eficiéncia na sintese do composto esperado, sem desperdicios. Nesse sentido, o
tempo de 4h mostrou melhor rendimento, mantendo o ponto de fusdo ajustado aos relados da
literatura, sendo, portanto, o tempo adotado no processo de otimizacdo. Finalmente, o tempo
reacional de 4h mostrou um excelente rendimento, de 97%, o melhor dentre todos os tempos

testados, indicando o periodo ideal para consumo pleno dos reagentes.

5.4 AVALIACAO DA QUANTIDADE DE CATALISADOR

Em seguida, foram avaliadas as consequéncias da alteragdo das quantidades do
catalisador PEL.LI (10, 30, 50 e 80 mg) na eficiéncia da reacdo de Knoevenagel proposta,

conforme descrito na tabela 4.
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Tabela 4. Analise do efeito da quantidade de catalisador na obtencdo do produto

Entrada PEIL.LI Rendimento (%) PF (°C)
1 10mg 33 235-236
2 30mg 45 245-246
3 50mg 97 239-240
4 80mg 58 248-249

Condicées: Immol benzaldeido, 1 mmol acido barbitirico, 80°C, 5 mL de agua, 4 horas de reagao.

Nao necessariamente o aumento da quantidade de catalisador significara aumento
diretamente proporcional na eficiéncia da reagdao, como visto aqui, pois sabe-se que pode haver
saturacao do proprio catalisador no meio, como formagao de agregados supramoleculares que

atrapalharao no rendimento da sintese (Ramos, 2013).
5.5 AVALIACAO DA TEMPERATURA

Nessa etapa, a variagdo da temperatura foi feita conforme descrito na tabela 5,
mostrando que a temperatura de 80°C usada desde o principio do experimento ¢ a temperatura

ideal para a variagdo de condensacao adotada.

Tabela 5. Analise do efeito da temperatura na obtencao do produto

Entrada Temperatura (°C) Rendimento (%) PF (°C)
1 Ambiente 76 228-230
2 60°C 75 228-230
3 80°C 97 239-240
4 90°C 69 232-233
5 100°C 59 262-263

Condic¢ées: 1mmol benzaldeido, 1 mmol 4cido barbiturico, 5 mL de 4gua, 4 horas de reagdo, S0mg PEL
LI

A temperatura altera o estado de agitagdo das moléculas, elevando a energia cinética do
sistema reacional e facilitando a ocorréncia de ligagdes entre os reagentes. Todavia, produtos
termosensiveis podem acabar degradando sob aquecimento. Na temperatura de 100°C, o
produto apresentou sinais de carbonizagdo, adquirindo coloragdo escura, sendo a temperatura

de 80°C aquela que possibilitou aferir os maiores rendimentos.

5.6 AVALIACAO DA QUANTIDADE DE REAGENTES
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As variagdes nas propor¢des dos reagentes foram feitas para verificar se diante do
excesso de um dos reagentes, a condensacao de Knoevenagel poderia ser otimizada, mas o
resultado mostrou que em caso de excesso de quaisquer dos reagentes, a sintese perde forga

(Tabela 6).

Tabela 6. Analise do excesso dos reagentes de partida no meio reacional na obtengao do

produto
Entrada Aldeido Ac. barbitirico Rendimento (%) Ponto de fusido (°C)
1 1 mmol 1 mmol 97 239-240
2 2 mmol 1 mmol 58 272-273
3 3 mmol 1 mmol 58 272-274

Condicdes: benzaldeido, 4cido barbitarico, 5 mL de dgua, 4 horas de reacao, 80°C, 50mg PEI LI

Embora a lei da reagdo afirme que a presenga de reagentes em excesso aumentara a
eficiéncia da reacdo de acordo com De Paiva (2018), o mesmo nao se viu aqui onde aumentos
nas quantidades de aldeidos aromaticos reduziram a eficiéncia da reagao.

Nao foram variadas as quantidades de acido barbitirico tendo em vista que ele € o
reagente que costuma estar presente no produto, portanto, seu excesso poderia dificultar o
processo de purificacao.

Concluidas as etapas de otimizagdo da reacdo de Knoevenagel proposta, obteve-se as
seguintes condi¢des reacionais ideais: mistura de 1 mmol dos reagentes 1:1 e 50 mg de PELLI,

solubilizada em 5 mL de 4agua, a 80°C, por 4 horas, sob agitacdo magnética (Esquema 27).

Esquema 27. Condi¢des reacionais otimizadas para variacao da reacdo de condensagdo de

Knoevenagel adotando acido barbitirico para sintese de derivados 5-arilidenos.

AN
+ PELLI (50mg) H20 (SmL) @/\
80°C/ 4H

O% H

Reagentes 1:1 (1mmol) 5-benzilidene de ac. barbitiuro

As estruturas dos 10 derivados sintetizados sob as condigdes reacionais otimizadas

anteriormente descritas e caracterizados por espectroscopia IV, RMN H!/C'* e EM estio
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sumarizados na tabela 7. O rendimento, os pontos de fusdo e o peso molecular dos derivados

obtidos sao informacdes adicionais destacadas em ambas as tabelas.

Os espectros em IV e RMN 'H/"3C de cada um dos 10 derivados gerados constam nos

apéndices 1 e 2 (Pagina 102-131), respectivamente.

Tabela 7. Relacao dos derivados 5-arilidenos-barbitirico sintetizados

Composto Produto Rendimento (%) PF (°C)
I
1 A jH 97 239-240
07 N7 X0
H
0N |
2 A jH 99 228-230
07 >N X0
H
I
X NH
3 P )\ 80 220-224
O,N 07 >N~ o
H
I
4 \ jH 90 272273
Cl 07 N N0
H
I
5 68 244-246

\CNH
= A

O
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A/
aniyd — QO
) E
o

86 286-287
|
7 YNH 82 275-277
07 N7 X0
H
I
8 o jH 89 241243
07 N7 N0
H
i
&S NH
9 ) 77 285-286
\
NN 07 INT X0
H
78 >300

0
I
. ar
07 >N X0
H

Condig¢ées: 1 mmol benzaldeido, 1 mmol acido barbitirico, 5 mL de agua, 4 horas de reagdo, 80°C,

50mg PEI. LI
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5.7 CARACTERIZACAO DOS 5-ARILIDENOS DERIVADOS DE ACIDO BARBITURICO

5.7.1 Caracterizacio do composto 5-benzilideno de acido barbiturico

0]

X NH

07 IP{%O

C11HgN203, s6lido branco, PF 239°C, rendimento de 97% apos recristalizagdo em agua

quente.

FT-IV (KBr, em™): 3416 cm™, 3323 cm™ v (NH); 2975 cm™ v (Cgp2-H); 2778 cm™! (Cgp3-H);
1702 cm™ v (C=0); 1645 cm™ v (C=C); 1494 cm™,1419 cm™ v (C=Caromatico); 1236 cm™ v (C-
CO-C) (P4g.102). RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz, & em ppm: & 2.51 (DMSO); & 3,34 (H;0);
5 7,48 (t, 3H-Art); 5 8.06 (d, 2H, H-Art), § 8,28 (s, IH, C=CH); 5 11,23 (s, 1H, NH); 5 11,39
(s, 1H, NH) (Pag. 112) RMN 3C (DMSO-ds, 500 MHz, & em ppm): 119,33; 128,30; 132,
46; 133,31;150,45; 154,96; 161,81; 163,64; 193,54 (Pag. 113).

