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Resumo

Sintese de acidos e ésteres fosfonicos e avaliagcdo das suas propriedades

antioxidante e antimicrobiana

Neste trabalho, procedeu-se a sintese de &cidos e ésteres fosfonicos, bem como a

avaliacdo de algumas das suas propriedades biologicas.

Foi possivel sintetizar os acidos fosfonicos LMA1, LMA2, LMA3 e LM12, os ésteres

fosfonicos LMC2 e LMC7 e um composto com estes dois grupos funcionais (LM25).

Foram avaliadas as propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e antibacteriana
dos compostos sintetizados, bem como de outros derivados fosfonicos que foram
cedidos por membros do grupo de trabalho (AL1, F257, F294 e GABA-BP).

Os compostos em estudo apresentaram diferengcas no potencial antioxidante, tendo
sido o composto F257 o que apresentou maior capacidade antioxidante pelos

métodos do radical DPPH e do B-caroteno/acido linoleico.

Os derivados &cidos fosfénicos apresentaram elevado potencial anti-inflamatério,
com valores de capacidade de inibicdo da desnaturacdo da albumina superiores a

90%, na concentracdo de 125 pg/mL.

Os derivados fosfonicos em estudo apresentaram também atividade antibacteriana,
com capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano de diferentes estirpes

Gram-positivas e Gram-negativas.

Palavras chave: Acidos fosfonicos, Esteres fosfonicos, atividade antioxidante,

atividade anti-inflamatoria, atividade antimicrobiana.






Abstract

Synthesis of phosphonic acid and esters and evaluation of their antioxidant

and antimicrobial properties.

In this work, it was carried out the synthesis of phosphonic acids and esters as well

as the evaluation of some of their biological properties.

It was possible to synthesize the phosphonic acids LMA1, LMA2, LMA3 and LM12,
phosphonic esters and LMC2 LMC7 and a compound having these two functional
groups (LM25).

Antioxidant properties, anti-inflammatory and antibacterial activity were evaluated
for the synthesized compounds, as well as for other assigned phosphonic
derivatives (AL1, F257, F294 and GABA-BP).

The compounds under study showed differences in antioxidant potential, and F257
compound showed higher antioxidant activity in the of DPPH and B-carotene/linoleic

acid methods.

Phosphonic acid derivatives showed a high anti-inflammatory potential on the
inhibition of albumin denaturation at the concentration of 125 pg /mL, with inhibition
values higher than 90%.

Phosphonic derivatives used in this study also showed antimicrobial potential,
reveling ability to inhibit bacterial growth of diverse Gram-positive and Gram-

negative strains.

Keywords: phosphonic acids, phosphonic esters, antioxidant activity, anti-

inflammatory activity, antimicrobial activity
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Sintese de acidos e ésteres fosfénicos e avaliacdo das suas propriedades antioxidante e antimicrobiana

1. Problematica

Estes compostos tém diversas aplicacbes terapéuticas, principalmente
aplicacOes relacionadas com as doengas do metabolismo mineral do osso e tém
sido também avaliados para a sua potencial utilizacdo em outras aplicacdes
terapéuticas, como por exemplo, no tratamento de certos tipos de doencas
oncoldgicas.

Face a importancia das suas cadeias laterais no estabelecimento da sua
atividade bioldgica, a modificacdo da estrutura permite obter novos compostos com
diferentes propriedades. Assim, torna-se importante o desenvolvimento de novos
estudos, de modo a observar como a alteracdo da estrutura das cadeias laterais
podera influenciar diversos tipos de propriedades destes mesmos compostos,
como por exemplo propriedades antioxidantes, antibacterianas e o seu potencial
anti-inflamatério.

Neste trabalho pretende-se preparar e caraterizar diversos acidos e ésteres
mono- e bisfosfonicos, contendo cadeias laterais hidrocarbo e hétero-aromaticas, e
avaliar algumas das suas potenciais propriedades biolégicas, designadamente as

suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e  antimicrobianas













Sintese de acidos e ésteres fosfénicos e avaliacdo das suas propriedades antioxidante e antimicrobiana

2.0Objetivos

2.10bjetivo geral

Este trabalho teve como principal objetivo proceder a sintese de 4cidos e
ésteres fosfonicos, bem como avaliar das suas propriedades antibacterianas, anti-

inflamatorias e antioxidantes.

2.20bjetivos especificos

e Sintetizar acidos e ésteres fosfonicos.

e Caraterizar espectroscopicamente dos compostos sintetizados.

e Determinar a concentragdo minima inibitoria de crescimento microbiano para

0S compostos sintetizados.

e Determinar a atividade antioxidante dos compostos fosfénicos através de
trés métodos com mecanismos de acao diferenciados, nomeadamente:
* Método do radical DPPH,
» Avaliacdo do poder redutor total,

+ Sistema B-caroteno/acido linoleico.

e Avaliar o potencial anti-inflamatério dos compostos fosfonicos através da

capacidade de inibicdo da desnaturacdo da albumina.
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3.Introducéao

3.1 Bisfosfonatos

Os bisfosfonatos sdo uma classe importante de compostos na farmacologia.
Estes compostos sdo analogos do pirofosfato inorganico (PPi) em que a ligacédo P-
O-P foi substituida por uma ligacao P-C-P nao hidrolisavel. Os bisfosfonatos fazem
parte de um grupo de compostos que possuem dois grupos fosfonatos ligados ao
mesmo atomo de carbono. A estrutura P-C-P permite uma maior estabilidade e
uma maior variedade estrutural, devido a um numero maior de variacbes de
ligagbes, quer alterando duas cadeias laterais no carbono ou por esterificagéo dos
grupos fosfatos (Russell, 2011)(Jaiman & Hafez, 2013).

Os bisfosfonatos tém duas cadeias laterais na sua estrutura. Estas séo
denominadas R1 e R2, respetivamente, e estdo ligados ao &tomo de carbono
central (Figura 1). A presenca destas cadeias laterais permite a introdugéo de
numerosas substituicdes, e levou a sintese de um grande namero de compostos
com propriedades diferentes. Em geral, uma substituicdo hidroxilo em R1 aumenta
a afinidade dos BPs para os cristais de célcio, enquanto que a presenca de um
atomo de azoto em R2 aumenta a sua poténcia e determina o mecanismo de acao.
(Galezowska & Gumienna-Kontecka, 2012)(Russell, 2011).
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Figura 1- Estrutura quimica do bisfosfonato e pirosfosfato (adaptado de (Zhang &
Uludag, 2007)
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Os bisfosfonatos tém desempenhado um papel importante na terapia
metabdlica em doencas Osseas, tais como a doenca de Paget, hipercalcemia e
ostellise associada a tumores, devido a sua capacidade para inibir a perda 0ssea.

Tal deve-se a sua capacidade de quelar iGes Ca?* (Papapoulos, 2008).

3.2 Acéo dos bisfosfonatos

Estes compostos tém demonstrado atividade anticancerigena contra uma
ampla variedade de células tumorais in vitro. A poténcia de varios bisfosfonatos
contendo azoto (N-BPs) para inibir e aumentar a apoptose de células de cancro foi
demonstrada em cancros da mama, da prOstata, do ovario, da bexiga, no
hepatoma, no osteossarcoma, na leucemia, no melanoma bem como em células de
mieloma. O principal mecanismo através do qual os N-BPs induzem a apoptose
parece ser através da via do mevalonato, inibindo a farnesilpirofosfatase (FPPase)
(Figura 2). Os BPs promovem a dissolugdo de cristais de hidroxiapatite e a
calcificacdo de tecidos, no entanto ao contrario dos seus analogos nao sao clivados

pela pirofosfatase (Papapoulos, 2008)(Coleman & McCloskey, 2011).

A atividade biologica dos BPs depende em grande parte das propriedades
quelantes do Ca?* dos dois grupos presentes na sua estrutura. O célcio é utilizado
no organismo para a sinalizacao celular, este ido é sequestrado em organelos

celulares e é utilizado para ativacéo das células.

A manutencédo da concentracdo do gradiente do célcio entre o citoplasma e os
organelos é crucial para a sobrevivéncia de células homeostaticas o qual é
regulado através de varios mecanismos. Um sinal de Ca?* descontrolado pode
alterar a secrecdo, a atividade da proteina, a apoptose e outros processos criticos
para a sobrevivéncia da célula (Rogers, Crockett, Coxon, & Monkkénen, 2011).

Existem varios tipos de bisfosfonatos, sendo que os bisfosfonatos contendo
azoto (N-BP) sdo os mais usados no tratamento de doencas Osseas. Estes séo
varias vezes mais potentes na inibicdo da reabsorcdo 6ssea do que os BPs nédo
azotados. Estes compostos atuam na via do mevalonato inibindo a enzima farnesil-

difosfato-sintase (FPP sintase), esgotando assim os lipidos isoprendides e
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difosfatos geranilgeranilo, os quais sdo necessarios para a prenilacao de proteinas

G, as quais incluem as GTPases tais como Ras e Rho (Rogers et al., 2011).
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Figura 2- Via do mevalonato e locais de a¢ao dos bisfosfonatos azotados
(adaptado de (Stresing & Clézardin, 2007))

As prenilases sao proteinas de sinalizacdo que regulam uma grande variedade
de processos celulares essenciais para a normal atividade e sobrevivéncia celular,
tendo também um papel central em alguns tipos de cancro. Como inibidores de
reabsorgcdo 6ssea, os bisfosfonatos véo atuar ao nivel destas proteinas, pelo que
em anos recentes tém-se tornado o tratamento padrdo para pacientes com
doencas Osseas induzidas por cancro (Ohba et al., 2014)(Clézardin, Benzaid, &
Croucher, 2011).
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3.3 Farmacocinética e farmacodinamica dos bisfosfonatos

A principal desvantagem dos bisfosfonatos que contém azoto é a sua elevada
hidrofilia e polaridade, pelo que muitos bisfosfonatos apresentam pouca
permeabilidade membranar para as células tumorais e outras células (Coleman &
McCloskey, 2011).

A captacdo e ligagdo ao mineral 60sseo € determinada pela presenca dos
grupos fosfonicos, enquanto os substituintes ligados a uma por¢cdo P-C-P séo
considerados essenciais para garantir a poténcia anti-absorvente satisfatoria.
Assim, pequenas alteracdes nos substituintes do radical P-C-P podem influenciar
as propriedades de reabsor¢cdo (Soto & Chiappe Barbara, 2014)(Jaiman et al.,
2013).

Outra consequéncia da elevada hidrofilia dos bisfosfonatos azotados é a sua
estabilidade metabdlica, pelo que estes compostos ndo sdo metabolizados pelo
CYP450 ou enzimas do metabolismo de fase |, e sdo principalmente eliminados
inalterados na urina. Por um lado, um extenso metabolismo de um farmaco pode
por em risco a sua atividade farmacologica; por outro lado, quando os farmacos
sdo substratos para os enzimas do CYP450, os efeitos farmacoldgicos e de
toxicidade podem ser modulados por modificagBes sintéticas (Miller, 2011)(Ohba
et al., 2014).

Estes tipos de compostos fosfénicos podem apresentar por vezes efeitos
adversos, uma vez que a quantidade administrada que € necessaria para estes
surtirem o efeito desejado € muito elevado. Os bisfosfonatos administrados por via
oral podem ter efeitos adversos no trato gastrointestinal, tais como ulceracdo no
es6fago, estdbmago e duodeno. Também é possivel observar casos extremos em
que os efeitos adversos podem causar osteonecrose da mandibula. Assim o
melhoramento das propriedades farmacocinéticas pode ser considerado como uma
estratégia terapéutica valiosa para obtencdo de uma nova forma de farmacos mais
seguros(Ebetino et al., 2011)(Stresing et al., 2007)(Galezowska & Gumienna-

Kontecka, 2012).
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Os bisfosfonatos sé@o absorvidos pelo esqueleto, principalmente nos locais
ativos de remodelacdo, e ligam-se fortemente ao célcio. Estudos anteriores
mostraram que a presenca do grupo OH em R1 aumenta a ligacao de bisfosfonatos
para o mineral 6sseo independentemente da estrutura de substituicbes em R2. Em
contraste, os bisfosfonatos em que falta uma substituicio em R1, ou compostos
com outros grupos, tais como Cl ou H, que fornecem a ligagdo bidentada para
cristais de célcio, tém afinidades de ligacdo mais baixas (Figura 3) (Rogers et al.,
2011)(Clézardin et al., 2011).

