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Introducéo

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa progressiva que afeta
principalmente pessoas idosas, a doenca esta associada a perda de neurdnios colinérgicos no
cérebro e a diminuicdo do nivel de acetilcolina ACh. O principal alvo terapéutico nas estratégias
de tratamento da DA é a inibicdo da AChE cerebral (COLOVIC et al., 2013). Deste modo, 0s
inibidores da AChE (AChEIS) ou anticolinesterases inibem a colinesterase, aumentando o nivel
e a duracdo da acdo da ACh (BURMAOGLU et al., 2019).

As bases de Schiff sdo uma classe de compostos organicos consideradas de grande
relevancia em termos de funcdo bioldgica, devido a presenca do grupo imina (C=N) e ocorre
com grande frequéncia em biomoléculas e participa de processos enzimaticos. Tornando estes
compostos como uma alternativa promissora no desenvolvimento de farmacos, apresentando
diversas aplicagcdes dentro da bioquimica e medicina (MUSHTAQ et al., 2024; RACZUK et
al., 2022; AYTAC et al., 2023).

Nos ultimos anos, é observado um grande interesse na sintese e caracterizacdo de
compostos de base de Schiff devido as suas atividades bioldgicas, com propriedades
antitumorais, antimicrobianas, antifungicas e antivirais (SIMSEK et al., 2023). Além destes
efeitos ressalta-se a existéncia da atividade de bases de Schiff como promissores compostos no
tratamento da Doencga de Alzheimer (DA) (MACHA et al., 2022; RAJU et al., 2022).

Com isso, a importancia de estudos que ajudem no tratamento da DA, assim, é
necessario a escolha de um bom composto organico para a formacao de base de Schiff, como o
Acido Sulfanilico (AS), na qual é considerado um dos tipos mais importantes de compostos
organicos de enxofre e é um benzeno para-di-substituido com grupos NHz e SO3zH ligados nas
posicdes para do anel fenil. Sua amida e algumas amidas substituidas sdo usadas como sulfas,
e se tornam de grande interesse para industria farmacéutica (VARGHESE et al., 2006;
SRIVASTAV et al., 2023). Deste modo, o objetivo deste trabalho é sintetizar e caracterizar
uma base de Schiff derivada do Acido Sulfanilico e realizar estudos da atividade antioxidante
pelos métodos DPPH e ABTS e de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase, afim de observar seu
potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos no tratamento da Doenca de
Alzheimer (DA).

Material e Métodos
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Sintese da base de Schiff:

A sintese da base de Schiff (ASLICOBEN) se processou da seguinte forma: em um
baldo de fundo redondo foi adicionado uma solucéo de 86 mg de 4-dimetilaminobenzaldeido
em 10 mL de metanol. Posteriormente, foi adicionado a solugdo 100 mg de Acido Sulfanilico
em 10 mL de agua destilada, obtendo uma mudanca de coloracdo na reacdo. A reagdo se
processou por 3 h, apds esse periodo foi levada a temperatura baixa por 48 h para obtencéo total
do composto. O composto foi entdo filtrado em papel filtro e armazenado em um dessecador
sob vécuo.

Espectroscopia Eletrénica na Regido do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis):

Foi utilizado um espectrofotémetro Shimadzu 1800 UV-Vis. A varredura foi realizada
no intervalo de comprimento de onda de 200 a 800 nm, utilizando uma cubeta de quartzo e as
solucdes nas concentracdes de 1 x 103 mol/L.

Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (1V):

Espectro na regido do infravermelho foram obtidos usando um espectrofotdmetro
Nicolet iS5 da Thermo Scientific. A amostra foi preparada com pastilhas de KBr na propor¢éao
1:20 (m/m) (amostra: KBr), e o espectro registrado na faixa de 4000 a 400 cm™?, usando 32
varreduras e 4 cm ™,

Atividade Antioxidante:

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) seguindo a metodologia descrita por Becker et al. (2019), com modificacdes, e
pelo método de ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico)) descrito por Re
et al. (1999). Ambos os testes foram realizados em microplaca de fundo chato de 96 pogos em
leitor Elisa BioTek, modelo ELX 800. A quercetina, foi utilizada como padrao.