5.7.2 Caracterizacao do composto 5-(3-nitro)benzilideno de acido barbiturico.

C11H7N30s, sélido bege claro, PF 228°C, rendimento de 99% apos recristalizagdo em

agua quente.

FT-IV (KBr, em™): 3442 cm™, 3388 cm™ v (NH); 3079 ecm™ v (Cgp2-H); 1727 cm™ v (C=0);
1695 cm™ v (C=C); 1530 cm™ v (C=Caromitico); 1346 cm™ v (NO3); 1243 cm™ v (C-CO-C) (P4g.
103). RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz, & em ppm: & 7,53 (d. 2H-Art); 8,07 (d. 2H-Art); 8,24
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(s. IH. C=CH); 11,26 (s. |H. NH); 11,41 (s. IH. NH) (Pag. 114). RMN 3C (DMSO-ds, 500
MHz, 6 em ppm): 127,3; 127,9; 129,2; 134,5; 136,5; 150,0; 152,8; 163,0; 192,0 (Pag. 115).

5.7.3 Caracterizacio do composto 5-(4-nitro)benzilideno de acido barbiturico.

O

X NH
O,N 07 gJ 0

C11H7N30s, sélido bege claro, PF 220°C, rendimento de 80% apos recristalizagdo em

agua quente.

FT-IV (KBr, cm™): 3424 cm™', 3244 cm™ v (NH); 3108 cm™ v (Cy,2-H); 1691 cm™ v (C=0);
1630 cm™ v (C=C); 1519 cm™ v (C=Caromatico); 1346 cm™ v (NO»); 1222 cm™! v (C-CO-C) (Pag.
104). RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz, 6 em ppm: 7,53 (d. 2H-Art), 8,07 (d. 2H-Art), 8,24 (s.
1H. C=CH), 11,26 (s. IH. NH), 11,41 (s. IH. NH) (P4g. 116). RMN 3C (DMSO-ds, 500 MHz,
o em ppm): 127.3,127.9, 129.2, 134.5, 136.6, 150.0, 152.8, 163.1, 192.0 (Pag. 117).

5.7.4 Caracterizacio do composto 5-(4-cloro)benzilideno de acido barbitirico.

0
I

N NH
Cl 0” g) X0

C11H7CIN>O3, solido bege, PF 272°C, rendimento de 90% apos recristalizagdo em agua

quente.

FT-IV (KBr, cm™): 3424 cm™, 3216 cm™ v (NH); 3098 cm™ v (Cgp2-H); 2850 cm™ v (Cgps-
H); 1753 cm™ v (C=0); 1680 cm™ v (C=C); 1570 cm™', 1431 cm™, 1343 cm™ v (C=Caromitico);
1207 cm™ v (C-CO-C); 1086 cm™ v (C-0); 827 cm™ v (C-CI) (Pag. 105). RMN 'H (DMSO-
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ds, 500 MHz, 6 em ppm): & 2.51 (DMSO); § 3,34 (H20); & 7,53 (d, 2H-Art); § 8,07 (d, 2H-
Art); § 8.24 (s, 1H, C=CH); & 11,26 (s, IH, NH); & 11,41 (s, 1H, NH) (Pag. 118). RMN 13C
(DMSO-ds, 500 MHz, J em ppm): 5=127,32; 127,96, 129,25, 134,54; 136,58; 150,05; 152,83;
163,08; 192,05 (Pag. 119).

5.7.5 Caracterizacio do composto 5-(2-hidroxi)benzilideno de acido. barbiturico.

C11HgN204, solido branco, PF 244°C, rendimento de 68% apos recristalizagdo em agua

quente.

FT-IV (KBr, em™): 3212 cm™ v (NH); 3090 cm™ v (Csp2-H); 2846 cm’! (Csps-H); 1753 cm’!
v (C=0); 1670 cm™' v (C=C); 1584 cm™!,1440 cm™ v (C=Caromitico); 1287 cm™ v (C-CO-C) (Pag.
106). RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz, 6 em ppm): 7,09-7,10 (d. 1H-Art), 7,14-7,16 (d. 1H-
Art), 7,20-7,23 (t. 1H-Art), 10,98 (s. IH. NH), 11,16 (s. 1H. NH); 11,28 (s. 1H. OH); *C{'H}
(Pag. 120). RMN 3C (DMSO-ds, 500 MHz, 6 em ppm): 127,3; 127,9; 129,2; 134,5; 136,5;
150,0; 152,8; 163,0; 192,0 (Pag. 121).

5.7.6 Caracterizacio do composto 5-(4-metoxi)benzilideno de acido barbitirico.

Ci12H10N204, solido amarelo claro, PF 275°C, rendimento de 86% apds recristalizagdo

em agua quente.
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FT-IV (KBr, em™): 3266 cm™!, cm™! v (NH); 3073 cm™! v (C,,-H); 2850 cm™! (Cypa-H); 1746
cm v (C=0); 1666 cm™ v (C=C); 1502 cm™! v (C=Caromatico); 1308 cm™ v (C-CO-C); 1186 cm"
1y (C-0) (P4g. 107). RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz, & em ppm): 8 2.51 (DMSO); & 3,34
(H20); 3.88 (s, 3H, -O-(CHz)2); & 7,06 (d, 2H-Art); 8 8.26 (s, 1H, C=CH); & 8,37 (d, 2H-Art);
5 11,16 (s, 1H, NH): 8 11,29 (s, 1H, NH) (P4g. 122). RMN 3C (DMSO-ds, 500 MHz, 5 em
ppm): 116,1; 118,1; 122,4; 124,9; 128,2; 129,1; 130,8; 134,5; 134,6; 147,1; 150,1; 158,5 (Pag.
123).

5.7.7 Caracteriza¢ao do composto 5-(3-metoxi-4-hidroxi)benzilideno de acido barbiturico.

O

N NH

C12H10N20s, solido laranja, PF 286°C, rendimento de 82% apos recristalizacdo em dgua

quente

FT-IV (KBr, cm™): 3212 cm™ v (NH); 3073 cm™ v (Csp2-H); 2833 cmy (Csp3-H); 1727 e’
Ty (C=0); 1666 cm™ v (C=C); 1551 cm™!, 1394 cm™ v (C=Caromatico); 1179 cm™ v (C-CO-C);
1018 cm™ v (C-0) (Pég. 108). RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz, & em ppm): & 2.51 (DMSO);
5 3,34 (H20): 3.82 (s, 3H, O-CHs); & 6,90 (, 1H-Art): ); & 7,79 (, 1H-Art); & 8,22 (s, 1H,
C=CH); 8,47 (s, 1H-Art); 10,56 (s, 1H, OH);  11.13 (s, 1H, NH); & 11,26 (s, 1H, NH) (P4g.
124). RMN B3C (DMSO-ds, 500 MHz, 6 em ppm): § =55, 59; 114,03; 115,39; 118,04; 124,26;
132,62; 147,03; 150,29; 153,13; 156,00; 162,55; 164,26 (Pag. 125).
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5.7.8 Caracterizacao do composto 5-(4-metil)benzilideno de acido barbitirico.