Local de reabsorgdo

TRV N

Osso

Figura 3- Representacdo da ligacdo entre os bisfosfonatos e 0 0sso (adaptado de
(Giger & Leroux, 2013)

Os bisfosfonatos sao absorvidos preferencialmente pelo esqueleto e diminuem
a reabsorcao 0ssea dos osteoclastos. O esqueleto apresenta grande capacidade
de reter bisfosfonatos e néo parece existir indicacao para a saturacéo dos locais de

ligacdo usando as doses normalmente utilizadas no tratamento da osteoporose.




Sintese de acidos e ésteres fosfénicos e avaliacdo das suas propriedades antioxidante e antimicrobiana

Devido a sua capacidade de inibirem a reabsorcéo 6ssea dos osteoclastos, estes
compostos diminuem a velocidade de reabsorgdo e rotatividade, levando
consequentemente ao aumento da densidade mineral dos ossos podendo levar a

um aumento da reducéo de fraturas e a um melhoramento da estrutura 0ssea.

A guantidade de bisfosfonatos absorvidos pelo esqueleto depende da funcéo
renal, da taxa de remodelacédo Ossea e da afinidade do bisfosfonatos para o 0sso
mineral. A capacidade do esqueleto para reter bisfosfonatos é elevada, pois a dose
utilizada no tratamento para doencas 0sseas € demasiado baixa para saturar os

locais de ligacdo ao esqueleto (Cremers & Papapoulos, 2011)(Papapoulos, 2008)

No que respeita a eliminacdo dos bisfosfonatos do corpo, o tempo de meia vida
é drasticamente influenciado pela sua estrutura e pelo tipo de técnicas analiticas e
farmacocinéticas utilizadas no estudo, pelo que este vai variar de bisfosfonatos
para bisfosfonatos. Ap6s a remodelacdo 6ssea, os bisfosfonatos incorporados no
0sso vao ser libertados a partir de cristais de hidroxipatite. O destino destes
compostos libertados € incerto sendo desconhecido até que ponto estes
bisfosfonatos libertados podem ser novamente ativos (Cremers & Papapoulos,
2011)(Papapoulos, 2008).

Estudos mostram que durante os primeiros meses do tratamento com
bisfosfonatos ocorre um novo estado de equilibrio entre a reabsorcdo 6ssea e a

formacéo Ossea e este equilibrio leva ao aumento da mineralizacao primaria.

O efeito farmacolégico dos bisfosfonatos esta relacionada com a sua ligagéo ao
mineral 0sseo e os seus efeitos bioquimicos sobre células, predominantemente
osteoclastos. Os osteoclastos destroem 0s 0SS0S por um processo chamado
reabsorcdo 6ssea, depois da sua acumulacdo em tecidos 6sseos, os bisfosfonatos
sdo entregues por osteoclastos num mecanismo de libertacdo especifico (Figura 4)
(Cremers & Papapoulos, 2011)(Papapoulos, 2008).
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Figura 4- Incorporacéo dos bisfosfonatos na matriz 6ssea e reabsorcao dos
bisfosfonatos por parte dos osteoclastos e sua consequente apoptose (adaptado de
(Ohba et al., 2014)

Os bisfosfonatos, apesar de serem absorvidos através do trato gastrointestinal,
exibem uma biodisponibilidade oral média entre 1 a 3%, onde podem formar

complexos que sdo menos suscetiveis de serem absorvidos (Miller, 2011).

Neste momento existem varios estudos que se focam sobre diferentes vias de
administracdo com o intuito de melhorar a sua biodisponibilidade como por
exemplo a via pulmonar, intranasal e transdérmica. Estas vias de administracdo ao
serem implementadas em modelos animais mostraram que a biodisponibilidade
aumenta exponencialmente, podendo chegar a ser vinte cinco vezes superior do
que se fosse administrado oralmente. Apesar do uso destas vias cumprir 0 seu
objetivo de aumentar a biodisponibilidade também pode ter efeitos colaterais tal

como ao aumento da toxicidade local (Miller, 2011).

Estes compostos sao eliminados em grande parte pelo rim sem sofrerem
qualguer metabolizacdo e em pequena parte pela bilis. Os bisfosfonatos séo
transportados passivamente através do fluxo sanguineo até ao rim e o restante €

distribuido para os ossos podendo se acumular ou ser libertado durante a

11
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reabsorcdo O0ssea. A depuracao renal de bisfosfonatos € conseguido pela filtracéo

glomerular, bem como a excrec¢ao tubular ativa (Miller, 2011).

A excrecdo de bisfosfonatos administrados por via intravenosa é multifasica,
ocorrendo primeiro uma eliminagéo rapida a partir do sangue, seguido de uma fase

mais longa, com uma meia-vida de eliminacao final de diversos dias (Miller, 2011).

Na Figura 5 apresentam-se as principais vias de excrecdo dos bisfosfonatos
pelo organismo.

Sistema
Gastro-
intestinal

Epitelio intestinal

Rim <% 0sso
..

o.'. .o. L2

\d . 04% 06%
.. -
Ny A
>l g Sangue

«- Bifosfonato

Celula renal tubular Osteoclasto

Figura 5- Principais vias de excrecao do bisfosfonatos ( adaptado de Miller, 2011)

3.4 Atividade antioxidante

Os antioxidantes podem ser divididos em antioxidantes primarios e
secundarios, dependendo do seu mecanismo de acgdo. O primeiro reage com
radicais de peroxido lipidico para converté-los em produtos estaveis. Os
antioxidantes secundarios, tais como sequestradores de oxigénio, impedem a
formacdo de radicais, pelo que podem diminuir 0 numero de reacdes em cadeia
gue os oxidantes provocam (Sharma & Bhat, 2009)(Jiménez & Barroso, 2014).

12



Sintese de acidos e ésteres fosfénicos e avaliacdo das suas propriedades antioxidante e antimicrobiana

A atividade antioxidante ndo deve ser determinada com base num Unico
meétodo, pelo que na pratica sdo usados diversos ensaios in vitro para avaliar a

capacidade antioxidante de compostos (Dombrecht et al., 2004).

Um desses mecanismos, relacionado com a capacidade de sequestracédo de
radiais livres, € avaliado pelo método radical de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil),
€ um dos mais amplamente utilizados para a determinacdo da atividade
antioxidante. Este método baseia-se numa avaliacdo do consumo do radical DPPH
por um composto antioxidante (Sharma & Bhat, 2009; Dombrecht et al., 2004).

3.3 Atividade anti-inflamatéria

A inflamacéo pode ser definida como uma reagdo do organismo a um estimulo
nocivo, como por exemplo agentes patogénicos ou lesfes. A inflamacao pode ser
considerada como um mecanismo do sistema imunitario inato, uma vez que esta é
uma resposta ndo especifica do organismo a uma agressao nos tecidos. A principal
funcdo da inflamacéo € a reparacéo dos tecidos e a eliminagéo da dor.

Apés o estimulo nocivo nos tecidos ocorre um aumento da irrigacao sanguinea,
de seguida ocorre o aumento da producdo de mediadores inflamatorios, que
promovem o0 aumento da permeabilidade capilar. ApOs esses aumentos de
permeabilidade vao ser atraidos até ao local de acdo macrofagos e neutrofilos para
realizarem a fagocitose do estimulo nocivo que provocou a inflamacgéo
(Govindappa, & Raghavendra, 2011)(Akinwunmi & Oyedapo, 2015).

A inflamacéo ocorre devido a libertagdo de mediadores inflamatérios, incluindo
as prostaglandinas, as quais sdo sintetizadas pelos enzimas ciclooxigenases
(COX). No combate a inflamacdo sdo utilizados mais frequentemente anti-
inflamatorios ndo esteroides (AINES), os quais inibem as ciclooxigenases (COX1 e
COX 2) impedindo a sintese de prostaglandinas (Figura 6).
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Figura 6- Mecanismos de acao de dois tipos de cicloxigenases, COX-1 e COX-2
(adaptado de (Ndoye Foe et al., 2016)

Um dos métodos utilizados para a determinacao da atividade anti-inflamatéria é
0 método da inibicdo da desnaturacdo da albumina, o qual baseia-se na aplicacédo
de calor para levar a albumina a desnaturacdo. A albumina € uma proteina
intrinseca que constitui cerca de 70% das proteinas do plasma sanguineo
(Govindappa et al., 2011). Esta desempenha muitas fungbes importantes no
sangue, incluindo a manutencdo da pressao osmotica, ligacdo e transporte de
varias substancias como hormonas e farmacos e neutralizacédo de radicais livres. A
desnaturacao ocorre quando a proteina perde sua estrutura secundaria ou terciaria,
ou seja, ocorre a perda da sua estrutura tridimensional, fazendo com que perca a
sua atividade biolégica. Assim, usando o calor como fonte de desnaturacdo da
albumina, € possivel determinar se 0 composto a analisar apresenta capacidade

anti-inflamatéria (Govindappa et al., 2011)(Akinwunmi & Oyedapo, 2015).

3.4 Atividade antibacteriana

A utilizacdo em excesso de antibioticos nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento tem levado a um aumento da resisténcia a farmacos por parte de
microrganismos patogénicos. Com esta preocupag¢do em mente, estes mesmos

paises tém vindo a desenvolver varias pesquisas direcionadas ao desenvolvimento
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de novos agentes antimicrobianos, quer sejam provenientes de produtos naturais
ou desenvolvidos sinteticamente. Um agente antibacteriano pode ser definido como
uma substancia com capacidade para eliminar as bactérias ou suprimir 0 seu
crescimento, bem como a sua capacidade de reproducdo. Estes agentes podem
ser ou bactericidas, com capacidade para erradicar as estirpes bacterianas, ou
bacteriostaticos, ou seja, impedem o desenvolvimento/multiplicagdo das estirpes.
Existem véarios mecanismos de atividade antibacteriana, através da inibicdo da
sintese proteica, através da inibicdo da sintese da parede celular, através da
alteracdo da permeabilidade ou através da inibicdo da sintese de acidos nucleicos.
No caso dos agentes que inibem a sintese da parede celular, estes apresentam
capacidade para degradar o peptidoglicano, levando a sua lise celular.

Relativamente aos bactericidas que promovem alteracdes na permeabilidade
da membrana plasmatica, estes libertam polimixinas, as quais rompem
os fosfolipidios, alterando a caracteristica normal da permeabilidade da membrana,
deixando escapar substancias essenciais das células, causando a sua morte
celular. Este tipo de bactericida possui NHs* e uma cadeia lateral de acidos gordos.
Os acidos gordos, quando alcancam a membrana plasmatica da bactéria, penetram
na sua parte lipidica e permanecem na superficie. Essa intercalacdo de moléculas
provoca a sua desorganizacao, resultando na saida dos componentes celulares e

morte da bactéria.(Laminar, & Ap, n.d.)(Barzic & loan, 2015)

No que respeita aos bactericidas que inibem a sintese proteica ou inibem a
sintese de &cidos nucleicos estes sao especificos para cada tipo de bactericida
pois a biossintese de DNA, RNA e proteinas envolve um nuamero de reacdes
bioquimicas complexas, pelo que diferentes tipos de bactericida podem atuar em

reacoes diferentes.
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Figura 7- Mecanismos de acao dos agentes antibacterianos (adaptado de Barzic &
loan, 2015)

Existem varios métodos de avaliacdo da atividade antibacteriana, sendo o0s
mais utilizados o método de difusdo em agar, com determinacdo dos halos de
inibicdo de crescimento microbiano e os métodos em meio liquido (macrodiluicdo e
microdiluicdo) para determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) e

concentragdo minima bactericida (CMB).

A concentracdo minima inibitéria (CMI) pode ser definida como a concentracao
mais baixa de um agente antimicrobiano que inibe o crescimento visivel de um

microrganismo

A concentracdo minima bactericida (CMB) € a menor concentracdo de um
agente antimicrobiano necessario para matar um determinado microrganismo. A
CMB é complementar CMI, visto que em conjunto permitem avaliar a acao
bacterisotatica e bactericida de um determinado composto (Chen et al., 2011,Barzic
& loan, 2015).

A avaliacdo da CMI pode ser uma ferramenta boa e relativamente barata para
classificar um grande nimero de agentes antimicrobianos por poténcia, para fins de
rastreio. Uma das desvantagens deste método € a necessidade de ter que se

determinar individualmente para cada microrganismo a sua suscetibilidade ao
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agente antimicrobiano, pois provavelmente este tera valores diferentes para

diferentes microrganismos.

