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RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antibioticos é atualmente um dos problemas de saude publica
mais relevantes, o que desperta a necessidade do desenvolvimento de novas moléculas
bioativas. Sendo as subunidades estruturais acilidrazonas fragmentos privilegiados e com
atividades bioldgicas bem relatadas, seu esqueleto carb6nico tem sido utilizado na busca por
novos hits promissores. Este estudo teve como objetivo o planejamento, a sintese e a
avaliacdo in vitro do perfil antibacteriano de derivados N-acilidrazénicos substituidos, visando
obter possiveis agentes terapéuticos mais eficazes, seguros e potentes. Os compostos foram
obtidos através de uma reacdo de condensacdo de diferentes aldeidos aromaticos substituidos
ou ndo, com 2-ciano-aceto-hidrazida em meio etandlico e acido, conduzindo aos compostos
finais. Os testes antibacterianos foram realizados por meio da técnica de microdiluicdo em
caldo de acordo com o protocolo M7-A9 (CLSI, 2015). As cepas testadas foram
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATC 25922. Foram sintetizados onze
derivados N-acilidrazonicos apresentando rendimentos que variaram entre 53 e 94%, sendo
alguns deles caracterizados por RMN de 'H e RMN de **C DEPT-Q cujas estruturas
apresentaram sinais de deslocamento quimico entre 8,16 e 8 ppm sugestivos de hidrogénios
de grupamento iminico caracterizando, assim, o sucesso da sintese. Além disso, foi realizados
estudos de analise conformacional enfatizando a possibilidade de conférmeros syn e anti-
periplanar, sendo o syn-periplanar o que apresentou menor energia estérica. O Laboratério de
Sintese e Vetorizacdo de Moléculas (LSVM) sederam os compostos N-acilidrazonicos
acridinicos (AMACO01 e ACSAZ). Na avaliacdo bioldgica foram testadas treze mléculas,
dentre as quais destacamos o composto AMACO01, que apresentou melhor atividade frente as
duas cepas testadas (256 pug/mL), o que pode ser explicado pela presenca do nucleo acridinico
sem substituintes. Para a série JR, 0s compostos nitrados substituidos nas posi¢des orto e para
apresentaram melhor atividade para ambas as cepas, sendo mais ativo para estirpe de E. Coli
(256 pg/mL). Baseado nos resultados se constatou que 0s compostos que apresentam aneis
aromaticos deficientes de eletrons ligados diretamente a uma funcdo imina como, acridinico e
grupamento nitro em posicdo orto ou para, podem ser trabalhados posteriormente aplicando-
se técnicas de modificacdo molecular a fim de obter um Hit promissor.

Palavras-chaves: Planejamento de Farmacos, Sintese de Hidrazonas, Atividade
Antimicrobiana.



ABSTRACT

Bacterial resistance to antibiotics is currently one of the most important public health
problems, which arouses the need to develop new molecules bioactive. Since the structural
subunits acylhydrazones privileged fragments, and your well-reported biological activities,
their carbon skeleton has been used in the search for new hits. This study aimed the planning,
synthesis and in vitro evaluation of antibacterial profile of substituted N-acylhydrazones
derivatives, as possible more effective therapeutic agents, safe and powerful. The compounds
were obtained by a condensation reaction of different aromatic aldehydes substituted or
unsubstituted, with 2-cyano-acetohydrazide in ethanol and acid médium, leading to final
compounds. The antibacterial tests were performed using the broth microdilution technique
according to the M7-A9 (CLSI, 2012). The strains were Staphylococcus aureus ATCC 25923
and Escherichia coli ATCC 25922. Were synthesized eleven N-acylhydrazones derivatives,
presenting yields between 53 and 94%, some of them were characterized by *H and **C NMR
DEPT-Q whose structures presented chemical shifts signals between 8,16 and 8 ppm
suggesting hydrogens imino grouping characterizing thus the success of the synthesis.
Moreover, conformational analysis studies were performed, emphasizing the possibility of syn
and anti-periplanar conformers, being syn-periplanar the conformer of smaller steric energy.
In biological evaluation were tested thirteen molecules, among which we highlight the
AMACO01 compound, which showed better activity against the two strains tested (256
pug/mL), which can be explained by the presence of the acridinico moiety without
substituents. For JR series, the nitrated compounds substituted in the ortho and para positions
showed better activity for both strains being more active for E. coli strain (256 pug/mL). Based
on the results it was found that compounds which have attached electron deficient aromatic
rings directly into an imine function as acridinico and grouping nitro in ortho or para
position, can be further worked out by applying techniques of molecular modification to
obtain a hit promising.

Keywords: Drugs Planning, Synthesis Hydrazones, Antimicrobian Activity.
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1. INTRODUCAO

A Quimica Medicinal é a disciplina que trata dos aspectos relacionados ao
planejamento, invencdo, descoberta, identificacdo e obtencdo de compostos de interesse
terapéutico, i.e. firmacos, bem como as razées moleculares de seu modo de acéo, incluindo a
compreensdo da relagdo entre a estrutura quimica e a atividade terapéutica, absorcéo,
distribuicdo, metabolismo, eliminagéo e toxicidade (WERMUTH et al., 2008).

No tocante a busca de novos candidatos a farmacos, a estratégias de modificacdo
molecular de agentes antimicrobianos tem sido, hd muitos anos, uma das principais técnicas
abordadas, consistindo na realizacdo de pequenas modificacfes quimicas em um composto
prot6tipo matriz, possuidor de estrutura quimica e atividades bioldgicas bem conhecidas
(mantendo constante seu grupo farmacoférico) obtendo-se novos compostos analogos ou
homologos, sem perda das principais propriedades do composto matriz (MONTANARI,
1995). Além disso, como a resisténcia consiste no reconhecimento da estrutura do farmaco
pelos microorganismo, realizar substituicGes em farmacos ja existentes pode garantir um
maior potencial, superando 0s mecanismos de resisténcia, como também, diminuindo seus
efeitos toxicos (MADIGAN et al., 2016).

Dentre esses compostos, destacam-se 0s heterociclicos, os quais correspondem por
cerca de 65% dos farmacos atualmente empregados na terapéutica, sendo que 95% desses
apresentam-se nitrogenados e outros 25% apresentam atomos de enxofre em sua composicdo
quimica (BARREIRO & FRAGA, 2008). Além disso, estes compostos sdo possuidores de

ampla atividade bioldgica e possuem vantagem de ndo terem sido extensivamente estudados.

As subunidades estruturais hidrazona e acilidrazona estdo presentes em diversas
substancias com atividades biologicas bem relatadas e que podem ser utilizadas como
modelos para o planejamento de candidatos a novos farmacos. J& foram descritas, para 0s
compostos desta natureza, diversas atividades farmacol6gicas como agdo antiviral,
antiparasitaria, antimicrobiana, anticonvulsivante, analgésica e anti-inflamatoria, e

antiproliferativa de células tumorais.

Os compostos acridinicos possuem uma ampla variedade de efeitos biologicos,

atuando como antibacteriano, antimalarico, antileishmanial, antitripanossomal e
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anticancerigeno. A maioria desses efeitos pode ser explicada pela interagdo do cromoforo
acridina com os pares de bases da dupla hélice do DNA. (SILVA, 2003)

A figura 1 mostra a estrutura da hidrazona, precursora de diversos compostos
amplamente sintetizados e de grande interesse farmacéutico, devido as suas diversas
atividades bioldgicas (SANTOS, 2012).

Figura 1. Esqueleto hidrazénico

Fonte: (SANTOS, 2012)

A obtencdo das hidrazonas ocorre a partir da condensagdo entre um aldeido ou cetona
com uma hidrazina (Esquema 1). Quando essa hidrazina é uma N-acilidrazina (ou hidrazida),

0 produto é uma N-acilidrazona (Esquema 2), um composto azometino.

Esquema 1. Reacéo geral da formacéo de uma hidrazona

R,C=O + HNNHR' R,C=NNHR" + H,0

Esquema 2. Reacdo geral da formacdo de uma N-acilidrazona

R,C=O + H,NNHC(O)R R,C=NNHC(O)R' + H,0

Para a avaliacdo da atividade microbioldgica dos compostos, existe uma série de testes
que podem ser realizados in vitro ou in vivo. Para os testes in vitro destacam-se os de
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), que permite investigar o crescimento microbiano em
resposta a submissdo dos microrganismos a determinadas drogas. De acordo com Alves et. al.
(2008), métodos de diluicdo sdo comumente utilizados para determinar a concentracdo

minima de um agente necessario para inibir ou matar um microrganismo.