O
N NH
= /K
N
0) N 0]

C12H10N203, so6lido branco, PF 241°C, rendimento de 89% apos recristalizacdo em dgua

quente.

FT-IV (KBr, cm™): 3216 cm™ v (NH); 3079 cm™ v (Cy,2-H); 2843 cm™' (Cyp5-H); 1746 e’
'y (C=0); 1666 cm™ v (C=C); 1577 cm™,1349 cm™ v (C=Caromatico); 1196 cm™ v (C-CO-C)
(Pag. 109). RMN H (DMSO-ds, 500 MHz, 6 em ppm): 3,82 (s. 3H. O-CH3), 6,89-6,91 (d.
1H-Art), 7,78-7,80 (t. IH-Art), 8,22 (s. IH. C=CH), 8,47 (s. 1H-Art), 11,13 (s. IH. NH), 11,26
(s. 1H. NH); *C{'H} (P4ag. 126). RMN 3C (DMSO-ds, 500 MHz, 6 em ppm): 21,3; 103,5;
122,8; 124,7; 127,6; 128,5; 129,2; 129,9; 130,9; 132,7; 138,5; 139,0; 139,6; 141,1; 144,6; 156,3
(Pag. 127).

5.7.9 Caracterizacio do composto 5-(4-dimetilamino)benzilideno de acido barbiturico.

C12H13N303, solido vermelho escuro, PF 285°C, rendimento de 77% ap0s recristalizagao

em agua quente.

FT-IV (KBr, cm™): 3560 cm™, 3424 cm™, 3162 cm™v (NH); 3065 cm™ v (Cgp2-H); 2829 e
' (Cgps-H); 1652 cm! v (C=0); 1526 cm™, 1401 em™ v (C=Caromitico); 1211 cm™ v (C-CO-C)
(Pag. 110). RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz, 6 em ppm): § 2.51 (DMSO); & 3,34 (H20); 3.12
(s, 6H, -N-(CH3)2); 8 6,79 (d, 2H-Art); & 8.15 (s, 1H, C=CH); & 8,42 (d, 2H-Art); 5 10,91 (s,
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1H, NH); 5 11,04 (s, 1H, NH) (Pag. 128). RMN 3C (DMSO-ds, 500 MHz, 6 em ppm): 12,3;
44,5, 96,5, 107,0; 110,3; 116,2; 131,3; 151,9; 153,3; 155,0; 157,5 (Pag. 129).

5.7.10 Caracterizacdo do composto 5-(1,3-benzodioxol-5-carboxialdeido)benzilideno de

acido barbiturico.

C12HsN>Os, solido amarelo intenso, PF >300°C, rendimento de 78% ap0s recristalizagao

em agua quente.

FT-IV (KBr, cm™): 3212 cm™ em™ v (NH); 3100 cm™ v (Cgp2-H); 2821 em™ (Cy3-H); 1731
cm™ v (C=0); 1666 cm™ v (C=C); 1544 cm™,1451 cm™ v (C=Caromitico); 1255 cm™ v (C-CO-
C); 1032 cm! v (C-O) (Pag. 111). RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz, 6 em ppm): § 2.51
(DMSO0); 6 3,34 (H20); 6,18 (s, 2H, CH2); & 7.06 (d, 1H, H-Art), 8 7,75 (d, 1H, H-Art); & 8,21
(s, IH, C=CH); 6 8,26 (s, 1H, H-Art); 6 11,21 (s, 1H, NH); 6 11,33 (s, 1H, NH) ppm (Pag. 130).
RMN 13C (DMSO-ds, 500 MHz, 6 em ppm): 44,2; 44.5; 96,5; 107,0; 109,8; 110,3; 116,2;
125,9; 131,4; 152,0; 153,3; 155,0; 157,5; 158,5; 159,7 (Pag. 131).
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5.8 AVALIACOES DE ATIVIDADE FARMACOLOGICA POTENCIAL

5.8.1 Avaliacao de atividade antibacteriana

Inicialmente, com o intuito de selecionar as espécies de bactérias mais sensiveis aos 10
derivados de 5-arilidenos barbitiricos sintetizados, foram realizados, em triplicata,
antibiogramas das espécies gram-negativas Eschericia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
choleraesuis e pseudomonas aeruginosa, bem como das espécies gram-positivas
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. As espécies bacterianas gram-negativa E. coli ¢ a
gram-positiva B. subtilis mostraram maior sensibilidade aos derivados de 5-arilidenos
barbituricos testadas no geral e, por esse motivo, foram selecionadas como microrganismos de

escolha para realiza¢ao dos ensaios de inibi¢do do crescimento (Tabela 8).

Tabela 8. Antibiogramas dos 10 derivados de 5-arilidenos barbituricos.

E. coli K. pneumoniae S. choleraesuis P. aeruginosa  B. subtilis S. aureus

Halo (cm)
1 0,4 0,7 0,8 0,9 0,5
2 1 0,7 0,4
3 0,9 0,7 1,7 0,4
4 0,4
5 0,4 0,6 0,8 0,6
6 0,3 0,5 0,5 0,5
7 0,6 0,4
8 0,4 0,5
9
10

Legenda: Halo em cm.

Sendo assim, na avaliacdo primdria do potencial de atividade farmacoldgica
antibacteriana, foram verificadas, em duplicata, as concentra¢des minimas inibitorias (CMI) e
minimas bactericidas (CMB) dos 10 derivados de 5-arilidenos barbitiricos sintetizados sobre

as bactérias patogénicas Escherichia coli e Bacillus subtilis, conforme mostra a tabelas 9.
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Tabela 9. Determinacgdo da atividade antibacteriana dos compostos 5-arilidenos barbittricos.

Bacillus subtilis ATCC 6633 Escherichia coli ATCC 25312
Compostos MIC MBC MIC MBC
pg mL! pg mL! pg mL! pg mL!
1 > 500 > 1000 > 1000 >2000
2 > 500 > 2000 > 250 > 1000
3 >31,25 > 250 > 125 > 2000
4 > 500 > 2000 > 250 > 1000
5 > 250 > 2000 > 500 > 500
6 > 1000 > 2000 > 2000 > 2000
7 > 2000 > 2000 > 2000 > 2000
8 > 500 > 2000 > 500 > 500
9 > 2000 > 2000 > 500 > 2000
10 > 2000 > 2000 > 2000 > 2000

Legenda: CP: Cloranfenicol: CMI >4 pg mL-!. CMI> 500 pg mL-!. Potencial de atividade antibacteriana elevado
(CMI < 100 pg mL), moderado (CMI > 100 e < 500 pg mL), baixo (CMI > 500 e < 1000 pg mL) e nula (CMI
> 1000 pg mL) (HOLETZ et al., 2002). CMB - Verificagdo visual de crescimento de coldnia na placa. 5-A Ab:
Derivados 5-arilidenos barbituricos.