O método do CMI é utilizado por laboratérios de diagndstico, principalmente,
para confirmar a resisténcia, mas mais frequentemente como uma ferramenta de
pesquisa para determinar a atividade in vitro de novos agentes antimicrobianos, e
os dados a partir de tais estudos tém sido usadas para determinar os pontos de
quebra do CMI (Chen et al., 2011).
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4. Materiais e métodos

4.1Sintese de acidos e ésteres fosfonicos

Na preparagdao dos diferentes compostos foram utilizados diversos
reagentes adquiridos comercialmente, os quais foram utilizados tal como recebidos,
sem qualquer tratamento ou purificacdo. Os solventes utilizados foram adquiridos
comercialmente e utilizados sem qualquer purificagcdo com exce¢édo dos solventes
secos, 0s quais forma tratados de acordo com o0s procedimentos habituais

descritos na literatura (Armarego & Perrin,2003).

O composto AL-1 e os compostos F257, F294 e GABA-BP foram
gentilmente cedidos pela Dr.2 Andreia Vieira e pela Doutora Fatima Teixeira,

respetivamente, e foram usados tal como recebidos.

Os compostos obtidos foram analisados por ressonancia magnética nuclear
(RMN) de protao (400 MHz), de carbono-13 (100 MHz) e de fésforo-31 (162 MHz)
num espectrometro Bruker Avance Ill HD. Os desvios quimicos estdo indicados em
ppm e as constantes de acoplamento (J) em hertz (Hz). A multiplicidade dos sinais
estd indicada por s — singuleto, d — dupleto, t — tripleto e m - multipleto. Na anélise
das amostras utilizou-se dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6) ou cloroférmio

deuterado (CDClIs) como solventes.

4.1.1 Sintese do acido [(4-dimetilamino)fenillhidroximetilfosfénico

(LMA1)
H,;C o] o]
: \N i) P[OSi(CH,)5]5, THF - H3C\N OH P//
H3C/ < > fH ii) MeOH Hsc/ I c|>:°H

Figura 8- Sintese do acido [(4-dimetilamino)fenil]lhidroximetilfosfonico (LMA1)
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A uma solucao de 0,3023 g (2 mmol) de 2,4-dimetilaminabenzaldeido em 15
mL de tetra-hidrofurano (THF) foi adicionado 0,86 mL (1,3eq) de
tris(trimetilsilil)fosfito (P(OSiMes)s), com agitacdo e a temperatura ambiente,
durante 3h. Em seguida, a solucéo foi levada a secura hum evaporador rotativo. Ao
sélido obtido foi adicionado 15 mL de metanol. A mistura foi mantida em agitacéo
durante a noite. O sdlido obtido foi lavado repetidamente com éter etilico até a
obtencdo de um composto sélido branco (0,0953 g, rendimento: 32%) que, por
analise por RMN mostrou ser o composto pretendido (65%) e um outro composto

gue néo foi possivel identificar.

LMA1

Figura 9-Estrutura do composto LMA1

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 2,86 (s, 6H, NCHs), 4,53 (d,
Jup=12,5, CH), 6,67 (2H, ArH, H3,H5)®, 7,21 (2H, d, J=7,0, ArH, H2,H6) (® — sinal
parcialmente sob o sinal a 6,69 ppm do outro composto presente).

3P NMR (162 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 16,06 (s).

4.1.2 Sintese do acido (4-cianofenil)hidroximetilfosfonico (LMAZ2)

0
NEC—@—( i) P[OSI(CH;);]s, THF _ NEC@—’?F{/\
" ii) MeOH A | ~OH

LMA2

Figura 10- Sintese do &cido (4-cianofenil)hidroximetilfosfénico (LMA2)

A uma solucéao de 0,2618 g (2 mmol) de 4-cianobenzaldeido em 15 mL de
tetra-hidrofurano (THF) foi adicionado 0,85 mL (1,3 eq) de tris(trimetilsilil)fosfito
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(P(OSiMes)s), com agitagcdo e a temperatura ambiente, durante 3h. Em seguida, a
solucdo foi levada a secura num evaporador rotativo. Ao solido obtido foi
adicionado 15 mL de metanol e a mistura foi mantida em agitagdo durante a noite.
A purificacdo do composto foi realizada com a adicdo de éter etilico de forma
repetida até obtermos um composto solido branco (0,1860 g, rendimento: 71%) que

por andlise por RMN mostrou ser o composto pretendido.
5 6 0

H O
N=C P//
- 4 1 |\OH

s ) H OH

LMA2

Figura 11- Estrutura do composto LMA2

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): & (ppm) = 3,43 (s |, OH), 4,79 (1H, d,
Jup=15,6, CH), 7,57 (2H, dd, JnzHe H3H5=8,3, JH2He,cH=1,9, ArH, H2,H6), 7,77 (2H, d,
J Jnzre H3Hs=7,8, ArH, H3,H5).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § (ppm) = 70,28 (d, Jep=156,9, CH2), 109,55 (d,
Jep=3,0, C4), 119,32 (CN), 128,30 (d, Jcp=4,9, C2,C6), 131,63 (d, Jcp=2,2, C3,C5),
146,42 (C1).

31p NMR (162 MHz, DMSO-dg): § (ppm) = 16,70 (s).

4.1.3 Sintese do &cido (4-formilfenil)(hidroxi)metilfosfénico (LMA12)

0 0 OH O
\\c i) P[OSi(CH;);]5, THF 0\\ /
/ ii) MeOH - f ||:\o|-|
1]
H H H

LMA12

Figura 12- Sintese do acido (4-formilfenil)(hidroxi)metilfosfonico (LMA12)

A uma solucdo de 0,3023 g (2 mmol) de tereftaldeido, em 15 mL de tetra-
hidrofurano (THF) foi adicionado 0,86 mL (2,3 eq) de tris(trimetilsilil)fosfito
(P(OSiMes)s), com agitagcéo e a temperatura ambiente, durante 3h. Em seguida, a
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solucdo foi levada a secura num evaporador rotativo. Ao soélido obtido foi
adicionado 15 mL de metanol e a mistura foi mantida em agitagdo durante a noite.
A purificacdo do composto foi realizada com a adigdo de éter etilico de forma
repetida até obtermos um composto sélido creme (0,1724 g, rendimento: 64%) que

por analise por RMN mostrou ser o composto pretendido.

\\C F{/
VAR 1 | SoH
H ., 2 H OH
LMA12

Figura 13-Estrutura do composto LMA12

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): & (ppm) = 4,80 (1H, d, Jup=15,7, CH), 7,61
(2H, dd, Jn2He HaHs=8,2, JH2ne.ch=1,9, ArH, H2,H6), 7,85 (2H, d, J JH2He H3H5=8,0,
ArH, H3,H5), 9,98 (1H, s, CHO).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 70,56 (d, Jcp=157,0, CHOH),
128,07 (d, Jep=5,0, C2,C6), 129,02 (d, Jep=2,1, C3,C5), 135,18 (d, Jcp=2,8, C4),
147,62 (C1), 193,08 (CHO).

3P NMR (162 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 17,01 (s).

4.1.4 Sintese do acido [1,4-fenilenobis(hidroximetileno)]difosfénico

(LMA3)
o o]
\\C@_{ i) 2.3 eq. P[OSi(CH5)5];, THF c{\ HT — ?H /})
/ ii) MeOH T oo P on
H H e éH | \\ /’ & AH

LMA3

Figura 14- Sintese do acido [1,4-fenilenobis(hidroximetileno)]difosfonico (LMA3)

A uma solucdo de 0,1354 g (1 mmol) de tereftaldeido em 15 mL de tetra-
hidrofurano (THF) foi adicionado 0,86 mL (2,6 mmol, 2,3 eq.) de
tris(trimetilsilil)fosfito (P(OSiMes)s), com agitacdo e a temperatura ambiente,
durante 5h. Em seguida, a solucéo foi levada a secura num evaporador rotativo. Ao

sélido obtido foi adicionado 15 mL de metanol e a mistura foi mantida em agitacéo
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durante a noite. A purificagcdo do composto foi realizada com a adicéo de éter etilico
de forma repetida até obtermos um composto soélido branco (0,2106 g, rendimento:
64%) que por analise por RMN mostrou ser o composto pretendido, com 5% do
composto LMA12.

0 Ho OH O
\ !
HO” | | SoH
OH H H OH
LM3

Figura 15- Estrutura do composto LMA3

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 4,64 (2H, d, Jup=12,2, CH), 7,31
(4H, ArH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): § (ppm) = 70,55 (dd, Jcp=158,6, Jch, ari=6,0,
CHOH), 126,77 (ArCH), 138,74 (ArCipso).

31p NMR (162 MHz, DMSO-de): & (ppm) = 18,28 ().

4.1.5 Sintese do acido (dimetoxifosforil)hidroxi(1-metil-1H-indazol-
3-il)fosfonico (LM25)

O OCH
2 3
°\__oH HO POCH;
i) socl, P<°H
N\ ii) P(OCH,),, THF N\ | ~on
N 373 - N O
N/ iii) P[OSi(CH5);]5, THF /
\ . N
CH, iv) MeOH |
CH,
LM25

Figura 16- Sintese do acido (dimetoxifosforil)hidroxi(1-metil-1H-indazol-3-il)
fosfonico (LM25)
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Dissolveu-se 0,2051 g de acido 1-metil-1H-indazole-3-carboxilico em 5 mL de
cloreto de tionilo (SOCI2) e agitou-se, a temperatura de 70°C, durante 2h. Em
seguida, levou-se a mistura a secura no evaporador rotativo. Ao residuo foi
adicionado 15 mL de tetra-hidrofurano (THF) e, apds a dissolu¢cdo do residuo,
adicionou-se 0,3 mL de trimetilfosfito e a solucdo foi deixada em agitacdo cerca de
1h, a temperatura 70°C, e depois foi levada a secura. O residuo obtido foi
dissolvido em THF e de seguida foi adicionado 0,8 mL de tris(trimetilsilil)fosfito, e a
solucédo ficou em agitacdo, a temperatura 70°C durante 3h. Posteriormente foi
adicionado 10 mL de metanol, e a solucéo foi deixada sob agitacdo magnética até
formar precipitado. Para a obtengdo do composto, o residuo resultante foi lavado
inicialmente com diclorometano e depois com éter etilico, até se obter 0,1202 g
(rendimento: 60%) de um solido creme, que por analise por RMN mostrou ser o

composto LM25.

O OCH,
/

LM25

Figura 17- Estrutura do composto LM25

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 3,53 (3H, d, Jup=10,4, POCHa),
3,73 (3H, d, Jup=10,5, POCHs3), 4,03 (3H, s, NCHs), 7,06 (1H, t, J=7,6, ArH, H5),
7,35 (1H, t, J=7,6, ArH, H6), 7,54 (1H, d, J=8,6, ArH, H7), 8,25 (1H, d, J=8,3, ArH,
H4).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 35,57 (NCH3), 53,91 (d, Jcp=6,9,
POCH3), 54,25 (d, Jcp=8,1, POCHs), 75,75 (t, Jep=151,5, COHP2), 109,17 (C7),
119,57 (C4), 121,27 (C3a), 125,12 (C5 ou C6), 126,14 (C6 ou C5), 139,70 (C7a),
141,58 (C3).

31p NMR (162 MHz, DMSO-de): & (ppm) = 11,75 (d, J=33,2, PO(OCHa)2),
19,01 (d, J=33,3, POsH>).
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4.1.6 Sintese de (4-cianofenil)(hidroxi)metilfosfonato de dimetilo (LMC2)

o] OH /o
NEC@—{ + HP(OCH3);+ NaOCH; ———» N=—¢ P/\
' CH,Cl, | ~OCH,4

H OCH,

LMC2

Figura 18- Sintese do (4-cianofenil)(hidroxi)metilfosfonato de dimetilo (LMC2)

A uma suspensao com 0,5788 g (10,7 mmol, 1,8 eq.) de metoxido de sodio em
diclorometano seco, a -35 °C, adicionou-se 0,6 mL (1,1 eq.) de dimetilfosfito. Apos
30 minutos em agitacdo, adicionou-se 0,6611 g de 4-cianobenzaldeido (6,00 mmol)
e deixou-se a mistura em agitacdo durante 16 h. A mistura adicionou-se 20 mL de
HCI 0,5 M e, apds 15 min. em agitacdo, extraiu-se a solucdo com 3 x 40 mL de
diclorometano. As fases organicas reunidas foram secas com sulfato de magnésio
anidro e levadas a secura, tendo-se obtido um solido branco. Este solido foi lavado
sucessivamente com hexano e éter etilico, tendo-se obtido 0,8672 g do composto
LMC?7 (3,596 mmol; rendimento: 60%).