Dentre as inumeras bactérias patogénicas, podemos ressaltar o Staphylococcus aureus
considerado um patégeno humano oportunista que frequentemente esta associado a infeccGes

adquiridas na comunidade e no ambiente hospitalar, e a Escherichia coli, bactéria que habita o
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intestino humano e de alguns animais podendo ser benéfica ou prejudicial a salde

dependendo da espécie e quantidade no organismo (ANVISA, 2016).

Apesar do grande arsenal terapéutico de farmacos com atividade antibacteriana, vem
crescendo gradualmente a resisténcia microbiana a estes farmacos ocorrendo normalmente,
através de mutacdes que proporcionam a sintese de enzimas capazes de conferir a inativacao
de tais substancias. Diante desse quadro, foram realizadas etapas de sintese, purificacdo e
elucidacdo estrutural de compostos acilidrazonicos substituidos, acompanhados por ensaios in
vitro visando a avaliacdo de seus potenciais antibacterianos. Assim, visualiza-se a
possibilidade de desenvolvimento de novas moléculas sintéticas, terapeuticamente Uteis, que

possam servir como novos agentes antibacterianos mais eficazes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Planejar e desenvolver novos derivados N-acilidrazonicos substituidos, através da
sintese e elucidacgdo estrutural, e avaliar suas atividades antibacterianas in vitro visando obter

potenciais agentes terapéuticos mais eficazes, seguros e potentes.

2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar e purificar novos derivados N-acilidrazonicos substituidos;

e Verificar as caractisticas fisico-quimicas dos novos compostos sintetizados;

e Carcterizar e elucidar a estrutura das moléculas a partir de diferentes técnicas
espectroscopicas;

e Estudo da Conformacao Molecular através de programa computacional;

e Avaliar a atividade antibacteriana dos novos compostos através da determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) frente a cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923 e Escherichia coli ATCC 25922.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Planejamento de Farmacos na Quimica Medicinal

O planejamento e desenvolvimento de novos farmacos é uma &rea da quimica
farmacéutica medicinal, ciéncia que engloba inovagdo, descoberta, sintese ou modificacdo
molecular, extracdo, isolamento, identificacdo de substancias bioativas, bem como suas

respectivas relacdes entre estrutura quimica e atividade bioldgica (REA) (PANCOTE, 2009).

Estratégias modernas de planejamento de farmacos se fundamentam no conhecimento
da fisiopatologia das doencas, no estudo de vias biogquimicas e na selecdo de alvos
moleculares. O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos é complexo, longo e
de alto custo, tendo suas raizes profundamente ligadas as inovacdes cientificas e tecnologicas
(GUIDO, 2008).

A fase da descoberta caracteriza-se pela elei¢do do alvo bioldgico, identificagdo de um
prototipo, utilizacdo de estratégias de modificacdo molecular tais como; bioisosterismo,
hibridacdo molecular e homologacdo, e ainda determinacdo da atividade farmacologica
(LIMA, 2007).

3.1.1 Processos de Modificagdo Molecular de Farmacos
3.1.1.1 Simplificacdo Molecular

Dentre os processos de modificagdo molecular destaca-se a simplificagdo molecular
que consiste em estratégia de modificacdo ou otimizacdo de farmacos e/ou protétipos,
permitindo a obtencdo de novos analogos ativos de estruturas mais simples em relacdo ao
protétipo (KOROLKOVAS, 1988; BARREIRO E FRAGA, 2015; WERMUTH, 2008).

A etapa de otimizacdo compreende o melhoramento da estrutura do protétipo, através
de modificacbes planejadas com auxilio de técnicas definidas, que podem identificar os
diferentes niveis de contribuicdo farmacoférica, fornecer informacdes sobre a conformacéo
bioativa e antecipar o indice de reconhecimento molecular pelo alvo selecionado, visando o
aumento da poténcia, seletividade, diminuicdo da toxicidade, adequacdo do perfil
famacocinetico e estabelecimento da relacdo estrutura-atividade, a partir da sintese e
avaliacdo farmacologica, in vitro e in vivo, de séries congéneres ao protétipo identificado
originalmente (LIMA, 2007; BARREIRO & FRAGA 2015).
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Quando moléculas ativas contém sistemas ciclicos, eles podem ser abertos,
expandidos, contraidos, retirados ou modificados de diversas maneiras. A disjuncdo de anéis
tem como principal objetivo a simplificacdo progressiva em relacdo ao farmaco original. O
objetivo é extrair informagdes sobre a estrutura minima requerida para desenvolver atividade
farmacoldgica (grupo farmacoférico) (WERMUTH, 2008).

Partindo desse contexto, uma das metodologias mais utilizadas para a otimizacdo de
um composto bioativo é através da aplicacdo do esquema de Topliss, conhecido por ser um
esquema operacional para o planejamento de andlogos (SANT’ANNA, 2002). A arvore de
Topliss pode ser empregada como substituinte de um carbono aromético ou alifatico usando

grupos substituintes fixos.

Essa abordagem é subdivida em dois métodos para correlacionar quantitativamente a
estrutura quimica com a atividade biol6gica: o primeiro chamado de Método da Arvore de
Decisdo (Esquema 3) consiste em um modelo realizado em etapas, em que mudancgas nas
propriedades fisico-quimicas interferem na atividade bioldgica; o segundo chamado de
“Método Manual” que ¢ um modelo ndo estatistico, permite predizer quais grupos

substituintes podem aumentar significativamente sua atividade bioldgica (TOPLISS, 1977).

Esquema 3. Otimizagao de estrutura através da Arvore de Decisio de Topliss.

|
4-CI
M
4-CH3 3,4- C|2
4-3 3-CF3-4 cl
3l 4-CF3 3-CF;-4- N02
L | M
2,4- <:|2
3-NMe, 3-CH; 3-CF;
> _CI/ 4-NO,
3,5-Cl,
4-r|~u:l2 3-NO,

3-Me-4-NMe; 4-F

4-NH,

*L: Menor; E: lgual; M: Maior

O método manual de Topliss manifesta-se de forma continua em que se avalia o efeito

do composto original (lider) frente aos substituintes orientados pelo esquema. A eficécia da
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acdo de cada derivado pode ser classificada em: igual (E), maior (M) ou menor (L) ao
substituinte antecessor (Esquema 3). Esta comparac¢do possibilita ao quimico medicinal
melhor entendimento de forma simples dos efeitos eletrénicos e lipofilicos, maximizando as
chances de obtencdo de compostos mais ativos (JORGE et al., 2011) tornado essa
metodologia bastante atraente para sua utilizagéo.

A arvore de decisdo de Topliss considera a mudanca na atividade bioldgica por sugerir
0 préximo grupo substituinte a ser explorado. O planejamento de um farmaco, seguindo essa
metodologia, inicia-se com a verificacdo da atividade de um composto ndo-substituido (-H).
O préximo grupo a ser explorado é a introducdo de um &tomo de cloro (4-Cl). Caso o
composto com 4-Cl apresente atividade superior ao nado-substituido, devera entdo ser
sintetizado o analogo 3,4-Cl, dissubstituido. Se o composto dissubstituido apresenta a melhor
atividade, em seguida, o diagrama sugere que 0 composto mais ativo seria 0 3-CF; e 0 4-NO,
dissubstituido, considerando um aumento nos efeitos eletronicos (+c) e hidrofobicos (+m).
Caso o contrério, se os valores de atividade s&o igual a do composto monosubstituido (4-Cl),
o diagrama sugere seguir até o composto 4-NO,, indicando que a atividade depende
principalmente do efeito eletronico (o). Voltando ao derivado de 4-Cl, quando a introducao
de um atomo de cloro levou a um analogo equipotente em compara¢do com 0 COmposto
precursor (-H), esse pode ser interpretado como efeito +n ¢ -6. Em seguida, 0 esquema de
Topliss sugere a sintese de um andlogo de 4-CHs;, que apresenta os valores de +m e -o.
Comecando no derivado 4-CHs, novos rumos sdo sugeridos para encontrar 0s compostos mais
ativos. Finalmente, quando o analogo 4-Cl é menos ativo do que o composto nao-substituido,
pode implicar em presenca de impedimento esterioquimico, ou a atividade seria influenciada
por efeitos -n e -o. Neste caso, um analogo 4-OCHjz substituido deve ser explorado
(TOPLISS, 1977).