Os resultados da avalia¢ao de potencial atividade antibacteriana dos 10 derivados de 5-
arilidenos barbituricos observados pelo teste de concentragdo inibitéria minima (CMI)
mostraram o produto 3 com a mais promissora atividade bacteriostatica, tendo em vista sua
capacidade de inibir o crescimento bacteriano da espécie gram-positiva B. subtilis de forma
intensa (CMI < 100 ug mL" e da espécie gram-negativa E. coli de forma moderada (CMI > 100
e < 500 ug mL”. Todavia, o produto 3 apresentou atividade bactericida na concentragdo de
1000 pg mL’ para B. Subtilis e 2000 pg mL™! para E. Coli e 0 mesmo foi ainda o mais potente
bactericida dentre os derivados testados para a espécie B. subtilis (CMB = 250 ug mL™). Os
produtos 5 ¢ 8 (CMB = 500 pg mL”) tiveram resultados semelhantes com os melhores
desempenhos contra a bactéria E. coli (Tabela 9).

As destacadas atividades bacteriostatica e bactericida apresentadas pelo derivado de 5-
arilidenos barbitaricos 3 pode ser devida a presenca dos grupos nitro no derivado, tendo em
vista que o grupamento nitro pode mediar interagdes de antibacterianos, como o cloranfenicol,
como a subunidade 30S dos ribossomos bacterianos (Guimaraes; Momesso; Pupo, 2010).
Adicionalmente, deve-se destacar que os resultados potencialmente promissores para o
derivado 3 foi verificado em bactérias tanto gram-negativas quanto gram-positivas, indicando,
assim, um espectro de agao ampliado, que € uma caracteristica apreciavel em qualquer molécula
candidata a farmaco antibacteriano e que pode indicar uma maior capacidade de penetragdo na

membrana externa das espécies gram-negativas (Katzung; Trevor, 2022).
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5.8.2 Avaliacio de atividade antifiingica
No teste de inibi¢ao do crescimento da levedura Candida albicans, foram avaliadas, em
triplicata, as concentracdes minimas inibitorias (CMI) dos 10 derivados de 5-arilidenos

barbitlricos sintetizados, conforme mostra a tabela 10.

Tabela 10. Determinacdo da atividade antifingica dos compostos 5-arilidenos barbitaricos.

Candida albicans ATCC 10231

Compostos MIC CFM

pg mL! pg mL!
1 > 500 >2000
2 > 1000 >2000
3 > 500 >2000
4 >2000 >2000
3 > 1000 >2000
6 >2000 >2000
1 >2000 >2000
8 >2000 >2000
9 >2000 >2000
10 > 2000 > 2000

Legenda: CP: Fluconazol: CMI >4 ug mL™! . Potencial de atividade antifingica elevado (CMI < 100 pg mL"),
moderado (CMI > 100 e < 500 ug mL™), baixo (CMI > 500 ¢ < 1000 pg mL!) e nula (CMI > 1000 pg mL™")
(HOLETZ et al., 2002). CFM — Verificagdo visual de crescimento de coldnia na placa. 5-A Ab: Derivados 5-
arilidenos barbituricos.

Embora tenham sido realizadas leituras com 24h ¢ 48h, nao foram observadas diferencgas
na inibi¢do do crescimento da levedura. O fluconazol, substancia usada como controle positivo,
mostrou CMI de >4 pg mL” e CFM > 8 ug mL”, o que permite classificar a cepa de C. albicans
usada como sensivel (S) a tal antifingico, de acordo com o protocolo M27-A2 do CLSIL

Dentre os dez produtos 5-arilidenos barbittricos testados, apenas os compostos 1 e 3
mostraram atividade fraca ao inibir o crescimento fingico nas concentragdes > 500 pg mL~’. O
teste de CFM, que foi realizado apenas para as concentragdes dos compostos 1 € 3 > 500 pg
mL~/, mostrou crescimento fingico constatado pela turvagio do meio apds 48h em todos os
tubos, indicando que ambos os compostos nao apresentam atividade fungicida. Infelizmente, a
literatura ¢ pobre em informagdes sobre a atividade bioldgica de compostos 5-arilidenos
barbitaricos, de maneira que buscas em bases de dados cientificos ndo retornaram nenhum outro

trabalho que tenha testado o potencial antifingico desses compostos. Todavia, Khan et al.
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(2014) investigaram a atividade antifungica de 22 compostos 5-arilidenos derivados do acido
barbitarico dimetilado, compostos intimamente relacionados aos 5-arilidenos barbituricos aqui
avaliados, e so verificaram atividade antifungica moderada contra Candida albicans,
especialmente quando testados os compostos nitrados, como o composto 3. Por fim, Shabeer et
al. (2018) investigaram a atividade de diversos derivados tiobarbitiricos contra algumas
espécies de fungos, incluindo C. albicans (ATCC 18804), e observaram agao antifungica em
trés dos compostos testados, corroborando, assim, com a ideia de que compostos derivados do
acido barbitirico devem ser melhor investigados quanto ao seu potencial antifungico, em

especial os compostos nitrados.

5.8.3 Avaliacao de atividade biolégica antioxidante por meio do ensaio de sequestro do

radical livre DPPH

O teste de atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical livre DPPH,
mostrou que nenhum dos 10 compostos S-arilidenos barbitiricos apresentaram atividade
antioxidante superior a da quercetina, tampouco foram capazes de manter os niveis de atividade
antioxidante nas dilui¢des seriadas testadas tal qual o controle positivo. Todavia, dentre os
compostos S-arilidenos barbitlricos testados, destacaram-se os compostos 1 e 5, que
apresentaram os percentuais de atividade antioxidante e os valores de ICso mais proximos do
valor aferido com o controle positivo quercetina ao menos na maior concentracao testada (400

ng mL7), como mostra o grafico na figura 9.



79

Figura 9. Curva padrio para teste de atividade antioxidante dos compostos 5-arilidenos

barbittricos.

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Concentration (mg/mL)

—&— Quercetin -1 2 =3
Legenda: AAO% - Atitividade antioxidante em porcentagem; 1-10 compostos S-arilidenos barbittricos testados.

O composto 5 apresenta um grupamento hidroxila meta-substituido no anel aromético
que tem seu hidrogénio abstraido pelo DPPH que, entdo, sofre redugdo. O radical oxigénio
formado acaba estabilizado pela ressonancia do nucleo aromatico. Ao investigar a atividade
antioxidante de compostos 5-arilidenos barbituricos, Khan et al. (2008) analisaram compostos
com 2 ou 3 hidroxilas como substituintes do anel aroméatico e apontaram, como derivado de
maior potencial antioxidante, o composto contendo duas hidroxilas adjacentes ligadas ao nucleo
aromatico da por¢do aldeido. Todavia, o derivado trihidroxilado nesse estudo, de forma
surpreendente, mostrou apenas atividade antioxidante moderada, inferior a do controle positivo
adotado (t-butil-4-hidroxianisol). De forma semelhante, em um novo trabalho publicado em
2011, Khan e colaboradores reafirmaram o maior potencial antioxidante dos compostos 5-
arilidenos N, N-dimetilbarbitiricos que apresentam hidroxilas como substituintes do anel
aromatico (Khan et al., 2011).