5 8 OH O

N=C P//
— 4 1 |\OCH3
5 ) H OCH,
LMC2

Figura 19-Estrutura do LMC2

IH NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 3,71 (3H, d, J1p=8,8, POCHs), 3,73
(3H, d, Jup=9,9, POCH3), 5,12 (1H, d, Jwp=12,1, CH), 7,59 (2H, d, J=8,0, ArH,
H2,H6), 7,66 (2H, d, J=8,0, ArH, H3,H5).

13C NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 53,84 (d, Jcp=7,5, POCHs), 54,21 (d,
Jep=7,5, POCH3), 70,08 (d, Jcp=158,1, CHOH), 111,96 (C4), 118,57 (CN), 127,41
(d, Jep=5,3, C2,C6), 132,13 (d, Jcp=2,8, C3,C5), 141,50 (d, Jcp=2,7, C1).

31P NMR (162 MHz, CDClg): & (ppm) = 21,97 (s).

25



Sintese de acidos e ésteres fosfénicos e avaliacdo das suas propriedades antioxidante e antimicrobiana

4.1.7 Sintese de (2,4-dinitrofenil)(hidroxi)metilfosfonato de dimetilo (LMC7)

9 ™7
O,N + HP(OCHj),+ NaOCH; — = O,N P_
CH,Cl, | ~OCH,
H H OCH,3

LMC7

Figura 20- Sintese do (2,4-dinitrofenil)(hidroxi)metilfosfonato de dimetilo (LMC7)

A uma suspensao com 0,4995 g (9,2 mmol, 1,7 eq.) de metdxido de sédio em
diclorometano seco, a -35 °C, adicionou-se 0,6 mL (1,15 eq.) de dimetilfosfito. Ap6s
30 minutos em agitacdo, adicionou-se 1,0460 g de 2,4-dintrobenzaldeido (5,35
mmol) e deixou-se a mistura em agitacdo durante 16 h. A mistura adicionou-se 18
mL de HCI 0,5 M e extraiu-se com 2 x 30 mL de acetato de etilo. As fases
organicas reunidas foram secas com sulfato de magnésio anidro e levadas a
secura, tendo-se obtido um solido amarelo-claro. Este solido foi lavado
sucessivamente com hexano e éter etilico, tendo-se obtido 1,1092 g do composto
LMC7 (3,625 mmol; rendimento: 68%).

LMC7

Figura 21- Estrutura do composto LMC7

IH NMR (400 MHz, CDCls): § (ppm) = 3,71 (3H, d, Jup=10,8, POCHs), 3,77 (s
l, OH), 3,81 (3H, d, Jwr=10,5, POCHs), 6,40 (1H, d, Jup=15,1, CH), 8,23 (1H, d,
J=8,7, ArH, H6), 8,50 (1H, d, J=8,7, ArH, H5), 8,84 (1H, s, H3).

13C NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 53,86 (d, Jcp=7,6, POCHs), 55,18 (d,
Jep=7,3, POCHs), 65,84 (d, Jcp=160,1, CH2), 120,22 (d, Jep=2,5, C6), 127,37 (d,
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Jcp=3,0, C5), 130,39 (d, Jcp=4,4, C3), 139,31 (d, Jcr=2,0, C1), 147,20 e 147,23 (C2
e C4).
3P NMR (162 MHz, CDClz): & (ppm) = 20,37 (s).

4.2 Avaliacao da atividade antioxidante
4.2.1 Método do radical DPPH:

O método do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) permite avaliar a
capacidade antioxidante dos compostos sintetizados, pois permite detetar a captura
do radical de DPPH por parte dos compostos. Neste método, o radical 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH), permite avaliar a atividade antioxidante de um radical estavel
(DPPH) espectrofotometricamente, de coloragdo roxa. Na presenca de compostos
com propriedades antioxidantes (Figura 22), estes compostos vao doar um atomo
de hidrogénio ao atomo de azoto que possui um eletrdo desemparelhado, sofrendo
reducao (Scherer et al.,2009).

Figura 22- Reacgao de redugéo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (adaptado de
Endo et al, 2006)

Para a avaliacdo da atividade antioxidante em solugédo, preparou-se uma
solugdo de DPPH 0,1mM por dissolu¢do de 0,00394 g de DPPH em 100 mL de
metanol. Neste método foram preparadas trés curvas de calibracdo padrdo de
acido ascorbico, BHT e quercetina. As solu¢cdes dos compostos foram preparadas
em DMSO puro e os padrdes dissolvidos em etanol absoluto (EtOH). O ensaio foi
realizado em microplacas de 96 pocos, adicionando 200 pyL de solu¢gdo DPPH 0,1

mM a 30 pL de cada solugcdo de amostra/padrao. As placas foram incubadas no
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escuro e a temperatura ambiente. Apos 30 minutos de incubacdo procedeu-se a
leitura da absorvéncia a 490 nm. No estudo do &cido ascoérbico foram estudadas
concentracgdes entre 500-2 pg/mL, sendo as suas concentracdes reais no ensaio de
65,2-0,3 ug/mL. Para o BHT as concentracdes estudadas foram entre 200-6,25
pg/mL, sendo o seu valor real entre 26,089-0,815 pg/mL. As concentracdes
estudadas para a quercetina foram entre 200-3,13 pg/mL sendo o seu valor real no
poco entre 26,089-0,408 pg/mL. As concentracdes estudadas para os compostos
neste método foram entre 20-0,08 mg/mL sendo o seu valor real no pogo entre

2,61-0,01 mg/mL.O ensaio foi efetuado em sextuplicado.

A atividade antioxidante foi determinada com base na capacidade de inibicao

da oxidacdo (I%) recorrendo a seguinte expressao:

A 490(branco)—A 490 (amostra)
A 490 (branco)

| (%) = x 100

4.2.2 Método do B-caroteno/acido linoleico

Este método permite analisar a atividade oxidante dos compostos sintetizados.
O B-caroteno sofre descoloracdo quando se encontra na presenca de um radical
linoleato. O &cido linoleico possui um grupo metileno bis-alilico ativo ao qual é
removido um atomo de hidrogénio durante a sua oxidagdo, formando-se assim um
radical pentadieno que ataca o 3-caroteno insaturado para readquirir os atomos de
hidrogénio (Burda & Oleszek, 2001; Amarowicz et al., 2004).

.
e — N St
- ~ Decomposicio do perdwido

- . de hidrogenio

Adigdo

ST . Degradacio da cadeia
Polimerizagso

Quimiluminescéncia

Figura 23- Reacfes de oxidagdo do acido linoleico (adaptado de Stenberg et
al.,2005).
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Para avaliar a atividade antioxidante, preparou-se uma solucdo stock de [-
caroteno/4cido linoleico, dissolvendo-se 0,5 mg de [B-caroteno num 1 mL de
cloroférmio e adicionam-se 25 pL de &cido linoleico e 200 mg de Tween 40.
Procedeu-se a evaporacdo do cloroférmio em evaporador rotativo a pressao
reduzida, a cerca de 40 °C. ApGs completa evaporacao, adicionou-se ao residuo
aproximadamente 100 mL de &gua destilada previamente saturada em oxigénio
(100 mL/min; 30 minutos) de modo a que a absorvancia fiqgue no intervalo 0,6-0,7 a
490 nm (Stendberg et al,2005).

A avaliacdo da atividade antioxidante foi efetuada em microplaca. Procedeu-se
a avaliacdo da atividade antioxidante adicionando, a cada poco, 250 pL de solucéo
stock a 35 pL de amostra/padrdo, em sextuplicado. As placas foram agitadas e
mediu-se a absorvancia a 490 nm. Incubaram-se as placas na estufa a 50 °C
durante 2 horas. Mediu-se novamente a absorvancia a 490 nm. Preparou-se um
branco, utilizando solvente em vez de amostra/padrdo. Os compostos foram
dissolvidos em DMSO e os padrdes acido ascorbico, quercetina e BHT em etanol
absoluto. Para o estudo do acido ascoérbico, as concentracdes utilizadas foram
entre 32-0,25 pg/mL sendo a concentracdo real no poco entre 3,930 e 0,031
pg/mL. No que diz respeito a quercetina, os valores estudados foram entre 100-
6,25 pg/mL o qual corresponde a 12,281-0,768 pg/mL. No que diz respeito ao
estudo da inibicdo do BHT, as concentragfes estudadas foram 100-0,78 pg/mL
sendo as correspondentes concentracdes no poco 12,281-0,096 ug/mL. Para os
compostos em estudo as concentracfes utilizadas foram entre 20-0,08 mg/mL,
sendo a sua concentracdo no poc¢o 2,61-0,01 mg/mL. O ensaio foi realizado em
sextuplicado.

As amostras foram lidas (t0) a 490 nm apdés a adicao da solugéo stock de B-
caroteno/acido linoleico. Apls incubacdo das amostras a 50°C, durante 2h,

procedeu-se novamente a leitura da absorvancia (t1) a 490nm.

A atividade antioxidante, avaliada pela capacidade de Inibicdo da oxidacao (1%)

foi determinada pela formula:

A 490(branco)—A 490 (amostra)
A 490 (branco)

| (%) = x 100
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4.2.3 Método do poder redutor

O meétodo do poder redutor permite avaliar a capacidade antioxidante de

compostos, de modo a que estes reduzam o Fe3* (Dutta & Maharia.,2012).

Na Figura 24 apresenta-se um esquema do mecanismo observado na
presenca de espécies com potencial redutor, as quais reagem com o ferricianeto de
potassio com formacdo de um complexo ferroso que tém o0 seu maximo de
absorcdo a 700nm (Berker at al, 2007).

> Fe + Antioxdante KFe FelON
+ Antioxdante ¢—— ¢ < _—b Js

Figura 24- Reacéo de reducao do Fe(lll) a Fe(ll) na presenca de substancias
antioxidantes (adaptado de Berker at al, 2007).

Num microtubo de centrifuga adicionou-se 50 uL de DMSO, seguido de 200 pL
de amostra, 200 pyL de tampéo fosfato 200 mM pH 6,6 e 200 pL ferricianeto de
potassio(lll) 1%, para os compostos fosfénicos. Para os padrdes substitui-se os 50
ML de DMSO por etanol, tendo o restante procedimento sido efetuado nas mesmas

condigoes.

As amostras/padrdes foram incubadas 20 minutos a 50°C, apés os quais foram
adicionados 200 pL de acido tricloroacético 10% e centrifugadas posteriormente 10
minutos a 3000 rpm. Apos centrifugacdo, numa microplaca sdo adicionados 100 pL
de sobrenadante e 100 puL de cloreto de ferro(lll). A absorvancia foi lida a 700 nm
(Ferreira et al.,2007). A avaliagdo da atividade antioxidante pelo método do poder

redutor baseia-se na relagdo entre o aumento da absorvancia e a presenca de
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coloracdo do complexo formado entre o verde e azul da prassia o qual é indicativo
de um maior poder redutor. O valor da concentracédo capaz de Inibir cerca de 50%
da oxidacédo (ICso) de uma amostra corresponde a um valor de absorvancia de 0,5
(Ferreira et al.,2007).

4.3Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria

4.4.1 Método da inibicdo da desnaturacdo da albumina

A inibicdo da desnaturacdo da albumina foi medida usando uma adaptacéo do
meétodo descrito por Karthik et al., 2013.

Prepararam-se solu¢cdes dos compostos com concentragcdes compreendidas
entre 6,25-200 mg/mL. Como padrdo utilizou-se ibuprofeno com concentracao
compreendida entre 0,5-24 mg/mL.

Para avaliacdo da atividade anti-inflamatoéria, preparou-se uma solucdo de
albumina de soro bovino 0,2% (BSA), a qual foi adicionada a eppendorfs (1485 L),
seguidos da adicdo de 15 pL de amostra. Foram preparados dois brancos com
DMSO para os compostos fosfonicos em estudo e para o padrao.

As amostras/padrédo foram incubadas a 37°C durante 20 minutos, depois foram
a desnaturar durante 30 minutos a 72°C. Ap6s 10 minutos de incubacdo das
amostras no gelo, adicionaram-se 150 pyL das soluc¢des, em sextuplicado, numa
microplaca e a absorvancia foi lida a 630nm.

A atividade anti-inflamatéria, avaliada pela capacidade de inbicdo da
desnaturacdo da albumina foi determinada recorrendo a seguinte expressao
(Karthik et al., 2013):

A 630(branco)—A 630 (amostra)

x100
A 630 (branco)

Inibicdo da desnaturacéo (%) =

4.4 Avaliacéo da atividade antibacteriana
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4.4.1 Microrganismos em estudo

Na tabela 1 apresentam-se os microrganismos utilizados neste estudo. Foram
utilizadas estirpes bacterianas Gram+ e Gram- tipo, adquiridas a American Type
Colection Culture (ATCC) e estirpes bacterianas isoladas clinicos cedidos pelo

Laboratério Flaviano Gusméao (LFG), Lda, do grupo LABCO .

