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RESUMO

O uso indiscriminado de antibidticos, associado ao desenvolvimento natural dos mecanismos
de resisténcia de micro-organismos tem diminuido a eficiéncia terapéutica de alguns
antibioticos. Apesar da existéncia de um grande arsenal terapéutico e varias geracbes de
antibidticos disponiveis, ha uma necessidade continua para a descoberta de novas entidades
quimicas com propriedades antibidticas, uma vez que o desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia por micro-organismos e 0 aparecimento de estirpes multi-resistentes emergem
rapidamente, enquanto a introducdo de novos agentes antimicrobianos é relativamente lenta.
As sulfonamidas sdo agentes antibacterianos de largo espectro, andlogos estruturais do acido
p-aminobenzdico, com atividade contra bactérias gram positivas e negativas. Derivados de
tiofeno sdo também compostos importantes para o desenvolvimento de agentes antifingicos e
antibacterianos. Com base no principio de hibridacdo molecular, neste trabalho, sintetizamos
novas moléculas hibridas, que contém estes dois suportes, a fim de potencializar suas
atividades. O processo de sintese se iniciou com obtencdo de derivados do 2-amino-tiofeno,
através da reacdo de Gewald, seguido pela condensacdo com cloreto de 4-acetilamino-
benzenossulfonil em piridina, utilizando-se a irradiacdo em ultra-som. Apo6s a purificacdo, 0s
compostos foram caracterizados e suas estruturas comprovadas por RMNH. Sete novos
compostos foram sintetizados com sucesso, com rendimentos entre 40 e 99%, e as suas
caracteristicas fisico-quimicas determinadas. Foram determinadas as concentragdes inibitorias
minimas (CIM) e suas atividades como modificadores da atividade antibiotica (inibidores da
bomba de efluxo), em linhagens de Staphylococcus aureus que superexpressam 0S genes
NorA, MrsA e TetK. Trés derivados atuaram como modificadores da atividade antibidtica,
provavelmente por inibicdo de bomba de efluxo, em especial na linhagem SA-1199B (que
superexpressa 0 gene norA). As sulfonamidas ndo tém acdo inibitdria de bombas de efluxo, e
os resultados mostram que a porcdo tiofénica € a responsavel por tal atividade, sugerindo que
0s novos compostos hibridizados, quando in vivo poderdo agir por dois mecanismos de agédo
distintos, potencializando suas a¢Ges. Os resultados de docking mostram também a grande
interacdo entre a enzima diidropteroato sintetase e as moléculas sintetizadas de forma mais
eficaz que drogas ja encontradas comercialmente. Os resultados indicam que 0s novos
derivados hibridos sdo possiveis candidatos a prototipos de antibidticos, com grande potencial
de agir por um mecanismo de acao sinérgico.

Palavras-chave: hibridizacdo molecular; sulfonamidas; 2-amino-tiofeno; antibiéticos; Staphylococcus aureus;
inibidores de bomba de efluxo.



ABSTRACT

The indiscriminate use of antibiotics associated to natural development of mechanisms
of resistance of micro-organisms has decreased the therapeutic use of some antibiotics.
Despite the large therapeutic arsenal available generations of antibiotics, there is a continuing
need for the discovery of new chemical entities with antibiotic properties, since the
development of resistance mechanisms by microorganisms strains and the appearance of
multi-resistant emerge rapidly, while the introduction of new antimicrobial agents is relatively
slow. The sulfonamides are broad spectrum antibacterial agents, structural analogues of p-
aminobenzoic acid, with activity against gram positive and gram negative bacteria. Thiophene
derivatives are also important for the development of antifungal and antibacterial compounds.
Based on the principle of molecular hybridization, in this work, we synthesized new hybrid
molecules containing these two scaffolds in order to enhance their activities. The synthesis
process is started by obtaining derivatives gave 2-amino-thiophene by reaction of Gewald,
followed by condensation with 4-acetylamino-benzenesulfonyl chloride in pyridine, using
ultrasonic irradiation. After purification, the products were characterized and their structures
evidenced by 1 H NMR. Seven new compounds were synthesized successfully with
yields between 40 and 99%, and its specific physicochemical characteristics. We determined
the minimum inhibitory concentrations (MIC) and its activities as modifiers of antibiotic
activity (efflux pump inhibitors), in strains of Staphylococcus aureus overexpressing the
NorA, MrsA and TetK genes. S1, S2 and S4 worked compounds as modifiers of antibiotic
activity, presumably by inhibiting the efflux pump, in particular strain SA-1199B (which
overexpresses the gene Nora). The sulfonamides have no inhibitory action of efflux pumps,
and the results show that the tiophene portion is responsible for the activity, suggesting that
the new hybridized compounds, when in vivo may act by two distinct mechanisms of action,
potentiating their actions. The results also show the docking interaction between the
synthetase enzyme and synthesized molecules its effective more than drugs have found that
commercially. The results indicate that the new hybrid derivatives are potential candidates for
prototypes of antibiotics, with great potential to act by a mechanism of dual action.

Keywords: molecular hybridization; sulfonamides; 2-amino-thiophene; antibiotics; Staphylococcus aureus;
efflux pump inhibitors.
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1.Introducéo

A quimica medicinal € a ciéncia que busca a descoberta, desenvolvimento e avaliacao
de novos compostos quimicos que possam atuar como possiveis agentes bioldgicos. Envolve
dentre outras metodologias a sintese e a elucidagdo do mecanismo de a¢do de novas drogas no
organismo alvo.