Por outro lado, Khan et al. (2008) verificaram grande varia¢ao na atividade antioxidante
entre os compostos 5S-arilidenos barbituricos apresentando grupamentos nitro como
substituintes do nucleo aromatico nas posi¢des meta e para. Essa diferenca nao foi confirmada
no presente estudo, onde ambos os compostos nitrosubstituidos apresentaram atividade
antioxidante semelhante ao controle positivo (quercetina).

Nao foram encontrados, para comparacdo, outros relatados na literatura de testes de

atividade antioxidante dos compostos 5-arilidenos barbitaricos usando quercetina como
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controle positivo e empregando a metodologia de sequestro do radical DPPH

concomitantemente.

5.8.4 Avaliacao de citotoxicidade em células de mamiferos

A figura 10 traz o resultado do teste de viabilidade de fibroblastos feito por ensaio
padrao por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), descrito
anteriormente por Mosmann (1983). Foram testados, em triplicata, os compostos 1, 2, 3,4, 5 ¢
8 nas concentragdes de 31,25, 250 e 500 pg.mL .

Os compostos 1, 2 e 3, na maior concentracdo testada (500 pug.mL™'), provocaram
reducdo da viabilidade de fibroblastos quando comparados ao controle negativo de
citotoxicidade (sem tratamento), todavia o resultado ndo foi estatisticamente relevante (p<0,05).
J& os compostos 3 e 5 apresentaram atividade citotdxica mais intensa nas concentragdes de
31,25 e 250 ug mL! respectivamente, como mostra a figura 10, embora tal resultado também
ndo tenha se mostrado estatisticamente relevante. Portanto, nenhum dos compostos 5-

arilidenos derivados de acido barbiturico testados mostrou-se citotoxico.

Figura 10. Avaliagdo de citotoxicidade de 5-arilidenos derivados de acido barbiturico pelo

teste de viabilidade de fibroblastos usando o método MTT.
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Legenda: Os dados estdo expressos em médiatdesvio padrdo de absorbancia em 595 nm. Controle: controle
negativo de citotoxicidade (Meio de cultura). As comparagdes foram realizadas com o teste ANOVA oneway
(p=0,05).



81

Nao foram encontrados na literatura outros estudos de citotoxicidade de 5-arilidenos
derivados de acido barbiturico em células de mamiferos ou mesmo em animais, indicando uma
lacuna que ainda precisa ser sanada enquanto se avanca no conhecimento sobre o potencial
bioldgico desses compostos. Todavia, € sempre positivo que triagens iniciais de citotoxicidade
em células de mamiferos resultem negativas quando compostos com atividades bioldgicas
promissoras estdo sendo investigados.

De fato, até mesmo um resultado positivo em um teste de citotoxicidade ndo encerra as
possibilidades de uma molécula enquanto protdtipo para desenvolvimento de um novo
medicamento, tendo em vista que a citotoxicidade pode indicar um potencial antineoplésico
para a molécula em questao, como ¢ o caso dos arilidenos indanonas que tém sido investigados
como agentes anticancerigenos justamente por sua atividade toxica em células de mamiferos

(OZDEMIR et al., 2018).
5.9 ANALISES CONFORMACIONAIS E OTIMIZACAO DE GEOMETRIA

O composto ilustrado na Figura 11 pode assumir varias conformagdes geométricas
distintas por apresentar diversos graus de rotac¢ao nas ligagdes da sua composicao estrutural. Da
combinacdo de quatro substituintes R! e R? da Figura 1 formou-se dez derivados, como foram

apresentados na Tabela 7.

Figura 21. Representacdo da estrutura molecular numerada dos 5-arilidenos barbitaricos.

H2o H19 015

Hz23 18

R'=H, NO,, OH, OCH,
R2: H, NOZ, Cl, OCHg,
OH, CHa, NCH,CH,

Legenda: R': radicais na posi¢io meta. R?: radicais na posi¢do para.
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5.9.1 Analise dos Componentes Principais

5.9.1.1 Bacillus subtilis

Por meio da aplicagdo do método de andlise dos componentes principais, diversas
combinagdes de descritores moleculares foram avaliadas no ambiente R. A configuracido que
se destacou pela clara distingdo entre os compostos ativos e inativos foi a combinagao dos
descritores moleculares eletronicos relacionados a energia do orbital molecular mais alto
ocupado (HOMO, do inglés Highest Occupied Molecular Orbital) e a diferencga de energia entre
o HOMO e o orbital molecular mais baixo desocupado (LUMO) conhecida como GAP (do
inglés Energy Gap). Essa combinacdo especifica de descritores foi capaz de representar até
96,6% do componente principal PC1 da Bacillus subtilis (ATCC 6633).

A Figura 12 exibe as duas primeiras componentes principais, PC1 e PC2, com destaque
para uma linha vertical continua que distingue os derivados azuis (ativos) dos derivados
vermelhos (inativos). Para proporcionar uma representacdo visual mais clara, apenas os

numeros correspondentes aos derivados listados na Tabela 7 estdo em evidéncia.

Figura 12. Grafico de escores representando as moléculas ativas e inativas. (b) Grafico dos

pesos para os descritores que exercem influéncia a atividade da Bacillus subtilis.
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Legenda: HOMO: do inglés Highest Occupied Molecular Orbital); energia do GAP (diferenca entre
HOMO e LUMO (LUMO, do inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital).
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Analisando apenas a PC1 da Figura 11 ¢ possivel separar os compostos em ativos e
inativos. A primeira PC (96.58%) os compostos ativos apresentaram mais valores negativos,
contrastando com os compostos inativos que apresentam valores positivos, na mesma PC1.

Uma outra analise, de interesse estd no grafico da Figura 12, os pesos dos descritores,
que permitiram uma caracterizagdo de tendéncias, entres os descritores moleculares

selecionados a atividade do composto.

Tabela 21. Valores dos descritores moleculares calculadas utilizando o método de DFT
M062X/6-311++G(d,p) e selecionadas pelo PCA perante a Bacillus subtilis (ATCC 6633). As
energias de HOMO e a lacuna de energia (GAP) sao medidas em hartree (Ha).

Derivados Atividade Enomo [Ha] GAP [Ha]
1 Ativa -8.556896 7.025710
2 Ativa -9.190649 7.283402
3 Ativa -9.261671 7.462181
4 Ativa -8.503833 7.253198
5 Ativa -8.210767 6.872782
6 Inativa -7.926408 6.131000
7 Inativa -7.981647 6.754957
8 Ativa -8.289135 6.822985
9 Inativa -7.103263 5.635752
10 Inativa -7.810487 6.275764

As variaveis responsaveis pela separagdo das amostras capazes de distinguir as
moléculas ativas e inativas para o Bacillus subtilis foram somente com descritores eletronicos:
energia de HOMO e lacuna de GAP. Sdo frequentemente utilizados para compreender a
reatividade quimica, estabilidade e outras propriedades relacionadas a estrutura eletronica
moleculares.