Tabela 1- Tabela dos microrganismos em estudo na atividade antibacteriana

Gram - Gram +

Pseudomonas aeruginosa LFG 1002 e Staphylococcus aureus

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 LFG 1007
e Staphylococcus aureus

e Proteus mirabilis LFG 1004 ATCC 29213

e Salmonella enteritidis LFG 1005 e Enterococcus faecalis LFG

L 1001
e Salmonella typhimurium LFG 1006

e Enterococcus faecalis

¢ Morganella morganii LFG 1008 ATCC 29212
e Escherichia coli LFG 1003 e Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228

e Escherichia coli ATCC 25922

4.4.2 Preparagédo das suspensdes microbianas

A analise da atividade antimicrobiana das estirpes em estudo foi realizada
através de suspensdes das mesmas em soro fisioldgico estéril (NaCl a 0,9%). Para
as estirpes bacterianas. Assim, iniciou-se a preparacao do inéculo, que consistiu na
preparacdo deste recorrendo a zaragatoa, com a qual se raspou a rampa com 0
indculo, embebendo-a posteriormente num tubo contendo 10 mL de soro
fisiologico, de modo a obter uma solugdo com uma turbidez correspondente a 0,5
na escala de turbidimetria de McFarland. A concentragdo da suspensao foi

monitorizada através da leitura da absorvancia da suspenséo a 630 nm, tendo esta
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que apresentar valores entre 0,250-0,300. A manipulacédo de bactérias patogénicas

foi realizada numa camara de fluxo de ar laminar.

44.2.1 Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

O estudo da concentragdo minima inibitéria (CMI) dos compostos fosfonicos
corresponde a determinacdo da concentracdo minima de cada composto em que
nao € verificado crescimento microbiano. Para a realizacdo deste ensaio foram
testadas diferentes concentracdes dos compostos através de diluigbes sucessivas
em meio liquido (Lang & Buchbauer, 2011).

Para a avaliacdo da concentracdo minima inibitéria foi utilizado meio Mueller-
Hinton Broth (MHB). Os indculos utilizados neste estudo tém uma concentracao de
108 UFC/mL, sendo primeiramente preparados como descrito anteriormente.

Posteriormente, € realizada uma diluicdo 1:100 em meio de cultura.

A determinacdo dos valores de CMI foi realizada em microplaca de 96 pocos,
sendo utilizada uma placa para cada composto. Foi também testado o valor CMI de
cloridrato de tetraciclina partindo de uma solucédo de 4 mg/mL e realizando 11

diluicdes sucessivas 1:2, em meio de cultura, até a concentracao de 1,95 pg/mL.

Durante a preparacdo das microplacas foi inicialmente colocado o composto
(75 pL) e seguidamente o indculo (75 pL). Deste modo, a concentracdo presente
na placa é metade da solucdo previamente preparada. Para confirmar a veracidade
dos resultados obtidos, utilizou-se dois controlos: controlo positivo e controlo
negativo. O controlo positivo € composto por meio de cultura estéril (75 pL) com
in6culo (75 pL). O controlo negativo € composto por meio de cultura estéril (75 uL)

com meio de cultura suplementado com DMSO 10% (75 pL).

De modo a evitar possiveis contaminacdes, as placas foram vedadas com

parafilme e colocadas na estufa a 37°C durante 16 horas.

ApoOs o periodo de incubacdo, o crescimento microbiano foi avaliado com o

auxilio de um sistema estereoscopico.
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4.4.2.2 Concentracdo Minima Bactericida (CMB)

A concentragdo minima bactericida (CMB) corresponde ao valor de
concentracdo de solucdo de composto necessario para provocar a morte celular.
Assim, este ensaio € realizado posteriormente ao ensaio CMI e apenas sao
testadas as concentracdes de composto iguais ou superiores ao valor CMI obtido

em cada estirpe microbiana.

A concentracdo minima bactericida foi obtida por inoculacéo de placas de Petri
com meio NA (agar nutriente) estéril, através da técnica de riscado. As placas séo

colocadas na estufa durante 24 horas a 37°C.

Apbs incubacéo foi avaliada a existéncia ou ndo de crescimento microbiano. O

valor minimo onde n&o se observou crescimento foi designado de CMB.
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5. Resultados e discussao

5.1Sintese dos compostos fosfénicos

O objetivo inicial deste trabalho foi a sintese de compostos com as funcdes
acido e éster fosféonicos, de modo a tentar avaliar a influéncia destes 2 grupos
funcionais nas propriedades e atividades bioldgicas estudadas. Para além disso, a
presenca de outros grupos funcionais ligados ao anel aromatico pode modificar
estas atividades e pretende-se também tentar avaliar a sua influéncia nestes

compostos.

Inicialmente, tentou sintetizar-se compostos com dois grupos acido fosfonico
geminais (1,1-bisfosfonatos) mas néo foi possivel efetuar a sua sintese ou concluir

a sua purificacao.

Assim, partindo de compostos com o grupo aldeido, com a adicdo de
tris(trimetilsilil)fosfito, preparou-se os compostos LMAL, LMA2, LMA3 e LM12, por

um procedimento similar ao descrito por S.O. Cherenok et al. (Figura 25).

JE— O
0 — OH
iy M, Vi i} P[OSI{CH3)5]5, THF f’{—\‘x )
R—4 , 1 = R—, I P—apH
WA \ i) MeOH A4 |
! — H  oH

Figura 25- Esquema geral da sintese dos acidos fosfénicos

A sintese do composto LMALl (figura 8) foi efetuada a partir do 4-
dimetilaminobenzaldeido tendo-se obtido o composto pretendido. No entanto,
nesta sintese formou-se também outro composto maioritario cuja identificacdo

estrutural ainda nédo foi possivel concluir.

Como o rendimento da reacéo foi baixo, tentou melhorar-se o rendimento da
reacdo efetuando novas sinteses. No entanto, ndo foi possivel melhorar o

rendimento ou purificar o composto.
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Em seguida procedeu-se a sintese do derivado com um grupo nitrilo em
condi¢cbes similares. Neste caso, obteve-se o composto LMA2 (figura 10) com

bom rendimento.

Seguindo o mesmo procedimento, foram preparados os &cidos fosfonicos
derivados do tereftaldeido. Neste caso, como possui duas func¢des aldeido,
fazendo-se variar 0 numero de equivalentes de tris(trimetilsilil)fosfito, foi
possivel preparar os compostos com apenas um e com dois grupos acido 1-
hidroxifosfénicos (figura 26). No caso do composto LMA3, € possivel observar-
se a presenca do composto LMA12, em cerca de 5%, quantidade de composto

gue néo sofreu a segunda fosfonacao.

i) 2.3 eq. P[OSi(CHs),]5, THF OH

M LMA3

i) 1 eq. P[OSi(CH,);]5, THF \ //

i) MeOH /C T\OH
H H

LMA12

Figura 26-Sintese dos compostos LMA3 e LMA12

Analisando a estrutura dos compostos sintetizados pode observar-se que os
compostos LMA1, LMA2, LMA3 e LM12 sao &cidos 1-hidroxifosfénicos. O
composto LMAS difere dos outros dois compostos anteriormente referidos, pelo
facto de possuir na sua estrutura dois grupos acidos nas extremidades opostas
(posicdes 1 e 4), sendo um bisfosfonato ndo geminal. Este € um bisfosfonato
nao azotado, pois ndo possuiu atomos de azoto na sua estrutura, diferente dos
ja utilizados na terapéutica atual. Esta auséncia de azoto na sua estrutura deve
afetar a sua atividade, pois os bisfosfonatos azotados apresentam atividades

superiores no que respeita a afinidade ao osso.
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Tentou efetuar-se a sintese de outros derivados com o acido fosfénico mas
nao foi possivel obté-los ou purifica-los. Por isso, neste trabalho vai utilizar-se
um outro acido 1-hidroximetilfosfénico, com um &tomo de bromo na posicdo 4

do anel aromatico, cedido pela Dr.2 Andreia Vieira (figura 27).

o

Figura 27- Estrutura do composto AL1

Em seguida, tentou sintetizar-se os derivados ésteres correspondentes.
Assim, de acordo com o procedimento descrito por J.-P. Fu et al., procedeu-se

a sintese dos compostos LMC2 e LMCY7 (Figura 28).

~ 2 ~—— OH O
R—( )~ + HPOCH)* NaOCH ——= R L i
W H CHyCl, W/ _ l) “OCH,
= H ocH,
R? R
R'=CN, RI=H LMC2 R'=NO,, R?= NO, LMC7

Figura 28- Esquema geral de sintese dos ésteres fosfonicos LMC2 e LMC7

O composto LMC2 foi preparado por reacdo do aldeido com o anido do
dimetilfosfito, gerado in situ por reacdo deste com uma base forte, o0 metdxido
de sddio, a = -35°C (Figura 18), tendo-se obtido o composto com um rendimento
de 60%. O produto obtido é similar ao composto LMA2 mas apresenta um grupo

éster fosfonico em vez do grupo acido.

Foi ainda efetuada a sintese do composto LMC7, composto com estrutura
similar mas com dois grupos nitro nas posi¢cdes 2 e 4 do anel aromatico (Figura

20). Este composto foi também obtido com bom rendimento (68%).
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Foi tentada a reducédo dos grupos nitro deste composto de modo a obter os
derivados correspondentes com 0s grupos amina mas a reagao originou

diversos produtos, ndo tendo sido possivel isolar o composto pretendido.

Tentou-se efetuar a sintese de outros compostos similares, mas sem
sucesso. Assim, para melhor poder comparar o efeito da estrutura dos
compostos nas atividades biolégicas estudadas, utilizou-se os compostos F257,
F294, cedidos pela Doutora Fatima Teixeira (Figura 29). O composto F294
difere do composto LMC7 pois apresenta apenas um grupo nitro. O composto

F257 difere do composto anterior pois apresenta 0 grupo nitro reduzido a amina.

R O 0 o o
’ \ ; — i
_‘_;’ ) Py I a N_J'I 1'\_‘_#'
H:N VA ~~0CH,CH, : WA TOCHLCH,
.y F - ] I .
et H  QCHLCH, — H  OCH.CH,

Figura 29- Estruturas dos compostos F257 e F2594

Por fim, tentou sintetizar-se compostos com grupos &cido e éster fosfénicos
geminais. No entanto, a sintese destes compostos, tal como no caso dos acidos
bisfosfénicos, revelou-se extremamente dificil tendo-se obtido apenas o

composto LM25, composto derivado do 1-metilindazole.

A sintese deste composto foi efetuada por um processo similar ao descrito
por F. Teixeira et al., pela adicdo de cloreto de tionilo ao &acido 1-metil-1H-
indazole-3-carboxilico, seguida da adi¢cdo de dimetilfosfito ao cloreto de &cido
formado e posterior adicdo do tris(trimetilsilil)fosfito, seguido de metandlise
(Figura 16).

O composto LM25 diferencia-se dos compostos anteriores pelo facto de
possuir dois grupos, um acido e um éster fosfonicos, ligados ao mesmo atomo
de carbono (fosfonatos geminais), e também dois atomos de azoto, tornando-o
um bisfosfonato azotado. Este composto, ao possuir estas duas caracteristicas,
nao sO terd uma estrutura mais estavel como possivelmente apresentara uma

maior atividade relativa ao metabolismo mineral do 0sso.
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Para além destes compostos, vai ainda estudar-se a atividade do GABA-BP
(alendronato de sédio) (figura 30), composto que é utilizado na terapéutica de
patologias associadas ao 0Sso, Como a osteoporose.

HO /

HZN\/\)TP*O' Na*
/P\ OH
o”

OH
OH
GABA-BP

Figura 30-Estrutura do composto GABA-BP

5.2Avaliacédo da atividade antioxidante
5.2.1 Método do radical livre DPPH:

A avaliagcédo das propriedades antioxidantes dos fosfonatos foi avaliada pelo
método do radical livre DPPH, método do B-caroteno/acido linoleico e método do
poder redutor, com vista a avaliar o mecanismo de atividade antioxidante
preferencial dos compostos em estudo.

Na Figura 31, encontram-se apresentados os valores da percentagem de
inibicdo da oxidagcédo obtidos para os compostos F257, F294, LMC7, AL1, GABA
(Figura 31 A), e para os padrdes quercetina, BHT e acido ascorbico (Figura 31B),

pelo método do radical DPPH.
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Figura 31- Representacdo grafica dos valores de inibicdo da oxidacdo (%) pelo
método do radical DPPH, aos 60 min., para os fosfonatos na concentragdo 1,3 x103

pug/mL (A) e para os padrdes na concentracdo de 1,3 pg/mL (B).