Por fim a etapa de desenvolvimento, cuja finalidade é a continuacdo da melhoria das
propriedades farmacocinéticas, consiste no ajuste das propriedades farmacéuticas de
substancias ativas para torna-los adequados para o uso clinico podendo ser realizada a
preparacdo para melhor absorcdo dos compostos, liberacdo continua do farmaco, formulacdes
de derivados sollveis em agua ou técnicas que permitam a aderéncia do paciente (irritacao,

injecdo dolorosa, indesejavel propriedades organolépticas) (WERMUTH, 2008).
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3.1.1.2 Bioisosterismo

Outro processo de modificacdo molecular de farmacos é o bioisosterismo cujo
conceito refere-se a compostos ou subunidades estruturais de compostos bioativos que
apresentam volume molecular, formas, distribuicdo eletronica e propriedades fisico-quimicas

semelhantes, assim como suas caracteristicas biolégicas (BARREIRO e FRAGA, 2015).

Ainda de acordo com o0s autores, o bioisosterimo pode ser subdividido em bioisésteros
classicos e ndo-classicos. Os bioisdsteros classicos se utilizam de grupos ou atomo
monovalentes, divalentes e trivalentes; valéncia dos &atomos; grupamentos, radicais e
equivaléncia dos anéis aromaticos. As demais possibilidades e estruturas equivalentes tais
como estruturas ciclicas, ndo ciclicas e grupos funcionais se encaixam na ndo classica (LIMA

e BARREIRO, 2005), sendo esta a mais utilizada em estratégias de bioisosterismo.

3.1.1.3 Hibridagao Molecular

A hibridagdo molecular (HM) é uma estratégia classica de conjugacéao de estruturas de
compostos bioativos distintos em uma unica molécula, sendo uma alternativa eficaz de
arquitetar racionalmente estruturas moleculares de novos compostos prototipos (BARREIRO
& FRAGA, 2015). Segundo Nepali e colaboradores (2014), a HM pode estar baseada na
juncdo de farmacos distintos (HM do tipo droga-droga) ou de grupos farmacoforicos de
farmacos distintos (HM do tipo farmacoférica). Em ambos os casos, a nova molécula
produzida por HM passa a se chamar de hibrido, o qual frequentemente apresenta maior
afinidade e eficacia que os compostos que lhe deram origem (NEPALI et al.,, 2014).0

esquema 4 resume os tipos de HM.
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Esquema 4. Tipos de Hibridagcdo Molecular

Grupo Grupo
farmacofdrico farmacofidrico

ﬁ

H

_____ ; L.
Férmaco 1 Farmaco 2

RECEPTOR 1 RECEPTOR 2

Hibridacio|Molecular

Hibridagio Droga-Droga Hibndacio Farmacoférica

3.1.1.4 Restricdo Conformacional

Dentre as estratégias de modificacdo molecular de um composto-protétipo visando a
sua otimizacdo, a restricdo conformacional tem sido empregada com sucesso no aumento da
afinidade e seletividade de um ligante pelo biorreceptor alvo, sendo, por esta razdo, muito
explorada na busca de ligantes antagonistas/agonistas de um determinado subtipo de receptor
ou isoforma enzimatica. Em alguns casos o protétipo com alto grau de flexibilidade
conformacional possui como conformacéo bioativa uma conformacéo de elevada energia. A
restricdo conformacional possibilita planejar compostos que apresentem esta conformacéo
desejada, porém com menor energia, favorecendo a interacdo ligante-receptor (MAIA, 2008).

3.1.1.5 Homologagéo

O processo de homologacdo molecular consiste em uma importante estratégia de
modificagdo estrutural resultante da insergcdo de determinados grupos funcionais, como: um

benzeno, uma ligacédo viniloga ou grupamento(s) metileno(s) (WERMUTH, 2008).

As variagdes em séries homdlogas podem resultar em compostos com elementos de
simetria, com melhor lipofilicidade. No caso de homdlogos polimetilénicos ou polivinilogos,
0 aumento de uma cadeia lateral pode favorecer interagdes como residuos de aminoacidos de

receptores ou enzimas que antes ndo eram acessiveis ao composto ndo-homologo, resultando
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em eventual aumento da poténcia relativa ( WERMUTH, 2008). Pode-se observar na Figura 2
um exemplo da utilizacdo da homologacdo molecular como estratégia de modificacdo

estrutural.

Figura 2. Planejamento estrutural usando homologacéo
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N-acilidrazona Grupamento(s) metileno
Indol inserido(s)

Fonte: (SANTOS, 2011).

3.1.2 Modelagem Molecular

Modelagem molecular, segundo a IUPAC, é a investigacdo das estruturas e das
propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e técnicas de visualizacdo
grafica, visando fornecer uma representacdo tridimensional, sob um dado conjunto de
circunstancias (SANT’T ANNA, 2002). Desta forma, o planejamento de farmacos auxiliado
por computador (CADD — “Computer-Assisted Drug Design™) é descrito em diversos estudos
auxiliando na investigacdo das interacdes quimicas de um ligante com seu receptor e
exploracdo dos fatores estruturais relacionados ao efeito biologico (CARVALHO et al.,
2003).

Um método de se investigar a conformacdo mais estavel de uma molécula é através
dos célculos da mecanica molecular. Para esse estudo alguns parametros sdo calculados

através da Equacdo de Westhemeier (Esquema 5), o qual avalia as propriedades especificas da
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molécula, tais como: Energia de estiramento (ou compressao) (Es), Energia de deformacao
angular (Ep), Energia de torcdo em torno de ligacdes (Ew) € Energia de interacdo ndo-ligante
(Enb), como descrito na Figura 3 (OLIVEIRA, 2010)

Esquema 5. Equacdo de Westhemeier

Figura 3. Energias que influenciam na conformacdo das moléculas.

Estiramento da ligagao
- L

D00~

E. = XK, (H,)2/2

E, = I F{ (-2/c + exp[12(1-0)]}, onde o= r/ri+r2 Ep=2Ks(6-6)%/2

Energia de estiramento (ou compressdo) (Es), Energia de deformacéo angular (Ey), Energia de torgcdo

em torno de ligagBes (E,,) e Energia de interacdo ndo-ligante (Ey)

Fonte: (OLIVEIRA, 2010)

3.2 Derivados Acilidrazénicos

As finalidades na utilizacdo das hidrazonas s&o bastante diversificadas, sendo
empregadas desde a agricultura, passando pelo ramo industrial e, principalmente, no setor
farmacéutico. Segundo Zampirolli (2009), compostos hidrazénicos tém se destacado nas
Gltimas décadas por apresentarem acdo contra diferentes tipos de patologias, chamando

atencdo, passando a serem sintetizados em larga escala.
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De acordo com Caixeiro (2007), as hidrazonas foram descobertas por Emil Fischer em
1883, quando o mesmo estava sintetizando um derivado indolico a partir da reacdo fenil

hidrazina com propanona.

As hidrazonas sdo versateis em sintese organica. O par de elétrons ndo-ligantes do
nitrogénio do tipo amidico é conjugado a ligacdo dupla em C-N, deixando esse carbono com
carater mais positivo e, consequentemente, menos suscetivel a ataques nucleofilicos em
comparagdo com as iminas, conferindo, portanto, maior estabilidade que estas, portanto.
Ambos o0s nitrogénios podem reagir com eletrofilos, assim como o prdprio carbono.(RAITZ,
2012)

Entretanto, as N-acilidrazonas, que possuem ainda um grupo carbonila ligado ao
nitrogénio do tipo amidico, tém o carbono iminico mais eletrofilico na presenca de acidos de

Lewis. Estes compostos participam principalmente de reacbes de adicdo radicalar,

cicloadicéo, cianagéo, alilagdo, reagdo de Mannich e redugéo (Esquema 6) (RAITZ, 2012).