Atividade Antiacetilcolinesterase:

A atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi aferida em placas de 96
pogos de fundo chato utilizando leitor Elisa BIOTEK, modelo ELX 800, software “Gen5
V2.04.11”, baseando-se na metodologia descrita por Ellman et al. (1961). Em placas de 96
pocos, foram utilizadas as seguintes solu¢fes por pogo: 25 pL de iodeto de acetiltiocolina (15
mM), 125 uL de 5,5’—ditiobis-[2-nitrobenzdico] na solucdo Tris/HCL (50nM, pH=8, com 0,1
M de NaCl e 0,02 M de MgCL .6H20. (3 mM, DTNB ou reagente de Ellman), 50 pL da
solucdo Tris/HCL (50 nM, pH=8, com 0,1% de albumina sérica bovina (BSA), 25 uL da
amostra de extrato dissolvida no solvente de extracdo da amostra e diluida 10 vezes na solucéo
Tris/HCL (50 mM, pH=8) para obter uma concentracéo final de 0,2 mg.mL* (RHEE et al.,
2001; TREVISAN et al., 2003). O padréo utilizado foi a fisostigmina.

Anélise Estatistica:

Todas as amostras foram analisadas em triplicata. As amostras apresentaram coloragao
propria absorvida pelo espectro de onda de leitura, sendo assim, foram deduzidos os valores
referentes a coloracdo. Apds normalizacdo dos dados foi realizado teste de curva de regressdo
ndo linear pelo programa estatistico GraphPad Prism v7.0.

Resultados e Discusséo

Na formagcéo da base de Schiff (ASLICOBEN) a reagdo entre o Acido Sulfanilico e 4-
Dimetilaminobenzaldeido apresentou uma mudanca de coloracdo para cor laranja. Através do
teste de solubilidade verificou-se que a base de Schiff é solivel em &lcool metilico e
dimetilsulfoxido (DMSO).
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Em relacdo a caracterizacdo da ASLICOBEN, os espectros eletronicos na regido do UV-
Vis dos precursores 4-Dimetilaminobenzaldeido e Acido Sulfanilico, bem como da base de
Schiff sintetizada s&o apresentados na Figura 01. No estudo espectroscopico, o precursor Acido
Sulfanilico em meio aquoso apresentou duas bandas em 248 e 289 nm referentes as transicoes
intraligante do tipo m—n* e sdo indicativas das transicdes eletrdnicas no benzeno. Estes
resultados estdo parecidos com o que é reportado na literatura (OLIVEIRA, 2016; PAIVA et
al., 2010). No espectro UV-Vis da molécula 4- Dimetilaminobenzaldeido realizado em meio
metanolico é observado duas bandas de transicdo eletrdnica em 241 e 340 nm das transi¢oes
intraligante do tipo n—m*. Em relacdo ao espectro do UV-Vis da base de Schiff (ASLICOBEN)
foi observado o deslocamento de bandas este resultado é referente a formacdo do novo
composto entdo sintetizado. A banda presente em 253 nm pode ser atribuida a transicGes
eletronica do tipo transferéncia de carga intraligante n—n*, a banda em 341 nm ¢é referente a
transi¢do n—m*.

Figura 01 — Espectro eletronico na regidgo do UV-Vis do 4-dimetilaminobenzaldeido em
metanol, Acido Sulfanilico em dgua e ASLICOBEN em metanol.

1,0
— 4-Dimetilaminobenzaldeido
Acido Sulfanilico
— ASLICOBEN
0,8 1

Absorbancia (u.a.)

200 300 400 500 600

Compimento de onda (nm)
Fonte: Elaborado pelos autores.

Na espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (V) é possivel identificar os
grupos funcionais presentes na molécula. As bandas espectrais caracteristicas do infravermelho
(1V) da base de Schiff (ASLICOBEN) sédo fornecidos na Figura 02. O IV da base de Schiff
apresentou uma banda em 2971 cm! referente ao estiramento C-H. E observado uma banda de
absorcdo em 1609 cm™ atribuida ao estiramento da azometina C=N (TURAN et al., 2021;
VINUSHA et al., 2019). A banda em 1218 cm™ é do estiramento C-N (JEBIN et al., 2015). O
grupo écido sulfonico fornece suas absorgdes caracteristicas em 1173 cm relacionado ao
estiramento assimétrico de SOsH (OLIVEIRA, 2016; ZENG et al., 2012) a banda em 563
cm ~t é da deformagéo SO, (FATIMA et al., 2022).
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Figura 02 — Espectro eletrénico na regido do infravermelho da base de Schiff (ASLICOBEN).
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Foi medido o potencial antioxidante de eliminacdo de radicais da base de Schiff, dos
precursores por ensaios DPPH e ABTS. O antioxidante padrdo quercetina foi usado como
controle positivo (Tabela 01). Neste estudo, foi avaliado o parametro 1Cso que indica a
concentragdo do composto em avaliacdo que consegue inibir 50% de radicais livres, assim
quanto menor esse valor obtido, maior o potencial antioxidante do composto em estudo (BORA
etal., 2019).