Os compostos fosfonicos analisados apresentaram baixa atividade antioxidante
pelo método de reducdo do radical DPPH, comparativamente com os padrdes
(Figura 31), com valores de percentagem de inibicdo da oxidacdo compreendido
entre os 1% e os 58%. Os compostos que apresentaram maior potencial para atuar
como sequestradores de radicais livres, foram os ésteres F257 e LMC?7.

O estudo da avaliacdo das propriedades antioxidantes dos compostos
bisfosfonato pelo método do radical DPPH mostrou um comportamento cinético,
com o aumento das absorvancias com o tempo de incubacao (30, 60 e 120 min).
Na Figura 32 estdo apresentados os resultados e inibicdo da oxidacdo (%) do
composto F257 aos 30min, 60min e 120min. Observou-se um aumento da
atividade antioxidante, proporcional ao aumento da concentracdo de composto
(Figura 32). A percentagem de inibicdo da oxidacdo aumentou também ao longo do
tempo, observando-se um comportamento linear e cinético, nos trés tempos de
leitura, entre 0,16 e 2,6 mg/mL. Na concentracdo mais elevada, 2,6 mg/ml, a
atividade antioxidante aumentou de 62,5 para 68% quando determinada aos 30 min

e aos 120 min, respetivamente.
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Figura 32- Representacédo grafica da variacdo da percentagem de inibicdo da
oxidacdo do composto F257 aos 30 min, 60 min e 120 min para o método do
radical DPPH.

Na Figura 33, estdo apresentados os resultados obtidos para a percentagem
de inibicdo da oxidacdo do composto F294 aos 30min, 60min e 120min. Este
composto apresentou um comportamento completamente diferente do composto
F257, ndo apresentando atividade proporcional a concentracdo. A percentagem de
inibicdo da oxidacdo nas concentracdes entre 0,08 e 1,30 foi muito baixa, tendo-se
observado valores de percentagem de inibicdo de oxidacdo proximo de 1% para
concentracdes entre 0,08 e 1,30 mg/mL. No entanto, na concentracdo de 2,61
mg/mL, o composto apresentou atividade antioxidante com valores de percentagem
de inibicdo da oxidacdo proximo de 90%, independentemente do tempo de

incubacéo.
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Figura 33- Representacédo gréafica da variacdo da percentagem de inibicdo da
oxidacdo do composto F294 aos 30 min, 60 min e 120 min para o método do
radical DPPH.

Na Figura 34, estdo apresentados os valores obtidos de percentagem de

inibicdo da oxidac&o para o composto LMC7.
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Figura 34-Representacdo grafica da variacao da percentagem de inibicdo da
oxidacao do composto LMC7 aos 30 min, 60 min e 120 min para o método do
radical DPPH.
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Para o composto LMC7, no que diz respeito a variagcdo da percentagem de
inibicdo da oxidacdo aos 30 min, 60 min e 120 min, observou-se um aumento da
atividade antioxidante, proporcional ao aumento da concentracdo, exceto nas
concentracbes mais baixas. No entanto, apesar de se obter um aumento da
atividade antioxidante a medida que se aumentou a concentragdo de composto,
nao foi possivel o calculo do valor de ICso pois a atividade deste atingiu um maximo
de 37% de inibicdo da oxidacdo aos 120 min na concentracdo maxima testada
(2,30 mg/mL).

O composto AL1 (Figura 35) apresentou um perfil de atividade antioxidante
semelhante ao observado para o composto F294, com valores de atividade
antioxidante muito baixos para as concentracbes entre 0,08 e 1,30 mg/mL,
observando-se uma percentagem de inibicdo da oxidacdo entre 1,5% e 9% e um
valor de atividade antioxidante proximo de 90% para a concentracao de 2,6 mg/mL.
No entanto, observou-se um comportamento cinético para as diferentes
concentragbes testadas, com valores de atividade superiores aos 120min,

comparativamente com os obtidos aos 30 e 60 minutos de incubacao.
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Figura 35- Representacéo grafica da variagdo da percentagem de inibicdo da
oxidacao do composto AL1 aos 30 min, 60 min e 120 min para o método do radical
DPPH.
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Tendo em conta as variacfes de atividade antioxidante em funcdo do tempo e
dos compostos em estudo, optou-se por calcular os valores de concentragao
necessarios para obter 30 e 50% de inibicdo de oxidacdo (ICs e ICso,
respetivamente) aos 60 min.,, para 0S compostos que apresentaram
proporcionalidade entre a atividade e a concentracdo testada. Na tabela 2
apresentam-se valores de IC3 e de ICso obtidos para 0os compostos e para 0S
padrbes para o método da reducado do radical DPPH.

Tabela 2- Valores de IC30e de ICso obtidos para os compostos e para os padroes

para o método do radical DPPH.

Composto/padréo IC30(pug/mL) ICs0(pug/mL)
F257 275,8 9445
LMC7 1035 -
Acido ascorbico 2,92 9,3
Quercetina 2,1 4,71
BHT 0,17 24,66

Os compostos em estudo apresentaram baixa capacidade para sequestrar 0s
radicais livres nas concentracdes testadas, tendo sido o composto F257 o que
apresentou maior potencial antioxidante por este método, com o valor de ICso de
944,5 pyg/mL, no entanto, muito inferior aos obtidos para os padrdes testados, para

0s quais se obtiveram valores de ICso compreendidos entre 4-25 ug/mL.

5.2.2 Método do B-caroteno/acido linoleico

Os valores da percentagem de inibicdo da oxidacao atividade antioxidante pelo
método do B-caroteno/ acido linoleico estdo apresentados na Figura 36 para a
concentracéo 1,3 mg/mL de composto.
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Figura 36- Representacdo grafica da percentagem de inibicdo de oxidacao pelo
método do B-caroteno/acido linoleico para os compostos F294, GABA-BP, AL1,
LMC7 e F257 para a concentracao de 1,3 mg/mL (A) e para os padrdes (B) na

concentracao de 1,3 ug/mL.

Os compostos em estudo apresentaram baixo potencial de atividade
antioxidante para protecdo do substrato lipidico. Os compostos que apresentaram
maior atividade antioxidante, foram os compostos LMC7 e GABA-BP, com valores
de percentagem de inibicdo da oxidacéo de 29 e 49%, respetivamente. O composto
AL1 apresentou menor atividade, com um valor de percentagem de inibicdo da
oxidacdo de 14,5%. Os 3 compostos padrdo testados apresentaram elevado

potencial de atividade antioxidante pelo método B-caroteno/ &cido linoleico.

Os resultados da atividade antioxidante para as diferentes concentracdes do
composto GABA-BP estdo apresentados na Figura 37. Este composto apresentou
valores de atividade antioxidante superiores a 40%, mesmo em baixas
concentragbes, no entanto ndo se observou uma variagao linear da atividade

antioxidante com o aumento da concentragao.
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Figura 37- Representacao gréafica da percentagem de inibicdo de oxidacédo pelo

método do B-caroteno/acido linoleico para o composto GABA-BP

O composto F257 também apresentou potencial antioxidante por este método,
no entanto, observa-se uma fraca linearidade entre a concentracdo e o aumento da

atividade antioxidante (Figura 38).
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Figura 38- Representagdo grafica da percentagem de inibicdo de oxidacao pelo
método do B-caroteno/acido linoleico para o composto F257.
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O perfil antioxidante do composto F294 (Figura 39), mostrou que nas
concentragdes testadas mais baixas ndao se observou um aumento da atividade
antioxidante proporcional ao aumento da concentracdo de composto. No entanto,
este composto na concentracdo de 1,3 mg/mL apresentou cerca de 47% de

inibicdo da oxidac&o.
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Figura 39- Representacédo gréafica da percentagem de inibicdo de oxidacao pelo

método do 3-caroteno/acido linoleico para o composto F294.

Na Figura 40 é possivel observar a variacdo da percentagem de inibicdo da
oxidacdo para o composto AL1l. Este composto apresenta um maximo de
percentagem de inibicdo da oxidacdo de 38%, no entanto, ndo se observou um
aumento de percentagem de inibicdo da oxidacdo proporcional ao aumento da
concentragédo de composto.
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Figura 40- Representacéo grafica da percentagem de inibicdo de oxidacédo pelo

método do B-caroteno/acido linoleico para o composto AL1

Na tabela 3 apresentam-se os valores de IC30 e de ICso dos compostos que
apresentaram comportamento linear e para os padrdes (Anexo | Figura 67,68 e 69)

pelo método do B-caroteno/acido linoleico.

Tabela 3- Valores de ICso e IC30 obtidos para os compostos e para os padrdes pelo

método do B-caroteno/acido linoleico.

Composto/padréao [C3o(ng/mL) ICso(ug/mL)
GABA-BP - 237,03
LMC7 1198 -
F257 - 860
Acido ascorbico 292 1438
Quercetina 2,1 9,78
BHT 0,168 0,25

A observacao dos resultados obtidos (Tabela 3) mostra que os compostos em
estudo apresentaram baixa capacidade para o método do [-caroteno/acido
linoleico, sendo apenas possivel determinar o valor de ICso de 850 pg/mL e
2370,03 pg/mL, para os compostos F257 e para o GABA-BP, respetivamente. O
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GABA-BP apresentou menor atividade que os trés padrbes em estudo, mas foi o
composto estudado com maiores valores da inibicdo da oxidacao por este método,
estes padrbes apresentaram valores de ICso compreendidos entre 0,25-1438

ug/mL.

5.2.3 Método do poder redutor

Os resultados obtidos pelo método do poder redutor, estdo apresentados na

Figura 45.
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F294 F257 ALl M BHT W Quercetina M Acido ascorbico

Figura 41- Representacdo grafica dos resultados do método do poder redutor para
0s compostos F294, F257 e AL1 para a concentragéao 0,3 mg/ml.

Os compostos F257 e AL1 na concentracdo de 0,3mg/mL apresentaram baixa
atividade. O composto F294 apresentou maior potencial redutor, apresentando uma

absorvancia de 0,42 com 0,3 mg/mL de composto.

O composto F257 (Figura 42) apresentou um comportamento linear,

observando-se um aumento do poder redutor com o aumento da concentracao de

composto.
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Figura 42- Representacdo grafica dos resultados do método do poder redutor para

0 composto F257.

O composto AL1 apresentou baixo potencial redutor, ndo se observando
diferencas nas duas primeiras concentracdes testadas e nas concentracfes mais
elevados observou-se uma diminuicdo da atividade, sugerindo que este possa

exercer um efeito pré-oxidante (Figura 43).
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Figura 43- Representagdo grafica dos resultados da atividade antioxidante pelo

método do poder redutor para o composto AL1.
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O composto F294 (Figura 44) foi o composto que apresentou maior potencial
redutor, observando-se um aumento da atividade antioxidante proporcional ao

aumento da concentragao de composto.
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Figura 44-Representacdo grafica atividade antioxidante pelo método do poder

redutor para o composto F294.

Ao observarmos os resultados obtidos, os compostos F294 e F257
apresentaram menor potencial redutor que os trés padrbes em estudo, com valores
de IC50 de 376 e 1116 ug/mL, respetivamente (Tabela 4).

Tabela 4- Valores de ICso e 1C30 obtidos para os compostos e para os padrdes pelo

meétodo do poder redutor.

Compostos/padrbes [Cso(ng/mL)
F294 376
F257 1116
Acido ascorbico 6,5
Quercetina 8,15
BHT 1,53
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5.2.4 Comparacéo do potencial antioxidante dos derivados

fosfénicos em estudo

Para avaliar o potencial antioxidante dos derivados fosfonicos em estudo
procedeu-se a comparacdo dos valores de atividade antioxidante dos compostos
com os valores de atividade obtidos para os padrdes, nos diferentes métodos em
estudo. Os valores de atividade antioxidante dos compostos obtidos foram
expressos em equivalentes de BHT (upg/mL), acido ascorbico (ug/mL) e de

quercetina (ug/mL)

Na Figura 45 A, B e C estéo representados os valores de atividade antioxidante
dos compostos pelo método do radical de DPPH, expressos em equivalentes de
BHT (ug BHTE/mg composto), equivalentes em acido ascorbico (ug AAE/mg de

composto) e em equivalentes de quercetina (ug QE /mg composto).

Através da andlise da Figura 45, podemos observar que o composto que
apresentou maior potencial para captacédo dos radicais livres foi o F257, e que na
concentragdo de 1mg/mL foi equivalente a 5,69 pg, 5,01 pug e 26,23 pg de acido

ascorbico, quercetina e BHT, respetivamente, F294 e ALL.