Esquema 6. ReacBes de N-acilidrazonas com eletrdfilos.
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A sub-unidade N-acilidrazona (NAH) caracteriza-se por possuir diferentes pontos de
possivel diversidade estrutural, importantes na construcao de distintas familias de compostos-
prototipos , candidatos a farmacos (DUARTE, 2006). Neste contexto o padrdo NAH consiste
em uma vertente promissora como ponto de partida para o planejamento racional de farmacos
(MORPHY et al, 2004).

3.2.1 Atividade Biologica dos Acilidrazonicos

Vaérios padrdes de atividade farmacolégica podem ser observados para os derivados N-
acilidrazénicos, tais como antimicrobiana, anticonvulsivante, analgésica, antiagregante
plaquetaria, anti-inflamatdria, antidepressiva, vasodilatadora, dentre outras. Esses padrdes sdo
devidos a variacdo racional das subunidades estruturais da regido amidica (W) e iminica (2)
destes compostos, como pode-se observar na Figura 4 (BARREIRO & FRAGA, 2015;
ROLLAS & KUCUKGUZEL, 2007) utilizando-se de estratégias da Quimica Medicinal de
modificacdo molecular, como: a hibridagdo molecular, o bioisosterismo, a simplificagdo
molecular, a homologacdo e a restricdo conformacional, ja descritos anteriormente
(WERMUTH, 2008; LIMA & BARREIRO, 2005; RODRIGUES, 2008).

Figura 4. Perfis de bioatividade de derivados N-acilidrazénicos
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Fonte: (BARREIRO & FRAGA, 2015)
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3.2.2 Derivados acilidrazonicos acridinicos como potenciais antibidticos

Utilizado desde a Primeira Guerra Mundial como bactericida, o nicleo acridinico vém
atraindo as atengdes de diversas areas como a quimica medicinal. Contido em varias fontes
naturais, tais como plantas da familia Rutaceae, e varios organismos marinhos (CAO et al.,
2013; CHOLEWINSKIET et al., 2011).

Esse cromoforo (figura 5) caracterizado por possuir um sistema policiclico planar com
dois aneis aromaticos ligados a um anel piridinico central e um ou dois grupos substituintes
flexiveis, possui como ponto mais nucleofilico o nitrogénio do seu atomo central. Essa
peculiaridade pode ser o responsavel pela alta reatividade e capacidade de ionizacdo desse
composto (SANCHEZ et al., 2006).

Figura 5. Estrutura do nucleo acridinico
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Fonte: (SANCHEZ et al., 2006)

Os nucleos acridinicos sdo conhecidos por apresentarem um amplo espectro de
atividades bioldgicas, como atividades antimicrobianas, antimalérica, antitripanossémica
(BONSE et al., 1999), leishmanicida (GIRAULT et al., 2000) e, sobretudo, por suas
propriedades antineoplasica. Alguns compostos acridinicos ja estdo em uso clinico e outros
estdo em intenso desenvolvimento por grupos de pesquisas no mundo inteiro (BRANA et
al.,2002).

Os compostos acridinicos sdo agentes terapéuticos bem conhecidos cujas propriedades
mutagénicas dependem de sua habilidade para interagir com os acidos nucléicos. Além disso,
a atividade farmacoldgica dessas drogas intercalantes é devida ao seu poder de inibir a sintese
de &cidos nucléicos pelo bloqueio da acdo das enzimas que metabolizam o0 DNA (SOURDON
et al., 2001).
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3.3 Resisténcia Bacteriana

A resisténcia bacteriana aos antibidticos € atualmente um dos problemas de salde
publica mais relevantes, uma vez que muitas bactérias anteriormente suscetiveis aos
antibidticos usualmente utilizados deixaram de responder a esses mesmos agentes. O
desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibidticos € um fenémeno natural resultante
da pressdo seletiva exercida pelo uso de antibiéticos, mas que tem sofrido uma expansao
muito acelerada devido a utilizacdo inadequada destes farmacos, existindo uma correlacdo
muito clara entre um maior consumo de antibidticos e niveis mais elevados de resisténcia
microbiana (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

3.3.1 Resisténcia Bacteriana a Gram-positivos

Considerando a evolugéo da resisténcia aos antibidticos nas bactérias Gram-positivas,
verifica-se que a espécie Staphylococcus aureus (HAWKEY, 2008; HAWKEY e JONES,
2009) e o género Enterococcus spp. sao as bactérias Gram-positivas que apresentam maiores
problemas de resisténcia aos antibiéticos (HAWKEY, 2008).

Relativamente a espécie S. aureus, € de salientar que as primeiras cepas produtoras de
penicilinases e que, também eram resistentes aos outros antibidticos, usualmente disponiveis
causaram problemas clinicos consideraveis na década de 50, o que levou a introducdo da
meticilina e de outras penicilinas semissintéticas, resultando numa reducdo acentuada dessas
cepas (HAWKEY, 2008). No entanto, pouco tempo depois da introducdo da meticilina em
1960, foram isoladas amostras de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) no Reino Unido,
marcando o aparecimento das cepas de S. aureus resistentes a meticilina, que posteriormente
se disseminaram a nivel mundial (HAWKEY, 2008; HAWKEY e JONES, 2009;
GRUNDMANN et. al., 2006; GOULD, 2008).

3.3.2 Resisténcia Bacteriana a Gram-negativos

Considerando a evolugdo da resisténcia aos antibidticos nas bactérias Gram-negativas,
verifica-se que 0 mais importante mecanismo de resisténcia aos antibioticos nestas bactérias é
a producdo de enzimas R-lactamases. Relativamente a familia das enterobacteriaceas, é de
referir que, apos a introducdo da ampicilina na década de 1960, a resisténcia aos agentes R-

lactdmicos tornou-se um importante problema clinico, devido a transferéncia, por plasmideos,
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de genes de resisténcia codificando -lactamases de Serina Temoniera (TEM) e Sulfidrila
Variavel (SHV) (HAWKEY, 2008).

Nos anos 80, ap6s a introducdo das cefalosporinas de terceira geracdo, foram
reportados genes TEM e SHV mutados, que se disseminaram ,principalmente, entre 0 género
Klebsiellas pp e a espécie Escherichia coli (E. coli), 0 que marcou a emergéncia das cepas
produtoras de B-lactamases de largo espectro (ESBL — extended spectrum R-lactamases), que
se definem por serem capazes de hidrolisar cefalosporinas de terceira geracdo e
monobactamos (HAWKEY, 2008; HAWKEY e JONES, 2009).

3.4 Método de Diluicdo em Caldo

O método de diluicdo em caldo considera a relacdo entre a proporgdo de crescimento
do microrganismo desafiado no meio liquido e a concentracdo da substancia ensaiada. A
avaliacdo é comparada frente a um padrdo bioldgico de referéncia. Entende-se por proporcao

a densidade da turbidez provocada pelo crescimento microbiano (Pinto et al., 2003).

O método fornece resultados quantitativos e ndo é influenciado pela velocidade de
crescimento dos microrganismos. Sua desvantagem é a dificuldade na deteccdo de
contaminacdo no caso de teste de materiais clinicos. Como controle positivo, utiliza-se o
caldo com o quimioterapico padrdo com a suspensdo padronizada do microrganismo em teste,
e como controle negativo 0 meio de cultura com o solvente usado para dissolucdo da amostra
e a suspens@o microbiana (SAHM &WASHINGTON Il, 1991).

3.4.1. Microdiluicéo

Nos Estados Unidos, o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), conhecido
antigamente por National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), é o comité
responsavel pela padronizacdo de todos os métodos utilizados em laboratérios clinicos,

principalmente na area de microbiologia.

Ha diversos métodos laboratoriais que podem ser usados para medir a sensibilidade in
vitro das bactérias aos agentes antimicrobianos. Em 2015, o CLSI aprovou a norma M7-A10
que descreve técnicas padréo de diluicdo em caldo (macrodiluicdo e microdiluicéo) e diluicao

em agar, além de incluir uma série de procedimentos para padronizar a execucdo dos testes.
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Além disso, descreve o desempenho, as aplicagdes e as limitacdes dos métodos atualmente
recomendados pelo CLSI. (CLSI, 2015)

Dentre os métodos descritos no documento M7-A10 destaca-se um método em que,
por ser realizado em uma escala micro, vem sendo amplamente utilizado como teste de
screening para novos candidatos a drogas com atividade antimicrobiana. Além disso, essa
metodologia é simples, rapida e barata, principalmente pela utilizagdo reduzida de solventes e
materiais (CLSI, 2015)

Este método ¢ denominado “microdilui¢ao” porque envolve o uso de pequenos
volumes de caldo colocados em placas de plastico estéreis, préprias para microdiluicdo, que

possuem 96 pocos de fundo redondo ou conico (CLSI, 2015).