Ao combinarmos com o0s seus pesos podemos escrever a Equagao 1,
PC1 = —0.7071GAP + 0.7071 Egomo- (1)

Analisando-se a Equacdo 1 que relaciona as variaveis e coeficientes do componente
principal PC1, a presenga de pesos iguais indica que ambos GAP e Enomo estdo contribuindo

igualmente para o componente principal PC1. O sinal negativo para GAP e positivo para Enomo
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sugere uma relacdo inversa entre esses dois descritores quimicos, no contexto do PC1. Ou seja,
quando um aumenta, o outro tende a diminuir, e vice-versa.

A matriz de correlagdo dos descritores ¢ apresentada na Tabela 12. Esses valores nos
ajudam a medir a relagdo entre as variaveis. Essa relagao pode ser linearmente positiva, quando
temos valores proximos de +1 e linearmente negativa ou inversa, quando temos valores que

tendem a -1.

Tabela 12. Coeficientes de correlagdo de Person entre os descritores eletronicos.
Enomo [Ha] GAP [Ha]
Enomo [Ha] 1 -0.9315
GAP [Ha] -0.9315 1

A correlacdo entre os descritores, selecionados na Figura 11, nos mostram uma forte
correlagdo negativa entre a energia de GAP e a energia do HOMO. Isso significa que, a medida
que o GAP aumenta, a energia do HOMO tende a diminuir, e vice-versa. Em termos mais
simples, a medida que uma dessas propriedades aumenta, a outra tende a diminuir, € vice-versa.
Isso significa que, em termos de variagdo de valores, uma grande parte da informacdo contida

em um desses descritores pode ser explicada pela variagcao no outro.

5.9.1.2 Candida albicans

A Figura 13 mostra as porcentagens relacionadas aos componentes principais € sua
capacidade em explicar a atividade biologica do fungo Candida albicans (ATCC 10231), em
funcdo da porcentagem dos componentes utilizados para separar as moléculas ativas das
inativas. Dos valores presentes nos eixos da Figura 13, a primeira componente principal (PC1)
explica 79,85% da variancia total dos dados, a segunda componente principal (PC2) explica
14,26%, e a terceira componente principal (PC3), embora ndo esteja presente na visualizagdo
devido a escolha de um grafico bidimensional, representa o restante, que equivale a 5,89% da

variancia total.
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Figura 13. Grafico de escores para as moléculas ativas e inativas, (b) Grafico dos pesos para

os descritores que influenciam a atividade do Candida albicans (ATCC 10231).
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Legenda: O.L.: Ordem de ligagio; A: Angulo de ligagio; Carga: Carga do radical.

Na andlise da Figura 13, identificamos as varidveis responsaveis pela separacdo das
amostras, destacando sua capacidade de distinguir moléculas ativas das inativas. Os descritores
selecionados incluem a carga atdbmica CHELPG do elemento 22 (conforme mostrado na Figura
13), a ordem de ligagdo (O.L.) do carbono 12 com os elementos na posi¢cdo 22 nos varios

compostos sintetizados e o dngulo de ligag¢do entre os elementos 9, 8 e 19 (Tabela 13).

Tabela 13. Valores das propriedades geométricas e eletronica calculadas com método de DFT

M062X/6-311++G**(d,p) selecionadas pelo PCA para o Candida albicans (ATCC 10231).

Derivados Atividade Carga22[e] O.L.22 A(9,8,19) [°]
1 Ativa 0.102514 0.9239 111.4113
2 Inativa 0.153015 0.9025 111.4837
3 Ativa 0.704368 0.8978 111.4470
4 Inativa -0.115132 1.0750 111.4827
5 Inativa 0.149239 0.9239 111.4362
6 Inativa -0.403487 1.0306 111.5173
7 Inativa -0.516912 1.0381 111.5677
8 Inativa -0.265089 1.0345 111.4681
9 Inativa -0.259573 1.1780 111.6283
10 Inativa -0.411169 1.0042 111.4970
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A Equagdo 2 estabelece uma relagdo entre os descritores e seus valores de pesos no

componente principal da PC1,
PC1 = —0,5432C,, + 0,604220.L. + 0,58294(9,8,19). (2)

Em analise a Equacao 2, ela fornece uma informagao detalhada de como diferentes
descritores contribuem para a variagdo no componente principal PC1. Nota-se que o coeficiente
negativo associado a C,, sugere uma relagdo inversa com PC1. A carga atdmica mais elevada
no atomo 22 estd associada a uma diminuicdo em PCI. Isso pode indicar que moléculas com
cargas mais baixas neste atomo contribuem positivamente para PC1, e vice-versa.

A ordem de ligacdo (O.L.) entre o carbono 12 e o elemento 22 tem um coeficiente
positivo, que indica um aumento na ordem de ligagao esta relacionado a um aumento em PCI.
Isso sugere que ligagdes mais fortes ou de ordem superior entre o carbono 12 e o elemento 22
contribuem positivamente para PCI.

J4 o angulo de ligacdo A(9,8,19) entre os elementos 9, 8 e 19 possuem um coeficiente
positivo associado ao angulo A(9,8,19) indica que um aumento nesse angulo esta associado a
um aumento em PC1. Isso sugere que determinados arranjos geométricos especificos entre os

elementos 9, 8 € 19 contribuem positivamente para a variagdo observada em PC1.

Tabela 14. Coeficientes de correlacdo entre os descritores carga 22, angulos A; e A,, tor¢ao T;

e ordem de ligagdo O.L. 24.

Carga22[e] O.L.22 A(9,8,19) [°]
Carga22[e] | 0.6809 -0.5945
O.L.22 -0.6809 1 0.8117
A©9,8,19)[°]  -0.5945 0.8117 1

A matriz de correlagdo de Pearson desses descritores € apresentada na Tabela 14. A
correlagdo negativa entre os descritores carga 22 e O.L. sugere uma relagdo inversa entre a
carga do atomo 22 e a ordem de ligacao 22. Isso significa que, em geral, conforme a carga do
atomo 22 aumenta, a ordem de ligagdo 22 tende a diminuir, e vice-versa. Por outro lado, a carga
22" e "A21-A(9,8,19) tem correlag@o positiva e sugere uma relacdo direta entre eles. Em geral,

conforme a ordem de ligagao 22 aumenta, o angulo também tende a aumentar, e vice-versa.
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5.9.1.3 Escherichia coli

A Figura 14 apresenta as porcentagens dos componentes principais e sua contribui¢ao
para elucidar a atividade biologica da bactéria Escherichia coli (ATCC 25312), com base na
propor¢ao de cada componente utilizada para diferenciar as moléculas ativas das inativas.