O composto que apresentou uma maior atividade antioxidante de entre os
quatro expressos na Tabela 4, foi o composto F257, o qual apresentou valor 1Cs0
de 1116 pg/mL.
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Figura 45- Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do radical DPPH

expressa em equivalentes de acido ascorbico (A), quercetina (B) e BHT (C).

Na Figura 46 A, B e C estéo representados os valores de atividade antioxidante
pelo método do B-caroteno/acido linoleico dos compostos obtidos, expressos em
equivalentes de BHT (ug BHTE/mg), acido ascérbico (ug AAE/mg) e de quercetina
(Mg QE/mg).

E possivel observar que o composto que apresentou maior capacidade de
protecdo do substrato lipidico foi o composto F257, com valores equivalentes (1

mg) a 11,16, 426 e 0,70 ug de acido ascoérbico, quercetina e BHT respetivamente.

Os restantes derivados fosfénicos, F294 e LMC7, apresentaram uma atividade
antioxidante muito mais baixa que o composto F257 pelo método do -
caroteno/acido linoleico.
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Figura 46- Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do caroteno/acido

linoleico expressa em equivalentes de acido ascorbico (A), quercetina (B) e BHT

(©).

Na Figura 47 A, B e C estéo representados os valores de atividade antioxidante
pelo método do poder redutor, dos compostos estudados, expressos em
equivalentes de BHT (ug BHTE/mg), acido ascérbico (ug AAE/mg) e de quercetina

(MLgQE/mQ).

O composto que apresentou maior capacidade de reducdo do ferro(ll) foi o
composto F294, com valores equivalentes (1 mg) a 22 ug, 17 ug e 83 ug de
quercetina, acido ascorbico e BHT respetivamente.
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Por sua vez, o outro composto estudado neste método, F257, apresentou uma
baixa atividade antioxidante quando comparado com o composto F294. Este
composto, F257, quando expresso em equivalentes de padrdo, apresentou como
valores 3,66 g, 3,36 pg, 14,88 ug, para a quercetina, acido ascorbico e BHT,

respetivamente.
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Figura 47- Avaliagéo da atividade antioxidante dos compostos F257 e F294 pelo
meétodo do poder redutor expressa em equivalentes de acido ascorbico (A),
guercetina (B) e BHT (C).
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% inibi¢dao da desnaturagdo da

albumina

5.3Avaliacdo da atividade anti-inflamatoéria
5.3.1 Método dainibicdo da desnaturacdo da albumina

Na Figura 48 encontram-se apresentados os valores da capacidade de inibicao
da desnaturacédo da albumina para os compostos F257, F294, LMC7, AL1, GABA-
BP, LM25, LMAL, LMA2, LMA3, LMC2 (A) e do padrao ibuprofeno (B).
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Figura 48- Valores de inibicdo da desnaturacdo da albumina (%) dos derivados

fosfonicos na concentracdo de 1mg/mL (A), e do padrao ibuprofeno ( 0,125mg/mL).

Na concentracdo 1 mg/mL, os compostos que apresentaram mais atividade
foram os compostos AL1, LMA2 e LMA3, observando-se uma inibicdo da
desnaturacao da albumina de cerca de 90%. Os compostos LMA1 e LMC2 também
apresentaram elevado potencial anti-inflamatério, inibindo cerca de 60% da
desnaturacao da albumina. Os compostos F294, GABA-BP e F257 apresentaram
valores de capacidade de inibir a desnaturagdo da albumina, de 20, 15 e 10%
respetivamente. Os compostos LMC7 e LM25 apresentaram atividade inibitOria

quase residual variando ente os 2 e 4%.

Para o composto F294 (Figura 49), observou-se um aumento da inibicdo da

desnaturacdo da albumina, proporcional ao aumento da concentragcao de
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composto, até a concentracao de 0,125 mg/mL. Apds esta concentracao, observou-

se uma diminuicao da capacidade de inibicdo da desnaturagéo da albumina.
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Figura 49- Representacdo grafica da percentagem de inibicdo da desnaturacéo da

albumina para o composto F294.

Através da analise da curva de reacdo do composto F294 (Figura 73 anexo Il)
foi possivel obter uma curva de calibracdo, a partir da qual foi possivel o célculo do
seu IC50, o qual apresenta um valor de 0,124 mg/mL. Para este composto, nas
concentracbes superiores a 0,13 mg/mL, a percentagem de inibicdo da
desnaturacdo da albumina diminuiu variando entre valores de 15 e 25% de

atividade.

O composto GABA-BP (Figura 54) apresentou uma percentagem de inibicdo da
desnaturacao da albumina compreendida entre 13 e 20%. Para este composto, ndo
se observou um aumento da atividade proporcional ao aumento da concentracéo

de composto.

59



Sintese de acidos e ésteres fosfénicos e avaliagdo das suas propriedades antioxidante e antimicrobiana

N
€]

N
o

[N
(€]

[y
o

wv

o

0,02 0,03 0,06 0,13 0,25 0,50 1,00

2,00

% inibicdo da desnaturagdo da albumina

'
(6]

[GABA-BP], (mg/mL)

Figura 50- Representacdo grafica da percentagem de inibicdo da desnaturacao da

albumina para o composto GABA-BP.

O composto AL1 (Figura 51) nas concentracdes mais baixas, apresentou baixo

potencial anti-inflamatério.
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Figura 51- Representacdo grafica da percentagem de inibicdo da desnaturacao da

albumina para o composto AL1.

Para o composto AL1, ndo se observou um aumento da atividade anti-
inflamatoria proporcional ao aumento da concentragdo de composto. No entanto,
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nas concentracdes de 1,75 e 2 mg/mL, o composto AL1 apresentou cerca de 98%

de inibicdo da desnaturacéo da albumina.

O composto LMA1 (Figura 52) nas concentragbes compreendidas entre 0,125-
0,5 mg/mL, ndo apresentou atividade anti-inflamatéria. No entanto, nas
concentracbes de 1 e 2 mg/mL, apresentou uma percentagem de inibicdo da

desnaturacao da albumina de 33 e 95%, respetivamente.
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Figura 52- Representacdo grafica da percentagem de inibicdo da desnaturacao da
albumina para o composto LMAL.

Na Figura 57, estdo apresentados os resultados obtidos para a percentagem
de inibicdo da desnaturacdo da albumina pelo composto LMAZ2.

O composto LMA2 apresentou uma abrupta subida de atividade até aos 0,25
mg/mL, ap6s o qual atinge uma atividade de cerca de 90%, permanecendo

semelhante nas restantes concentragdes testadas.
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Figura 53- Representacdo grafica da percentagem de inibicdo da desnaturacao da

albumina para o composto LMA2.

O composto LMC2 (Figura 54), nas concentracbes compreendidas entre
0,0625-0,25 mg/mL, ndo apresentou potencial anti-inflamatério, tendo apresentado
valores de percentagem negativos, pelo que é possivel observar que neste
intervalo de concentracdes este composto apresenta atividade pro-inflamatéria. A
partir da concentracdo de 0,5 mg/mL, observaram-se percentagem de inibicdo da

desnaturacao da albumina compreendidas entre 58 e 77%.

Na Figura 55 é possivel observar os resultados obtidos para a variacdo da
percentagem de inibicdo da desnaturacao da albumina para o composto LMAS.

Observou-se que este composto apresenta um maximo de atividade de cerca
de 90% para todas as concentra¢gOes estudadas, com a excec¢ado da concentracao
de 0,125 mg/mL. Para as outras concentracbes, os valores de inibicdo sao

proximos de 90% de inibi¢cdo (0,5 mg/mL) ou superiores a este valor.
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Figura 54- Representagao gréfica da percentagem de inibicdo da desnaturacéo da

albumina para o composto LMC2
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Figura 55- Representacgdo grafica da percentagem de inibicdo da desnaturacdo da

albumina para o composto LMAS3.

Analisando todos os resultados obtidos por este método, é possivel observar

que apenas foi possivel calcular os ICso para os compostos F294 e LMA1L, ndo

63



Sintese de acidos e ésteres fosfénicos e avaliagdo das suas propriedades antioxidante e antimicrobiana

tendo sido possivel o céalculo do ICso para o resto dos compostos devido a sua

atividade nao se comportar de forma linear.

A Figura 56 representa a variagcdo da percentagem de inibicdo da desnaturacéo
da albumina para o composto LMC7. Observa-se que este composto apresenta
uma baixa capacidade anti-inflamatoria, tendo tendéncia a perder atividade com o
aumento da concentracdo, tendo atingido um maximo de atividade de cerca de

12% na concentracdo de 0,5 mg/mL.
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Figura 56- Representacdo gréafica da percentagem de inibicdo da desnaturacéo da

albumina para o composto LMC?7.

Na Figura 57 podemos observar a variacdo da percentagem de inibicdo da
desnaturacdo da albumina para o composto F257. Este composto atinge um
maximo de atividade de 32% na concentracdo de 0,125 mg/mL. Ao atingir esse
maximo, este composto perdeu atividade chegando a um minimo de atividade de

8%, tendo logo surgido um aumento de atividade até aos 23%.
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Figura 57- Representacdo gréafica da percentagem de inibicdo da desnaturacédo da

albumina para o composto F257.

A variacdo da percentagem de inibicdo da desnaturacdo da albumina para o
composto LM25 pode ser observado na Figura 58. Podemos observar nesta Figura
que este apresenta uma baixa atividade antioxidante alcangando apenas como
maximo cerca de 4,5% de atividade e um minimo de 1,3%, pelo que podemos
assumir que, para as concentragfes estudadas este composto apresenta uma

atividade antioxidante bastante baixa.
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Figura 58- Representacdo grafica da percentagem de inibicdo da desnaturacéo da
albumina para o composto LM25.
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Neste estudo observou-se que 0s compostos acidos fosfonicos apresentam
maior atividade anti-inflamatéria que os demais compostos. No caso do composto
LMAL, o seu valor pode estar diminuido pela presenca de um composto a

contamina-lo.

A presenca de um grupo éster no composto LM25 parece provocar a

diminuicao da sua atividade anti-inflamatoria.

Na tabela 5 encontram-se os valores de ICso, obtidos para os compostos F294

e LMAL, bem como para o padréo ibuprofeno.

Tabela 5- Valores de IC50 obtidos para os compostos e para os padroes pelo
método da inibicdo da desnaturacdo da albumina

Compostos/Padréo ICso(pg/mL)
F294 124
LMA1 640
Ibuprofeno 97x10°3

Os compostos F294 e LMAL, apresentaram valores de ICso compreendidos
entre 0,1 e 0,7 pg/mL, tendo o composto F294 apresentado atividade superior ao
composto LMAL. No entanto, o padrdo ibuprofeno apresentou atividade anti-

inflamatoria superior com um valor de ICso de 0,097 pg/mL.

Uma anadlise integrada dos resultados obtidos, mostra que, nos derivados
fosfonicos estudados, os derivados &cidos foram o0s que apresentaram maior
potencial anti-inflamatorio e que a presenca de um grupo éster (composto LM25)

parece levar a diminuicdo da sua atividade anti-inflamatoria.
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5.4Avaliacédo da atividade antibacteriana

A avaliacdo da atividade antibacteriana foi efetuada através da determinagéo da
concentragdo minima inibitoria (CMI) e a determinagdo da concentracdo minima
bactericida (CMB). A concentracdo minima inibitoria corresponde a concentracéo
minima para o qual ndo se observa crescimento, enquanto que a CMB avalia a

capacidade do composto eliminar a estirpe bacteriana em estudo.

5.4.1 Concentracdo minima inibitoria

Na tabela 6 estdo apresentados os resultados obtidos para as concentracdes

minimas inibitérias dos compostos para as estirpes bacterianas em estudo.

Através da analise da tabela 6 € possivel observar que o composto LMC7
apresentou maior potencial antimicrobiano, com capacidade inibitéria do
crescimento para a maioria das estirpes bacterianas, com excec¢ao do Proteus
mirabilis LFG 04. Por sua vez, os compostos que obtiveram menor atividade

antimicrobiana para as bactérias estudadas foram o F257 e F294.

Neste estudo, com excecdo do composto LMC7, podemos observar que 0s
acidos fosfénicos apresentaram melhores propriedades antimicrobianas que o0s
outros compostos para as estirpes bacterianas estudadas. O composto LMC7 foi o
gque apresentou um valor de CMI mais baixo, podendo ser relevante a presenca de

2 grupos nitro no anel aromatico.