4. METODOLOGIA

4.1 Materiais

e Placa Agitadora (IKA RH basic 1)

e Balanca analitica (BEL Engineering
Mark M214A)

e Fusidbmetro (Quimis 340)

e Espectrofotdometro de Ressonancia
Magnetica Nuclear (Varian 400

vamrs 400 MHz (400 MHz para 'H e
100 MHz para **C) e Brucker Avance

Spectrometer (AC-400 ou AC-500))
e Condensador
e Becker de 100 mL

4.2 Reagentes e Solventes

e Alcool Etilico (Vetec)

e Alcool Metanolico (Vetec)
e Acido Acético (Vetec)

e Acetato de Etila (Vetec)

4.3 Obtencao da Série JR
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Bal&o de fundo redondo de 150 mL
Placa de Kline

Placa de CCDA

Pipeta graduada de 2, 5e 10 mL
Funil de vidro

Vidro de reldgio

Papel de filtro

Espatula

Cloroférmio (Vetec)
Diclorometano (Vetec)

Hexano (Vetec)

Os compostos referentes a série N'-benzilideno-2-cianoacetohidrazida (JR) foram

obtidos a partir da reacdo de condensacdo de 2-cianoacetohidrazida com diferentes aldeidos

aromaticos substituidos, em equivaléncia molar de 1:1. O solvente utilizado na reacéo foi o

etanol. Além disso, utilizou-se para catalise da reacdo o acido acetico (Esquema 7). As

reacOes foram submetidas a agitacdo sendo acompanhadas por CCDA. A precipitacdo do

produto ocorria em meio reacional e as reacGes duravam poucas horas. Depois de finalizadas

as reacdes, observou-se a formacdo de um produto Unico e os produtos de partida eram

completamente consumidos.
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Esquema 7. Rota sintética da série JR

O

NH
Ay ’
H Cc=0

CN
R = 2-nitro (JR-05)
R = 4-cloro (JR-06)
R = 4-nitro (JR-08)
R = Hidrogénio (JR-09) l

R =4-metoxi (JR-11)

R = 4-dimetilamino (JR-15)
R =3-nitro (JR-16)

R = 4-quinolina (JR-18) o
R = 3-indol (JR-19) HC—N—N—c7

R = 1-piperidil (JR-20) >
R = 2-piridil (JR-21) NG
R

A separacdo do produto final e da solucdo mée foi realizada pelo processo de filtracdo

Etanol
AcOH
T.A

através de papel filtro. Por seguinte, os produtos eram mantidos na capela de exaustdo a
temperatura ambiente para secagem e quando totalmente secos eram pesados em balanca de

precisdo (BEL Engineering Mark M214A) para que fossem calculados os rendimentos.

4.4 Obtencao dos Compostos N-acilidrazénicos Acridinicos Substituidos

Os compostos N-acilidrazénicos acridinicos foram cedidos pelo Laboratério de Sintese
e Vetorizacdo de Moléculas (LSVM) ligado a UEPB campus V. As metodologias referentes a
obtencdo dos compostos AMACO01 e ACSAZ encontram-se descritos nos Trabalhos de
Concluséo de Curso de SERAFIM (2014) e PEREIRA (2016), respectivamente.

4.5 Caracteristicas Fisico-quimicas e Elucidagao Estrutural

Apols a sintese dos compostos foi realizado a caracterizacdo fisico-quimica dos
mesmos sendo avaliado: solubilidade (por meio de solventes como cloroférmio e acetato de
etila destilado), aparéncia, calculo de fator de retencdo (Rf) - por meio de cromatografia de
camada delgada analitica (CCDA)-, faixa de fuséo (F.F)- através do aparelho Quimis Modelo

Q-340M-, rendimento (%), peso molecular (P.M), formula molecular e coeficiente de particdo
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tedrico (log P) através do programa ChemDraw Ultra 12.0. E por ultimo, alguns dos
compostos tiveram suas estruturas elucidadas através de espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono (RMN de 'H e RMN de **C DEPT-Q) Varian
400 vnmrs 400 MHz (400 MHz para *H e 100 MHz para *3C) e Brucker Avance Spectrometer (AC-
400 ou AC-500).

4.5.1 Modelagem Molecular

Os célculos de energia potencial total, configuracdo Z e E e conformacdo syn e anti-
periplanar foram obtidos através do programa ChemdrawUltra-Chem3D versdo 12.0, onde
foram utilizados os seguintes parametros para o calculo: estiramento de uma ligacdo, energia
de deformacdo angular, energia de tor¢do em torno das ligacdes, energia de interacdo nao-

ligante e ligagdo dipolo-dipolo.

4.6 Atividade Antibacteriana
4.6.1 Microrganismos

Foram utilizados as seguintes cepas padréo: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli ATCC 25922.

4.6.2 Teste por Microdiluicéo

Os testes referentes a atividade antibacteriana dos compostos sintetizados foram
realizados através da técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com o protocolo M7-A10
pelo CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI, 2015), para a
determinacdo das concentragdes inibitorias minimas (CIMs) das bactérias aerdbicas por

macrodiluicdo em caldo, microdilui¢do em caldo e diluicdo em &gar.

4.6.3 Padronizacéo da Suspenséo Bacteriana

A suspensdo bacteriana foi padronizada a partir de uma cultura de 24 horas em solugéo
salina a 0,9% esteril até atingir turvacdo igual a suspencdo do tubo de McFarland. Em
seguida, foi verificada a leitura em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 625 nm,

que resulta em uma concentracdo de 1 a 2 x 10° UFC/mL (corresponde a 0,5 na escala de
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McFarland). Em seguida, o in6culo foi diluido em Caldo Mueller Hinton (CMH) até uma

concentracéo final de 10* UFC/mL, a qual foi utilizada nos ensaios.

4.6.4 Realizagao dos Testes

As concentragdes finais dos derivados acilidrazonicos variaram entre 1024 a 1ug/mL.
Os testes foram realizados em triplicatas. O meio de cultura utilizado nos testes foi o Caldo
MH. A droga controle utilizada foi a gentamicina e alguns pocos foram reservados para 0s

testes de esterilidade do meio e controle do crescimento bacteriano.

Os orificios das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com 100 pL de CMH, com
excecdo dos pogos referentes a coluna 1 da microplaca. Em seguida, foi adicionado na coluna
1 e coluna 2 100 pL da solucdo teste dos compostos e a partir da coluna 2 foi realizada a

diluicdo seriada até a coluna 11, como mostra a figura 6.

Figura 6. Microplaca com 96 pocos

Fonte: http://www.splabor.com.br/acessorio/microplacas-96-poos-para-diversas-aplicaces/microplaca-
microtitulaao-em-poliestireno-fundo-quotcha.html

Em seguida, foram distribuidos 10 L das suspenc¢des dos microrganismos em cada
orificio das microplacas, exceto a coluna 12, pois apresenta somente meio de cultura para
verificacdo da esterilidade do mesmo. A linha G foi destinada para a droga controle e a linha
H para o controle de crescimento bacteriano. Também foi realizado o controle negativo

referente aos solventes.



36

Apos a realizacdo do experimento as microplacas foram incubadas por 24 horas em
estufa a 36°C. Passado as 24 horas, foi adicionado o corante resazurina a 0,025% e incubado

as placas por mais 4 horas.

4.6.5 Leitura com revelador

As leituras foram realizadas com o revelador resazurina a 0,025% do qual foi
adicionado em cada orificio 20 pL e incubados por 4 horas. Apo6s decorrido esse tempo,
verificou-se a presenga de cor azul ou rosa, no qual a cor azul representa auséncia de

crescimento e a cor rosa indica o crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002).