A base de Schiff (ASLICOBEN) apresentou valor 1Cso de 11,67 + 0,58 pg.mL?, em
relagcdo ao ensaio DPPH. Frota et al. (2022) comenta que compostos séo considerados como
tendo alto ou significativa capacidade antioxidante quando ICsp < 10 pug/mL, moderado
capacidade antioxidante quando 10 < ICso < 20 pg/mL, e baixa capacidade antioxidante quando
ICs0 > 20 pug/mL. Assim, € notdrio que a base de Schiff sintetizada pode ser possivel agente de
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Pelo método ABTS os valores de I1Cso da
base de Schiff foi 1Cso 23,80 + 0,25 pg.mL. Concluindo-se que a base de Schiff apresenta
maior potencial antioxidante que 0s seus precursores, pois o valor de 1Csg € menor.

Ressalta-se que bases de Schiff possuem grupos hidroxila em sua estrutura quimica que
funcionam como antioxidantes e protegem dos efeitos nocivos dos radicais livres
(BULDURUN et al., 2022). Além disto, o grupo imina (C=N) possui potencial de farmaco para
doencas causadas por danos de radicais livres devido as suas capacidades antioxidantes, assim
verifica-se que base de Schiff exibe capacidade antioxidante ao apresentar potencial para
remover espécies reativas de oxigénio (EROs) (AYTAC et al., 2023).
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Tabela 01 — Dados da atividade Antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS.

Amostras Clso DPPH' (ng.mL?) Clso ABTS" (ng.mL™)
Quercetina (padréo) 2,74 + 0,08 3,98 +0,13
4- dimetilaminobenzaldeido 21,02 £ 0,52 31,15+ 0,54
Acido Sulfanilico 20,49 + 0,70 25,11 +0,54
base de Schiff (ASLICOBEN) 11,67 + 0,58 23,80 £ 0,25

Fonte: Elaborado pelos autores.

Os resultados de inibicdo da enzima a atividade de inibicdo enzimatica dos compostos
foram determinados em comparacdo com a fisostigmina na qual é um dos inibidores de
colinesterase de referéncia, que apresenta um indice terapéutico, atuando interferindo no
metabolismo da acetilcolina (ACh) e corroborando no aumento da neurotransmisséo
colinérgica central (BATIHA etal., 2020; POYRAZ; YDLDDRDM; ERSATIR, 2024), Tabela
03. O ICsx foi definido como a concentracdo do composto que causa 50% de inibi¢do da enzima
(BULDURUN et al., 2022). A base de Schiff apresentou I1Csp 17,36 + 0,81 pug.mL, sendo
observado em relagéo aos seus precursores que a melhoria de inibicdo da enzima AChE quando
ocorre a sintese de formacao da base de Schiff.

Tabela 03 — Avaliacao do potencial de inibicdo da enzima AchE.

Amostras Clso AchE (ng.mL™?)
Fisostigmina (padréo) 2,15+0,05
4- dimetilaminobenzaldeido 25,17 £ 0,77
Acido Sulfanilico 38,23+ 0,12
base de Schiff (ASLICOBEN) 17,36 + 0,81

Fonte: Elaborado pelos autores.

Concluso6es

A sintese da base de Schiff derivada do 4-Dimetilaminobenzaldeido e Acido Sulfanilico
produziu um composto de cor laranja. Através da sintese, a base de Schiff entdo formada
apresentou em sua estrutura o grupo imina (C=N) caracteristico de base de Schiff. Com os
estudos espectroscopicos na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) foi inferido a partir das
transicOes eletrOnicas que o grupo azometina ou anel benzénico estava presente na base de
Schiff, em relacdo a espectroscopia na regido do infravermelho (IV) é observado os principais
grupos funcionais da ASLICOBEN.

Nos testes de atividade antioxidante utilizando os métodos DPPH e ABTS, a base de
Schiff apresentou maior potencial de eliminacdo de radicais livres quando comparado com 0s
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compostos de partida, com valores de I1Cso 11,67 £ 0,58 pug/mL (DPPH) e 23,80 £ 0,25 pg/mL
(ABTS). Deste modo, demonstrando a ocorréncia de melhoria da atividade antioxidante quando
ocorre a sintese e consequentemente a formacdo do grupo imina (C=N) em sua estrutura.

Em relacdo ao teste de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, a base de Schiff
apresentou 1Csg 17,36 £ 0,81 pg/mL, indicando que o uso da nova base de Schiff se mostra
promissora no tratamento da Doenca de Alzheimer (DA). Este estudo identificou uma potencial
molécula de base de Schiff contra alvo de AChE. No entanto, é necessaria uma investigacdo
mais aprofundada.
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