Os resultados obtidos (Tabela 6) mostram que os derivados fosfonicos
apresentam capacidade bacteriostatica face aos agentes bacterianos em estudo.
Para a estirpe Staphylococcus aureus LFG 29213, os compostos fosfonicos que
apresentaram melhor atividade antibacteriana foram o composto LMC7 e F294,
com valores de CMI de 125 pg/mL e 250 pug/mL, respetivamente. Por outro lado, o
composto F257 foi o que apresentou menor poder antibacteriano face a esta
estirpe, com um valor de CMI de 2000 pg/mL. Para estirpe bacteriana
Enterococcus faecalis LFG 1001, os compostos que apresentaram uma melhor

capacidade de inibir o crescimento bacteriano foram os compostos LMC7, LMAL e
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LMA3, com um valor de CMI de 250 pg/mL. Os fosfonatos F257 e GABA-BP.
apresentaram menor atividade antibacteriana com valores de CMI de 2000 pg/mL.
Para a estirpe bacteriana Staphylococcus aureus ATCC 1007, o composto com
melhor capacidade inibitéria foi o LMC7 com um valor inferior a 125 pg/mL. Por sua
vez 0 composto F257 foi 0 composto que apresentou uma pior capacidade inibitéria
bacteriana com um CMI de 2000 pg/mL. A estirpe bacteriana Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 apresentou maior sensibilidade para o composto LMC7,
tendo-se obtido um valor de CMI inferior a 125 pg/mL. A estirpe bacteriana
Enterococcus faecalis ATCC 29212 apresentou maior resisténcia ao composto
F257, tendo-se observado um valor de CMI de 2000 pg/mL, enquanto que o
composto LMC7 foi o mais eficiente na inibicdo do crescimento bacteriano com
uma CMI de <125 ug/mL.

Analisando os resultados obtidos pra as estirpes Gram-negativas podemos
observar que para o Proteus mirabilis LFG 04, o composto que apresentou melhor
capacidade inibitéria do crescimento bacteriano foi o AL1, com um valor de CMI de
750 pg/mL.

Nas estirpes bacterianas Salmonella enteritidis LFG 05 e Pseudomonas
aeruginosa LFG 1002, os compostos que apresentaram uma melhor capacidade de
inibir o crescimento bacteriano para as duas bactérias foi o composto LMC7, com
um valor de CMI de 500 pg/mL. Por sua vez os fosfonatos que apresentaram
valores de CMI mais altos para as estirpes bacterianas foram o F294 e GABA-BP,
com valores de CMI de 2000 pg/mL.

Para as estirpes Escherichia coli LFG 1003 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 observou-se que o composto inibitério mais eficaz foi LMC7, com um valor
de CMI de 250 e os compostos F294 e F257 como 0S compostos com maior
concentragdo minima inibitoria com um valor de 2000 pg/mL, sendo assim menos

eficazes na inibicdo do crescimento bacteriano.
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Tabela 6-Tabela da concentragdo minima inibitéria dos compostos para as bactérias em estudo

Estirpes bacterianas

Compostos em estudo (ug/mL)

LMC7 F257 AL1 F294 GABA-BP LMA1 LMA2 LMA3 T.E
S. aureus ATCC 29213 <125 2000 500 250 1000 500 750 500 0,98
E. faecalis LFG 1001 250 2000 750 2000 1000 250 1000 250 15,65
S. aureus LFG 1007 <125 2000 500 250 250 500 1000 500 0,98
E. faecalis ATCC 29212 <125 2000 1000 750 500 500 1000 250 3,91
S. typhimurium LFG 1006 <125 1000 750 750 500 NE NE NE 62,5
P. mirabilis LFG 1004 1000 1000 750 2000 2000 NE NE NE 62,5
S. enteritidis ATCC 1005 500 1000 750 2000 2000 NE NE NE 1,95
P. aeruginosa LFG 1002 500 1000 750 2000 2000 NE NE NE 1,95
E. coli LFG 1003 250 2000 1000 2000 350 500 500 500 125
P. aeruginosa ATCC 27853 250 2000 1000 2000 350 750 750 500 125
M. morgani LFG 1006 500 >2000 1000 2000 500 750 1000 750 31,25
E. coli ATCC 25922 250 2000 1000 2000 250 500 500 500 62,5
S. epidermidis ATCC 12228 <125 2000 500 2000 2000 NE NE NE 31,25

Legenda: NE- N&o efetuado

T.E-Cloridrato de tetraciclina

69




Sintese de acidos e ésteres fosfénicos e avaliagdo das suas propriedades antioxidante e antimicrobiana

No que diz respeito a estirpe de Morganella morganii LFG 08, os compostos
que apresentaram melhor atividade antibacteriana foram o LMC7 e GABA-BP com
valores de CMI de 500 pg/mL. Por outro lado, o composto que apresentou um CMI

maior foi o F257, com um valor de CMI superior a 2000 pg/mL.

Observando os resultados obtidos na tabela 6 podemos notar que os
compostos que apresentaram maior potencial inibitério para Escherichia coli ATCC
25922 foram LMC7 e GABA-BP com valores de CMI de 250 pg/mL.

No que respeita a estrutura do composto LMC7 é possivel observar que este
apresenta dois grupos nitro na sua estrutura, podendo ser este o grande fator que
influencia a capacidade inibitéria do crescimento bacteriano deste mesmo

composto.

5.4.2 Concentracdo minima bactericida

A atividade bactericida dos compostos foi avaliada para todos os testes em
gue se observou inibicdo do crescimento bacteriano. Os resultados obtidos séo
apresentados na tabela?.

Os compostos LMC7, GABA-BP e LMA2 foram o0s que apresentaram
atividade bactericida para algumas das estirpes Gram-positivas, tendo sido o

GABA-BP o que apresentou melhor potencial bactericida para estas estirpes.

No que respeita as estirpes Gram-negativas estudadas a que apresentou
maior sensibilidade a um maior numero de derivados fosfénicos foi a E. coli FG
1003.
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Tabela 7- Tabela da concentracdo minima bactericida dos compostos para as bactérias em estudo

Compostos em estudo (ug/mL)

Estirpes bacterianas
LMC7 F257 AL1 F294 GABA-BP LMA1 LMA2 LMA3 T.E
S. aureus LFG 29213 1000 >2000 >2000 >2000 350 >2000 500 >2000 3,9
E. faecalis LFG 1001 2000 >2000 >2000 >2000 350 >2000 >2000 >2000 62,5
S. aureus ATCC 1007 2000 >2000 >2000 >2000 500 >2000 >2000 >2000 62,5
E. faecalis ATCC 29212 >2000 >2000 >2000 >2000 250 >2000 >2000 >2000 7,8
S. typhimurium LFG 06 >2000 1000 2000 1000 >2000 NE NE NE 62,5
P. mirabilis LFG 04 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 NE NE NE 125
S. enteritidis ATCC 05 2000 >2000 >2000 >2000 >2000 NE NE NE 7,8
P. aeruginosa LFG 1002 2000 >2000 2000 >2000 >2000 NE NE NE 125
E. coli LFG 1003 >2000 1000 2000 1000 2000 >2000 >2000 >2000 125
P. aeruginosa ATCC 27853 2000 >2000 >2000 >2000 >2000 1000 >2000 >2000 250
M. morgani LFG 06 2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 62,5
E. coli ATCC 25922 2000 >2000 2000 >2000 2000 2000 >2000 >2000 125
S. epidermidis ATCC 12228 2000 >2000 >2000 >2000 >2000 NE NE NE 250

Legenda: NE- N&o efetuado  T.E-Cloridrato de tetraciclina
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Observou-se que na maioria dos compostos estudados ndo ouve diferencas
entre eles no que respeita a sua capacidade bactericida, uma vez que estes
apresentaram na maioria concentra¢cdes minimas bactericidas iguais ou superiores

a 2000 pg/mL.

Assim, 0s compostos em estudo apresentaram elevado potencial
antibacteriano, inibindo o crescimento de varios tipos de estirpes bacterianas, com
largo espectro de acdo sobre estirpes Gram-positivas e Gram-negativas, muitas
com resisténcia antimicrobiana conhecida. No entanto, os compostos estudados

nao apresentaram elevadas capacidades bactericidas.
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6. Considerac0es finais

Neste trabalho realizou-se a sintese de varios compostos fosfénicos, os quais
apresentaram um rendimento muito variavel, entre 32% e os 71%, como € 0 caso
do LMA1 e LMAZ2, respetivamente. Esta grande diferenca entre rendimentos pode
dever-se ao numero de lavagens necessarias para purificar o composto, podendo o

maior ou menor quantidade dessas impurezas deverem-se a presenca de

composto de partida que ndo reagiram completamente.

No que respeita a atividade antioxidante os compostos foram testados
utilizando o método do radical DPPH, o método do [(B-caroteno/acido linoleico e o
método do poder redutor. Através destes métodos foi possivel observar que os
compostos testados ndo apresentam grande capacidade antioxidante n&do tendo
sido possivel a determinacdo da capacidade antioxidante de grande parte dos

compostos a testar.

Através da analise das estruturas e das atividades dos compostos estudados
podemos observar que os compostos F294 e F257 foram 0s que apresentaram

melhor atividade antioxidante.

by

Relativamente a atividade anti-inflamat6ria, a maioria dos compostos
testados apresentam uma grande capacidade de inibir a desnaturacdo da
albumina, podendo chegar, nalguns casos, a valores de atividade superiores a 90%

como é o caso dos compostos AL1, LMA2 e LMAS.

pY 7

Quanto a atividade antibacteriana é possivel observar, através dos
resultados obtidos, que os compostos fosfonicos utilizados apresentaram uma
grande capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano, como é o caso do
composto LMC7 o qual apresentou o melhor valor de CMI para quase todas as

bactérias em estudo, podendo esta maior atividade ser devida a presenca de

grupos NOz2 na sua estrutura.

Por sua vez, estes mesmos compostos fosfénicos apresentam uma fraca
capacidade de eliminagdo dessas mesmas bactérias, tendo-se obtido valores

elevados para a concentracdo minima bactericida.
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Os compostos fosfénicos tém vindo cada vez mais a ser estudados néo so
para as suas capacidades de tratar doencas relacionadas com 0s 0Ss0S, mas
também para doencas oncologicas e atividades antibacterianas. Com o aumento
de estudos relacionados com este tipo de compostos existe a possibilidade, de
num futuro proximo, se conseguir sintetizar compostos fosfénicos com aplicacdes
farmacéuticas que consigam apresentar diversos tipos atividades de forma eficiente
e com uma capacidade de serem absorvidos pelo corpo humano, pois este é 0

principal problema do uso de compostos fosfénicos no tratamento clinico.
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8. Anexos

l. Avaliacdo das atividades antioxidantes
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Figura 59— Perfis de atividade do padrédo quercetina pelo método do radical DPPH.
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Figura 60-— Perfis de atividade do padrdo BHT, pelo método do radical DPPH.
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Figura 61- Representacdo grafica da percentagem de inibicdo de oxidacao pelo
método do DPPH para o composto F257 aos 120 min.
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Figura 62- Representacdo grafica da percentagem de inibicdo de oxidacao pelo
método do DPPH para o composto LMC7 aos 120 min.
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Figura 63— Curva de calibracdo do padrdo acido ascoérbico pelo método do [3-

caroteno/acido linoleico
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Figura 64- Curva de calibracdo do padrao quercetina, pelo método do [3-

caroteno/acido linoleico.
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Figura 65—Curva de calibragao do padrao BHT, pelo método do 3-caroteno/acido

linoleico
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Figura 66- Representacdo grafica da percentagem de inibicdo de oxidacdo pelo
método do 3-caroteno/acido linoleico para o composto F257
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Figura 67- Curva de calibracdo do padrdo BHT pelo método do poder redutor.
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Figura 68-Representacdo grafica da percentagem de inibicdo de oxidacéao pelo

meétodo do poder redutor para 0 composto F257.
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Figura 69-Representacéo grafica da percentagem de inibicdo de oxidacao pelo

meétodo do poder redutor para 0 composto F294.
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Figura 70-Curva de calibracao do padréo acido ascoérbico pelo método do poder
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Figura 71— Curva de calibragdo do padrdo quercetina pelo método do poder

redutor.
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Il. Avaliacdo das atividades anti-inflamatorias
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Figura 72-Curva de calibracao do padréo ibuprofeno pelo método da inibicao da

desnaturacao da albumina.
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Figura 73- Curva de calibracdo do composto F294 para o método da inibicdo da

desnaturacao da albumina
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Figura 74-Curva de calibracdo do composto LMA1 para o método da inibicdo da

desnaturacao da albumina
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