A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-6xido) é considerada o indicador mais
utilizado em condicGes de reducdo em meios de cultura (FUKUSHIMA et al., 2003). O
mecanismo baseia-se na reducdo da resazurina (cor pdrpura) em resarufina (cor rosea),
mostrado na Figura 7. A resazurina tem uma correlacéo direta com a quantidade/proliferacéo

de organismos vivos, que incluem células bacterianas e até células de mamiferos (O’BRIEN

et al., 2000).

Figura 7. Reacdo de oxirreducéo da resazurina

©
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N
O
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NADH / H*

NAD*, H,0

N
AN
/@[ :@ Resorufin
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Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Resazurina



Figura 8. Placa de microdiluicdo ap6s a adi¢do do reagente resazurina com 0s Compostos
AMACO01 e ACSAZ frente a cepa de S. aureus ap6s 3 horas de incubagéo

37



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Compostos Sintetizados e Caracterizacdo Fisico-Quimica

Foram sintetizados 11 novos compostos codificados por JR 0s quais se encontram

descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Compostos sintetizados referente a série JR e suas respectivas estruturas

Composto Nomenclatura Estrutura Molecular
H
) ) . o /N_ NO,
IRO5 2-ciano-N -(2-n|_trobe_n2|lldeno)- N
aceto-hidrazida
CN
H
o) /N_
-ci -N'-(4- ili - NH
IR06 2-ciano-N'-(4 clprobgnzmdeno)
aceto-hidrazida
CN
cl
H
(@) /N_
—ci -N'-(4-ni ili - NH
JRO08 2-ciano-N'-(4 nl_trobe_nzmdeno)
aceto-hidrazida
CN
H
(0] /N_
JR09 N-ben2|I|de.no-2j0|ano-aceto- NG
hidrazida
CN
H
o) N=
2-cyano-N'-(4-metoxibenzilideno)- NH
JR11 o
aceto-hidrazida
CN

OMe
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N—
/
NH
IRIS 2-ciano-N'-(4-(dimetillamino)-
benzilideno)-aceto-hidrazida
CN
N——CH,
H4C
H
. ] . (¢] /N_
IR16 2-ciano-N -(3-n|.trobe_n2|lldeno)- N
aceto-hidrazida
NO,
CN
a
/N_
2-ciano-N'-(4-(quinolina-4-
JR18 il)benzilideno)aceto-hidrazida . / \
CN ——N
o
N H
N/ oS
N'-(3-(1H-indol-3-il)benzilideno)-2- :
JR19 cianoacetohidrazida o o~
\ NH
v
O, N——
/
NH
IR20 2-ciano-N'-(4-(piperidina-1-
il)benzilideno)aceto-hidrazida eN
O
H
N
/
NH
IR21 2-ciano-N'-(4-(piridina-2-

il)benzilideno)aceto-hidrazida

CN

7\
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5.2 Possivel mecanismos de reacdo para a serie JR

A obtencdo dos derivados N-acilidrazénico se procedeu a partir de uma reacao de
condensacdo do 2-cianoacetohidrazida com diferentes aldeidos aromaticos seguida de uma

desidratagdo, como proposto no mecanismo reacional descrito no esquema 8.

Esquema 8. Mecanismo reacional para obtencéo da série JR

/\ — \/IL'QNH CN
DX
CN Ry\ (
HOY -'IL—NH CN
— >/N+—NH CN o (/
c = > 7\
Oy —80R

N——NH CN

Os compostos N-acilidrazénicos acridinicos foram cedidos pelo Laboratério de Sintese
e Vetorizagdo de Moléculas (LSVM) ligados a UEPB campus V. O composto AMACOL1 foi
sintetizado e descrito por SERAFIM (2014). O composto ACSAZ foi sintetizado e descrito
por PEREIRA (2016). Ambos apresentam suas nomenclaturas e estruturas moleculares

descritas na Tabela 2.
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Tabela 2. Compostos N-acilidrazénicos acridinicos

Composto Nomenclatura Estrutura Molecular

N'-(acridin-9-ilmetileno)-2-
AMACO01
cianoaceto-hidrazida

N'-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-

NH
il)-2-cianoacetohidrazida A OCH,
(I
Cl N

Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados N-acilidrazénicos

ACSAZ

Composto  Rend Rf Faixa de Massa Formula Log P
(%) Fusdo (°C)  Molecular Molecular
(g/mol)
AMACO01 79,8 044%  217-222 376,1 Ca4H16N,O 3,17
ACSAZ 753 09° 259 340,7 Ci7H13CIN,O, 2,65
JRO5 53 0,6% 201-204 232,06 C10HsgN4O3 0,5
JRO6 725 053  213-217 221,64 C10HgCIN3O 2,22
JRO8 68 0,41  184-186 232,06 C10HgN4O3 0,5
JRO9 54,05 0,5 180-182 187,2 C10HgN30 1,67
JR11 94 0,38° 212 233,1 C11H11N30; 1,54
JR15 74 0,47%  217-220 230,12 C12H14N,O 1,95
JR16 57 0,61  248-250 232,06 C10HsgN4O3 0,5
JR18 54 0,487  242-244 238,09 C13H10N,O 1,75
JR19 89 0,66°  233-236 226,09 C12H10N,O 1,21
JR20 79 0,54°  240-245 270,15 C15H1gN,O 2,68
JR21 7 0,57¢ 249-250 264,10 C15H12N40 2,43

Rend (%): Rendimento; Rf: Fator de Retencdo; Log P: Coeficiente de Particdo; *“Hexano/Acetato de
Etila (1:1); "Cloroférmio/Metanol (9:1);°Acetato de Etila, “Hexano/Acetato de Etila(6:4)
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De acordo com a tabela 3, todas as moléculas apresentaram rendimentos acima de
50% comprovando a boa exequibilidade da rota sintética adotada e facil metodologia de
purificacdo. Em relacdo a faixa de fusdo a variacdo de temperatura para a maioria dos

compostos foi de até 3°C, tendo apenas os compostos AMACO01 JR06 e JR20, os quais
apresentam intervalos de faixa de fusdo acima de 3°C.

Quanto ao Log P os compostos gque apresentaram menor lipofilia foram os JR05, JRO8
e JR16 sendo os que obtiveram maior solubilidade. J& o composto mais lipofilico foi o
composto AMACO01 apresentando menor solubilidade dentre todos os compostos sintetizados,
0 que estd diretamente relacionado ao nucleo acridinico do mesmo. Contudo, todos 0s
compostos apresentaram LogP <5, estando de acordo com a regra de Lipinsk o qual esses
valores podem indicar um bom perfil de biodisponibilidade (BARREIRO, 2009), resultando

em um aumento de sua acdo farmacoldgica.

5.3 Elucidacéo Estrutural e Analise Conformacional

5.3.1 Identificacdo Estrutural do JR-09

Em seguida, podemos visualizar os espectros de RMN *H (figura 9) e RMN “C
DEPT-Q (figura 10) do composto JRQ9, onde nessa técnica sdo separados os carbonos
secundarios e quaternarios dos primarios e terciarios.

Figura 9. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H do composto JR09 (500
MH2z)
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Figura 10. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)**C DEPT Q do composto
JR09
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Em seguida esta descrito os resultados dos espectros de RMN *H e **C DEPT Q dos
compostos JR09 e JR11.
N’-benzilideno-2-cianoacetohidrazida (JR-09): RMN de 'H (500 MHz, DMSO-dg): & 11.81,
11.73 (2s, 1H, NH-CO); 8.16, 8.00 (2s, 1H, NH=C); 7.71-7.69 (m, 2H, Hys); 7.44-7.43 (m,
3H, Hezsg); 4.21, 3.81 (2s, 1H, Hi); RMN de *C DEPT-Q (125 MHz, DMSO-ds.): 5 24.36,
24.68 (Cy); 115.78, 116.10 (Cy); 127.02 (Cgy); 128.79 (Cs7); 130.15, 130.36 (Cyp); 133.78
(Cs); 144.36, 147.74 (C); 158.93, 164.85 (Cs).

2-ciano-N'-(4-metoxibenzilideno)acetohidrazida (JR-11): RMN *H (500 MHz, DMSO-de): &
11.67, 11.59 (2s, 1H, NH-CO); 8.09, 7.94 (2s, 1H, N=CH); 7.66-7.63 (m, 2H, Hys); 7.01-
6.98 (m, 2H, Heg7); 4.18, 3.80 (2s, 2H, metilénico); 3.79 (s, 3H, OCHj3); RMN 3C DEPT-Q
(125 MHz, DMSO-dg): 6 24.31, 24.80 (Cy); 55.33 (OCHjy); 114.29, 114.35 (Cgy); 115.86,
116.17 (Cy); 126.38 (Cs); 128.65, 128.91 (Ce7); 144.26, 147.64 (C,); 160.87, 161.05 (Cyp);
164.56, 158.62 (Cs).