Na analise da Figura 14, identificamos as varidveis-chave responsaveis pela separacao
das amostras, ressaltando sua capacidade de distinguir moléculas ativas de inativas. Os
descritores escolhidos compreendem a carga atdmica CHELPG do elemento 22 (conforme
ilustrado na Figura 1), a ordem de ligagdo (O.L. 22) entre o carbono 12 e os elementos na
posicdo 22 nos compostos sintetizados, e a ordem de ligacdo (O.L. 17) entre os carbonos 10 e

11. Os valores numéricos desses descritores estdo detalhados na Tabela 15.

Figura 14. Grafico de escores para as moléculas ativas e inativas, (b) Grafico dos pesos para

os descritores que influenciam a atividade da E. coli.
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Legenda: HOMO: do inglés Highest Occupied Molecular Orbital); LUMO: a energia do orbital
molecular mais baixo desocupado; (LUMO, do inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital); energia
do GAP (diferenga entre HOMO e LUMO).
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Tabela 15. Valores das propriedades geométricas e eletronica calculadas com método de DFT

MO062X/6-311++G**(d,p) selecionadas pelo PCA para a E. Coli.

Derivados Atividade Carga22[e] O.L.22 O.L. 17
1 Inativo 0.4823 -0.0508 -0.7301
2 Ativo 2.0663 -0.7302 0.4070
3 Ativo 1.3039 -0.8687 -0.4026
4 Inativo -1.1168 0.9215 0.1388
5 Ativo 1.4659 1.7858 0.3308
6 Inativo 0.1443 -1.0386 0.5280
7 Inativo -0.7946 1.0967 -0.1112
8 Inativa -0.7848 -0.1386 -0.2393
9 Inativo -2.5206 -0.7693 0.2756
10 Inativo -0.2459 -0.2076 -0.1968

A Equacdo 3 apresenta a relacdo entre os descritores € seus respectivos pesos no

componente principal PCI,
PC1 = —0.4044 E; yp0 — 0.6897 O.L.22 — 0.6005 O.L.17. 3)

Na analise da Equacdo 3, ela revela como os diferentes descritores influenciam o
componente principal PC1. O coeficiente negativo para Ej ;o indica uma relagdo inversa com
PC1. A ordem de ligacdo entre o carbono 12 e o elemento 22 apresenta um coeficiente negativo,
sugerindo que uma diminui¢do na ordem de ligacao estd associada a um aumento em PC1. Isso
significa que ligacdes mais fortes ou de maior ordem entre o carbono 12 e o elemento 22
contribuem positivamente para PC1. A mesma relagdo ¢ observada para o terceiro descritor,
O.L. 17, entre os carbonos 10 e 11, onde uma reducio na ordem de ligacdo esté relacionada a

um aumento em PC1.

Tabela 16. Coeficientes de correlagdo entre os descritores energia de LUMO, e as ordens de

ligacdo 22 e 17.

E_LUMO O.L. 22 O.L.17
E_LUMO 1 0.4597 0.0917
O.L. 22 0.4597 1 0.7474

O.L. 17 0.0917 0.8117 1
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A matriz de correlagdo de Pearson desses descritores ¢ apresentada na Tabela 16. O
coeficiente de correlagdo entre E; ;0 € O.L. 22 € de aproximadamente 0.4597, o que indica
uma correlacdo moderada positiva. Isso sugere que hd uma relacdo moderada entre ambos
termos. Se a E; ;0 aumentar, a ordem de ligagdo entre esses atomos também tende a aumentar,
e vice-versa, mas essa relagdo nao ¢ muito forte. J4 o coeficiente de correlacao entre E; o €
O.L. 17 ¢ de aproximadamente 0.0917, indicando uma correlagao fraca. Isso sugere que nao ha
uma relagdo significativa entre a E; ;o € a ordem de ligagdo entre os atomos 10 e 11. A
variagdo em uma varidvel ndo parece estar fortemente associada a variagdo na outra. Por outro
lado, o coeficiente de correlacdo entre ordens de ligagdo ¢ de aproximadamente 0.7474,
indicando uma correlacdo forte e positiva. Isso sugere que ha uma relagdo forte entre a ordem
de ligagdo, um aumento na ordem de ligagdo entre um par de dtomos estd associado a um

aumento correspondente na ordem de ligagdo entre o outro par de dtomos.
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6 CONCLUSAO

A sintese organica mostrou-se uma ferramenta pratica e barata para producao de
compostos quimicos voltados para a avaliagdo de potenciais propriedades bioldgicas, um dos
primeiros passos dentro do longo e complexo processo de obtengdo de novas moléculas
candidatas a fArmacos.

Aqui, a metodologia de sintese organica adotada propds uma revitalizacao da cléssica
reacdo de condensacdo de Knoevanagel modernizada pela sua adequacdo aos postulados da
quimica verde, o que pode ser obtido gracas ao uso da enzima sintética polietilenoimina
suportada em liquido i6nico (PEI-LI) como catalisador. Adicionalmente, o processo de
otimizagdo das condi¢des reacionais mostrou-se eficiente, permitindo ajustar as condi¢des
ideais para sintese de 5-arilidenos barbituricos. Todavia, os processos de purificagdo e
caracterizacdo apresentaram-se mais desafiadores, diante da dificuldade de se retirar o reagente
acido barbittrico de alguns dos produtos finais gerados, haja vista terem mostrado perfil de
solubilidade muito semelhantes e restritos.

Quando avaliadas as propriedades biologicas dos 10 compostos 5-arilidenos
barbituricos gerados, ficou evidente o potencial promissor dessas moléculas, especialmente do
composto nitrado, o derivado (3) (5-(2-hidroxi)benzilideno de ac. barbiturico), que apresentou
atividade bactericida de espectro ampliado tanto contra a bactéria gram-negativa E. coli , como
contra o bacilo gram-positivo B. subtilis e dos derivados 1 (5-benzilideno de 4c. barbiturico) e
5 (5-(3-nitro)benzilideno de ac. barbitirico), que no teste de atividade antioxidante,
apresentaram ag¢ao antioxidante e ICso semelhantes as do controle positivo quercetina na maior
concentragdo testada (400 pg mL'), bem como atividade antifiingica moderada contra a
levedura C. albicans. Ademais, o ensaio de citotoxicidade com os compostos mostrou que ndo
apresentam, numa primeira abordagem, toxicidade significativa contra células de mamiferos, o
que mesmo preliminar, ¢ um dado sempre positivo em moléculas com atividade biologica
presente e possibilidade de avangcarem no processo de selecdo de moléculas lideres para
desenvolvimento de novos farmacos.

O estudo tedrico estrutura-atividade utilizando calculos de mecanica quantica molecular
realizados usando a teoria do funcional da densidade, por meio do funcional de troca e
correlacdo hibrido M062X e utilizando dos conjuntos de base 6-311++G(d,p) se mostrou eficaz
na descrigdo qualitativa quanto aos descritores geométricos e eletronicos dos compostos em

questdo. Essa analise por PCA permitiu identificar os descritores que mais contribuiram para a
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compreensdo dos dados. De tal forma, mostrou que foi possivel separar as estruturas em dois
grupos, a partir dos descritores selecionados, separando-as em dois grupos distintos, as
moléculas ativas e inativas frente as bactérias Bacillus subtilis e a Escherichia coli e o fungo
Candida albicans.