Foi observado nos resultados de RMN duplicidade da maioria dos picos. De acordo

com a literatura, derivados N-acilidrazénicos podem apresentar configuracdo Z e E, devido a
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sua funcdo imina (N=CH), ou conformacgédo syn e anti-periplanar, devido a funcdo amida
(CO-NH), o que justificaria a duplicidade dos sinais (LOPES, 2013).

Para dar suporte a presenca de conférmeros foram realizadas as analises do calculo de
energia minima global estérica e andlise conformacional, além da obtencdo de novos

espectros de RMN de *H com gradiente de temperatura.

5.3.2 Energia Minima Global Estérica

As moléculas sintetizadas podem apresentar uma configuracdo molecular especifica Z
ou E (Figura 11), sendo a configuracdo mais estvel a de menor energia potencial total ou

energia estérica (E) como podemos observar na Tabela 4.

Tabela 4. Energia minima global estérica de cada composto na conformacgéo Z e E.

Composto Conformagéo Z Conformacéo E
AMACO01 20.3796 kcal/mol 13.4469 kcal/mol
JRO5 2,9751 kcal/mol 19,0615 kcal/mol
JRO6 3.6417 kcal/mol 1.5165 kcal/mol
JRO8 2,9641 kcal/mol 3.4234 kcal/mol
JR09 2,9009 kcal/mol 1,0050 kcal/mol
JR11 8,8770 kcal/mol 6,9665 kcal/mol
JR15 13.0224 kcal/mol 11.3153 kcal/mol
JR16 -0.0477 kcal/mol 4.7439 kcal/mol
JR18 18.8236 kcal/mol 11.8261 kcal/mol
JR19 12.6101 kcal/mol 8.5630 kcal/mol
JR20 22.3261 kcal/mol 20.6688 kcal/mol
JR21 14.1279 kcal/mol 12.4445 kcal/mol

Figura 11. ConfiguragOes Z e E assumida pelos derivados N-acilidrazonicos

CN

(Z)-N'-benzilideno-2-cianoacetohidrazida

CN

Fonte: ChemDraw 12.0

/X"

(E)-N'-benzilideno-2-cianoacetohidrazida
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Analisando a tabela 2, observamos que apenas os compostos JR05, JR0O8 e JR16, que
apresentam grupamento NO, no anel benzilideno nas posicdes orto, meta e para,
apresentaram energia global total favorecendo a uma configuracdo preferencial em Z. Os

demais compostos apresentaram energia global total na configuragéo E.

5.3.3 Andlise Conformacional

Com o intuito de avaliar se a duplicidade dos picos estd de fato relacionada a
configuracdo ou a conformacdo syn e anti-periplanar, foram realizados estudos de analise
conformacional visando avaliar a maior e menor energia de conformacdo entre 0s compostos
e uma analise de RMN de 'H do composto JRO9 em duas temperaturas diferentes (26°C e
60°C, respectivamente) (Figura 13 e 14).

Com o auxilio do programa ChemDraw 3D versdo 12.0, foi realizado uma analise de
energia conformacional do composto JR09 onde observa-se uma variacdo de energia entre as
conformacdes syn e anti-periplanar com AE = 5,16 Kcal/mol que equivale a AE = 21,58
KJ/mol, sugerindo assim, a possibilidade de conférmeros, de acordo com os dados obtidos por
Lacerda et al. (2014) (Gréfico 1) (Figura 12).

Gréfico 1. Conférmeros anti (A) e syn-periplanar (B), respectivamente, do composto JR09
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Figura 12. Provaveis isdmeros conformacionais do composto JR09
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Fonte: ChemDraw 12.0
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Como ja4 mencionado, foram realizados espectros de RMN 'H com variacdo de

temperatura de 26 °C (figura 13) e 60 °C (figura 14) a 400 MHz em DMSO.

Figura 13. Espectro de RMN de *H do composto JR09 & temperatura de 26 °C (400 MHz).
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Figura 14. Espectro de RMN *H do composto JR-09 & temperatura de 60°C (400 MHz).
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Analisando os espectros de RMN de 'H do composto JR0O9 com variagdo de
temperatura, observa-se no espectro com temperatura a 60 °C (figura 14) uma diminuicdo na

intensidade dos picos, sugerindo possiveis conférmeros.

De acordo com Silva (2012) o qual seguindo abordagens de Wyrzykiewicz e
colaboradores (1998), verificou uma diminuicdo da intensidade dos picos de hidrogénio em
RMN de 'H & temperatura de 60 °C, bem como uma possivel coalescéncia dos mesmos em
RMN de 'H & temperatura de 90 °C, indicativos para presenca de conformeros. Neste caso, 0
aumento da temperatura forneceria energia suficiente para interconversdao conformacional,
implicando na coalescéncia de sinais dos hidrogénios anteriormente duplicados. Como
resultado, observaram a coalescéncia dos sinais dos hidrogénios amidicos (a) e iminicos (b)
em 90°C (Figura 15), resultados também encontrados para os demais homoélogos (SILVA,
2012).



48

Figura 15. Espectro de RMN de 'H do LASSBio-1601 em diferentes temperaturas: 25°C,
60C° e 90°C [300 MHz, DMSO-d6/TMS]
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Fonte: (SILVA, 2012).

Entretanto para maiores confirmacdes serdo necessarios técnicas bidimensionais como
COSY, NOESY, HMBC e HMQC, bem como realizar RMN de *H em temperatura de 90 °C

para a verificacdo da coalescéncia entre os picos de hidrogénio amidico e iminico.

5.4 Avaliacdo Bioldgica

5.4.1 Atividade Antibacteriana

Os compostos foram testados, in vitro, frente a cepa Gram-positiva (Staphylococcus
aureus ATCC 25923) e Gram-negativa (Escherichia coli ATCC 25922), partindo da
concentracdo de 1024 pg/mL até 1pg/mL. Os resultados dos testes de CIM encontram-se

dispostos no grafico 2.
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Grafico 2 — Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) em pg/mL de derivados N-acilidrazdnicos frente
as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922

1200
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1024 1024 1024 1024 1024
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-
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200 - 11-JR21
12 - AMACO1
13 -ACSAZ
0 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Para a série JR, o composto JR09 (Figura 16), por ndo apresentar substituinte ao anel
aromatico, foi utilizado com referéncia na analise de atividade para os demais compostos da
série testados. Observou-se que 0 mesmo apresentou um CIM de 1024 pg/mL para a cepa de
S. aureus e de 512 pg/mL para a cepa de E. coli, o que indica uma atividade 2x melhor para a

cepa Gram-negativa.

Figura 16. Estrutura molecular do JR09
H

/N e

NH

CN
Fonte: ChemDraw 12.0

Cachiba et al. (2012) ndo encontraram resultados significativos para testes com
bactérias. No trabalho desenvolvido, eles avaliaram a eficacia de derivados acilidrazonicos
frente a trés espécies de bactérias: S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, sendo uma cepa de cada

especie.
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Os compostos JRO6 e JR11 apresentaram atividade semelhante ao composto JRO9,
contudo, estes apresentam grupos substituintes na posicdo 4 (para) (Figura 17) do anel
benzénico, o qual a presenca de grupos retiradores e doadores de elétrons na posicédo para do
aromatico ndo influencia na atividade dos mesmos, quando comparado ao composto JR09

sem substituinte.

Figura 17. Diferencas estruturais entre (1) JR06 e (2) JR11

H H
0] N— ®) N—
/ /
CN 4& CN
@ 2)

Fonte: ChemDraw 12.0

Diante dos resultados obtidos com os compostos descritos acima, pensou-se em testar
derivados acilidrazonicos com aldeidos substituidos por grupamentos nitrogenados (N-R)
(Figura 18) com efeito doador por indugdo e mesomeria positiva. De acordo com o grafico 2
0S compostos apresentaram uma atividade semelhante para a cepa Gram-negativa porém uma

melhor atividade para a cepa Gram-positiva em relacdo aos comspostos JR06, JR09 e JR11.

Figura 18. Diferengas estruturais entre (6) JR15 e (7) JR20 quanto ao grupo N livre e
ciclizado.

y H
5 . ) N—
/ Nﬁ
CN
(6) (7)

Fonte: ChemDraw 12.0
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Os dois compostos com grupamentos nitrogenados (figura 18) apresentaram CIM de
512 pg/mL para as duas cepas testadas, o qual indica que a ciclizacdo do nitrogénio e o
aumento do tamanho da molécula, ndo interfere na atividade bioldgica, mas comprovam a

importancia da inserg¢do de nitrogénio na molécula é favoravel para atividade.

Apesar dos compostos contendo nitrogénio na sua estrutura apresentarem uma
melhora na atividade para as cepas Gram-positivas, esse aumento ndo foi considerado téo
expressivo. Dessa forma, foram avaliados grupos fortemente retiradores, como o grupamento
nitro (NO,) (Figura 19).

Analisando os compostos JR05, JR08 e JR16, todos apresentam a mesma férmula
molecular, Log P e Peso molecular, variando somente na posi¢do do grupamento NO, em que

esta ligado ao anel aromatico.

Figura 19. Diferencas estruturais entre (3) JRO5, (4) JR08 e (5) JR16 quanto a posicao do

grupo NO,.
H
H o) N— H
@) /N_ ?‘Nl/ﬂ @) /N_
NH NH
2 ™ - 2 (e
CN @ CN
(©) (4) ©)

Fonte: ChemDraw 12.0

Baseado nas suas estruturas, os compostos JRO5 e JR0O8 apresentaram atividades
semelhantes para as duas cepas testadas (512 pg/mL para S. aureus e 256 pg/mL para E. coli),
sendo mais ativos para a cepa Gram-negativa. Ja 0 composto JR08 apresentou atividade de
512 pg/mL para ambas as cepas, obtendo uma atividade inferior em relacdo a cepa Gram-

negativa, quando comparado aos compostos anteriormente citados.

Essa diferenca na atividade pode esta relacionada a posi¢cdo dos grupos substituintes,
pois se constatou que, para o grupamento NO,, a posi¢do orto-para é mais favorecida para a

atividade antibacteriana em cepa Gram-negativa.
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Partindo desse pressuposto, se pensou em testar compostos heteroarométicos
nitrogenados (Figura 20) a fim de verificar a influencia da planaridade e aromaticidade na

atividade bacteriana.

Figura 20. Diferencas estruturais entre (8) JR18, (9) JR19 e (10) JR21 quanto a auséncia e

presenca de anel benzénico fusionado a um anel aromatico nitrogenado.

o ) (@] /N_
g eLN/N\
o) Ne— H
Nﬁ CN \ -
7\ \ J\
CN —N R

8) 9) (10)

Fonte: ChemDraw 12.0

Ao analisar as estruturas e correlaciona-las com o resultado microbiologico descrito no
grafico 2, verificou-se que os compostos heteroaromaticos nitrogenados fusionados a um anel
benzénico (JR-18 e JR-19) apresentaram a mesma atividade para as duas bactérias testadas
(CIM de 512 pg/mL), mesmo um tendo anel de 6 e outro de 5 membros; contudo, 0 composto

JR-21 apresentou atividade diminuida para a cepa Gram-positiva (CIM de 1024 pg/mL).

De fato, os anéis heteroaromaticos nitrogenados fusionados ao anel benzénico
contribuem, consideravelmente, para um aumento da atividade antibacteriana desses
compostos, confirmando a estratégia de que a planaridade e aromaticidade sdo promissoras

para atividade proposta.

Desta forma, pensou-se em verificar a influencia de mais um anel benzénico fusionado
ao composto JR-18, o que nos levou a verificar a atividade antibacteriana do composto

AMACO1, que apresenta um nucleo acridinico.

Baseado em estudos da literatura envolvendo o nucleo acridinico, verificou-se que o
mesmo apresenta consideravel atividade antibacteriana (ALBERT, 1966; CACHIBA et al,
2012). Sendo assim dois derivados N-acilidraznicos acoplados com nucleos de acridina

(Figura 21) foram testadas para ambas as cepas.
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De acordo com o grafico 2, o composto AMACOL (2-ciano-acridin-9-il-metileno-
hidrazida) apresentou uma CIM de 256 pg/mL, tanto paa a cepa de Escherichia coli, quanto
para a cepa de Staphylococcus aureus, o que indica uma atividade moderada para ambas as
cepas. Quando comparado com o composto ACSAZ, que possui CIM de 1024 pg/mL para
Staphylococcus aureus e 512 pg/mL para Escherichia coli, observa-se que mesmo ambos
apresentando um nucleo acridinico, o composto ACSAZ apresentou uma atividade diminuida

para as duas cepas sendo um pouco mais ativo para a cepa Gram-negativa.

Figura 21. Diferencas estruturais entre (11) AMACO01 e (12) ACSAZ

A e

POINGOO S

(11) 12)

Fonte: ChemDraw 12.0

Essa diminuicdo da atividade do ACSAZ pode esta relacionada aos grupos
substituintes no anel acridinico, como demonstrado na Figura 20, uma vez que 0 composto
AMACO01 n&o apresenta substituicbes nos anéis aromaticos e sua atividade foi melhor do que
0 composto ACSAZ em ambas as cepas, como também a auséncia da funcdo imina (N=CH)
entre o ndcleo acridinico e o esqueleto carbénico pode influenciar na interacdo do composto

com o alvo bioldgico.

Os resultados obtidos corroboram com Araujo et al. (2013), o qual avaliou a acéo
antimicrobiana de dois compostos acridinicos frente as cepas Escherichia coli (ATCC) e
Helicobacterpylori (ATCC), onde constatou acédo bactericida na concentracdo de 1000 pg/mL

para cepa de E. coli.
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6. CONCLUSAO

Foram sintetizados onze derivados acilidrazénicos substituidos ou ndo, nos quais todos
tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas, com rendimentos bastante

plausiveis, de 53% a 94%, indicando rota sintética satisfatoria.

Das moléculas sintetizadas apenas JR-09 e JR-11 tiveram suas estruturas elucidadas
por espectroscopia de RMN de *H e RMN de **C DEPT-Q. Todas apresentaram padrdes de
deslocamento e absorbancia de acordo com a literatura confirmando a existéncias dessas

moléculas.

De acordo com os resultados de RMN, foi observado a duplicidade dos picos, o que
pode estar diretamente relacionado a configuracdo ou conformacdo adotada pela molécula
podendo estar em configuracdo Z e E (isdmeros) ou na conformacdo syn e anti-periplanar
(conformeros). Contudo, analisando os resultados observados nos RMN *H com variacéo de
temperatura foi possivel observar uma diminui¢do na intensidade dos picos de hidrogénio, o
que indica a formacdo de conférmeros. Porém, a fim de identificar a coalescéncia entre os
mesmos serd necessario a realizacdo de RMN *H em temperatura de 90 °C, bem como de
técnicas bidimensionais como COSY, HMBC e HMQC.

Todas as moléculas foram submetidas a avalicdo antibacteriana o qual se constatou
uma maior atividade para a cepa Gram-negativa. Contudo, os compostos NITRADOS, na
posicdo orto e para, e a molécula AMACOL1 tiveram atividade mais promissora para a cepa de
E. coli ATCC 25922, sendo o composto AMACO1 o que apresentou-se mais ativo para ambas

as cepas, eleito o composto Hit da série testada.

Em vista disso, observa-se que o composto AMACOL apresenta-se como promissor
farmaco antibacteriano, uma vez que essa contém um nucleo acridinico sem substituinte e
apresenta a funcdo imina, diretamente ligado ao anel, os quais parecem ser essenciais para a
atividade microbioldgica, visto que o nucleo acridinico ja é conhecido, de acordo com a

literatura, por apresentar atividade biologica como intercalador de DNA.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Espectro de RMN *H do composto JR-09
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ANEXO 2 - Espectro de RMN **C DPET Q do composto JR-09
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ANEXO 3 - Espectro de RMN *H do composto JR-11
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Chemical Shift (ppm)



ANEXO 4 - Espectro de RMN **C DPET Q do composto JR-11
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