Diante dos resultados promissores obtidos e cientes da escassez de estudos voltados para
investigacao das propriedades biologicas dos compostos 5-arilidenos barbituricos, acredita-se
que bons frutos poderdo advir de futuras pesquisas voltadas para investigacdo de outras
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas desses compostos, sem esquecer dos estudos voltados

para investiga¢do toxicologica dos 5-arilidenos barbituricos, especialmente em mamiferos.
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APENDICES

APENDICE 1 - Espectroscopia em inframervelho dos derivados 5-arilidenos barbituricos.

Espectro em infravermelho do composto 5-benzilideno de acido barbiturico.
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Espectro em infravermelho do composto 5-(3-nitro)benzilideno de acido barbiturico.

70
60 -

50 - )
ON = NH

0¥ .\'/L\“‘o

899
730

40 -

1243
]

30

3442
3079

Transmitancia (%)
3388

20

1530

[1358

10

1727
1695

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)



104

Espectro em infravermelho do composto 5-(4-nitro)benzilideno de acido barbiturico.

80 -
70
60
X 50~ S
© = 0
= ©
S 404 RS
S 3 = NH
& < IS
2 30 N = OIN 0 X/&D
© 3 o i
20 - -~
O
<
o 2
10 - @
>
©
0 |‘_

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)



Espectro em infravermelho do composto 5-(4-cloro)benzilideno de 4cido barbitirico.
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Espectro em infravermelho do composto 5-(2-hidroxi)benzilideno de acido barbiturico.
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Espectro em infravermelho do composto 5-(4-metoxi)benzilideno de acido barbiturico.
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Espectro em infravermelho do composto 5-(3-metoxi-4-hidroxi)benzilideno de acido barbiturico.
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Espectro em infravermelho do composto 5-(4-metil)benzilideno de 4cido barbittrico.

Transmitancia (%)
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Espectro em infravermelho do composto 5-(4-dimetilamino)benzilideno de acido barbiturico.

Transmitancia (%)
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Espectro em infravermelho do composto 5-(1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido)benzilideno de acido barbiturico.
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APENDICE 2 — Espectros por RMN 'H e '3C dos derivados 5-arilidenos barbituricos.

Normalized Intensity
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Espectro de RMN '3C do composto 5-benzilideno de acido barbittirico (DMSO-d6, 500 MHz). O
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Espectro de RMN 'H do composto 5-(3-nitro)benzilideno de 4cido barbitarico (DMSO-d6, 500 MHz). 0
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Espectro de RMN '3C do composto 5-(3-nitro)benzilideno de 4cido barbitirico (DMSO-d6, 500 MHz). 0N
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Espectro de RMN 'H do composto 5-(4-nitro)benzilideno de 4cido barbitarico (DMSO-d6, 500 MHz).
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Espectro de RMN '3C do composto 5-(4-nitro)benzilideno de 4cido barbitirico (DMSO-d6, 500 MHz).
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Espectro de RMN 'H do composto 5-(4-cloro)benzilideno de 4cido barbitirico (DMSO-d6, 500 MHz).
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Espectro de RMN '3C do composto 5-(4-cloro)benzilideno de acido barbittirico (DMSO-d6, 500 MHz). O
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Espectro de RMN 'H do composto 5-(2-hidroxi)benzilideno de 4cido barbitirico (DMSO-d6, 500 MHz). 0
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]
Espectro de RMN '3C do composto 5-(2-hidroxi)benzilideno de acido barbitiirico (DMSO-d6, 500 MHz).
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Espectro de RMN 'H do composto 5-(4-metoxi)benzilideno de 4cido barbitirico (DMSO-d6, 500 MHz).

Normalized Intensity
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Espectro de RMN 3C do composto 5-(4-metoxi)benzilideno de acido barbittirico (DMSO-d6, 500 MHz).
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Espectro de RMN 'H do composto 5-(3-metoxi-4-hidroxi)benzilideno de 4cido barbitiirico (DMSO-d6, 500 MHz). O
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Espectro de RMN '3C do composto 5-(3-metoxi-4-hidroxi)benzilideno de acido barbitirico (DMSO-d6, 500 MHz).
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Espectro de RMN 'H do composto 5-(4-metil)benzilideno de acido barbitiirico (DMSO-d6, 500 MHz).

Normalized Intensity

o
-

o
a

o
o

o
o

o
o

o
o

o
o

o
o

o
o

o
o

o
o

o

Chemical Shift (ppm)

15 F |
0
9
83
7—; f5e)
63
53

‘; DMSO-d6
43 |

3 2
34 & o~

3 N
24 ol P % T 53

3 =|¥ T|8R |5
14 N ~ I~

3 L

A

3 — —

0.950.93 0.94 0.920.92 0.92 3.00
[ I I I R (- (I
12 11 10 8 7 6 5 4 2

0
== NH
0 }C/J*o
H

126



Espectro de RMN '3C do composto 5-(4-metil)benzilideno de acido barbittirico (DMSO-d6, 500 MHz).
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Espectro de RMN 'H do composto 5-(4-dimetilamino)benzilideno de 4cido barbitarico (DMSO-d6, 500 MHz).

Normalized Intensity
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Espectro de RMN '3C do composto 5-(4-dimetilamino)benzilideno de acido barbitiirico (DMSO-d6, 500 MHz).
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Espectro de RMN 'H do composto 5-(1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido)benzilideno de 4cido barbitirico (DMSO-d6, 500 MHz).

Normalized Intensity
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Espectro de RMN '3C do composto 5-(1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido)benzilideno de acido barbittirico (DMSO-d6, 500 MHz). O
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The synthesis of S-arylidenc barbi has been extensively doc d gh various
methodologics. In this study, we synthesized ten derivatives of barbiturate 5-arylidenes using an
optimized Knoevenagel reaction catalyzed by a synthetic enzyme supported in chloride ionic
liquids, achieving satisfactory yields ranging from 68 o 97%. Upon evaluating the biological
properties of these ten compounds. derivative 12 (5-(2-hydroxy)benzylidene of acid barbituric),
a nitro compound, exhibited broad-sp bactericidal activity against both the Gram-negative
bacterium Escherichia coli and the Gram-positive bacillus Bacillus subtilis. Furthermore, it
demc d moderate fungistatic activity against Candida albicans. Additionally, derivatives 10
(5-benzylidene of acid barbituric) and 11 (5-(3-nitro) benzylidene of acid barbituric) displayed

idant activity comparable to that of the positive control quercetin, albeit only at the highest
concentration tested (400 pg mL7). This study integrates hemistry calculations with
multivariate statistical methods, specifically principal component analysis. to correlate theoretical
descriptors with the antibacterial and fungicidal activitics of the compounds. In conclusion, given
the promising outcomes of this investigation and recognizing the scarcity of studies delving into
the biological properties of 5-arylidene barbiturate compounds, it is suggested that future rescarch
should explore other biological and pharmacological aspects of these compounds.

Keywords: catalysis, polictilenoamine, ionic liquids. antibacterial, SAR, quantum chemistry
calculations
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