A sintese quimica de novas substancias € uma das alternativas mais viaveis para a
descoberta de possiveis candidatos a farmacos. Segundo Menegatti (2001) os farmacos de
origem sintética representem significativa parcela do mercado farmacéutico, estimado, no ano
2000, em 390 bilhdes de ddlares. Até 1991, dos 886 farmacos usados na terapéutica, 680 (ou
79%) eram de origem sintética. Os restantes 186 (ou 21%) correspondiam aqueles de origem
natural ou semi-sintética, e que quando observamos a estrutura dos farmacos empregados na
terapéutica, constata-se que 62% deles s&o heterociclos.

O surgimento de cepas resistentes aos antimicrobianos tem sido fator constante na
diminuicdo do valor terapéutico dos mesmos (SILVA, 2008). Na pratica médica, o termo
resistente ¢ definido como, “aquele organismo que ndo € inibido ou destruido por um
antimicrobiano estando na presenca do mesmo em concentracdes terapéuticas apOs sua
administracdo” (SILVA, 2008). De forma que esse fenomeno a diversos antibidticos a
agentes quimioterapicos impde limitacdes para o tratamento de infeccBes tornando
imprescindivel a descoberta de novos agentes antibacterianos (WESTON, 1998).

No Brasil, de acordo com o Ministério da Salde, mais de 70% das bactérias que
causam infeccOes hospitalares sdo resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos
comumente utilizados para o tratamento dos pacientes (OLIVEIRA & SILVA, 2008). Estudos
mostram ainda que, em alguns paises da Europa cerca de 45% dos pacientes apresentam
algum processo infeccioso diagnosticado (MEDEIROS, 2004).

As ferramentas biotecnoldgicas, associadas aos métodos de quimica medicinal, como a
sintese racional de novos farmacos, ganham papel de destaque no desenvolvimento de novas
moléculas com atividade biolégica. O conhecimento das estruturas de alvos
macromoleculares ou de complexos do tipo ligante-receptor permite a aplicacéo de estratégias
de planejamento de farmacos de forma mais eficiente (GUIDO; ANDRICOPULO & OLIVA,
2010).

Dessa forma, € possivel explorar o espago quimico delineando o trabalho de
identificacdo, selecdo e otimizacdo de moléculas capazes de interagir com alta afinidade e
seletividade com o alvo molecular selecionado (GUIDO; ANDRICOPULO & OLIVA, 2010)
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como, por exemplo, enzimas, que hoje ja sdo os alvos mais estudados na quimica medicinal,
por serem extremamente importantes em razdo do seu papel essencial em vias bioquimicas
associadas a doencas e disfuncdes em humanos.

Nesse contexto, vemos que a sintese de novos compostos € uma necessidade atual,
sendo as ferramentas de planejamento racional e uso de técnicas computacionais instrumentos
que otimizam tal processo na busca de novas drogas eficazes contra as infec¢fes causadas
pelos microorganismos. E também importante a renovacdo dessa classe de antimetab6lico
(sulfonamidas) na busca de minimizar a resisténcia, e otimizar o tratamento contra 0s mais

diversos microorganismos.
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2. Referencial teérico
2.1 Histoérico

Antes de 1932 ndo existiam drogas efetivas para o tratamento das infeccOes
bacterianas sistémicas (antibidticos) e frequentemente tais infecces eram fatais (ALLINGER,
1976). Os primeiros farmacos antibacterianos seletivamente toxicos sdo os da familia das
sulfas, que surgiram com uma tentativa de Domagk de levar adiante as ideias de Ehrlich. Paul
Ehrlich ficou impressionado com o fato de que certas tintas manchavam algumas células e
outras ndo, levando-o a idéia de seletividade, onde seria possivel encontrar corantes que
seriam absorvidos por determinados microorganismos, mas ndo por células do hospedeiro.
Esta idéia foi extrapolada para a area medicinal, resultando na descoberta de um farmaco
efetivo contra a sifilis.

Em 1935, o bacteriologista alemdo Gehard Domagk, que estava avaliando o efeito de
varias substancias em cepas de estreptococos, tratou com sucesso a filha de uma infecgédo
virulenta de estreptococos usando o corante azo prontosil. A investigacdo subsequente
mostrou que esse farmaco era reduzido in vivo ao agente ativo p-aminobenzenosulfonamida
(THOMAS, 2003), levando nos anos seguintes ao estudo aprofundado das substancias
derivadas do nucleo sulfonamidico.

A descoberta desse novo farmaco marcou o inicio da quimioterapia moderna, que
durante a década seguinte levou a sintese e testes de novos agente antibacterianos desta classe.
Estes foram também os primeiros estudos de estrutura atividade, demonstrando a importancia
da modificacdo molecular no desenvolvimento de farmacos. Os estudos realizados nessa
época foram um dos primeiros exemplos onde um novo composto levou a outros compostos
para outras doencas, levando também a descoberta de efeitos colaterais através de estudos
clinicos e farmacoldgicos.

As sulfonamidas sdo agentes antimetabolicos, descoberto em 1935, quando foi
observado que um corante, chamado prontosil possuia atividade antibacteriana in vivo.
Posteriormente foi descoberto, que esse corante sofre metabolismo enzimatico e o verdadeiro
agente bacteriano é seu metabdlito: a sulfanilamida (Figura 1). O corante funciona como um
pro-farmaco, que através do processo de latenciacdo, é hidrolisado enzimaticamente e libera a
sulfa ativa (CORREA, 2006).
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HZNQN:NQSOZNHZ — NHstozNHz
NH,

PRONTOSIL SULFANILAMIDA

Figura 1 - Férmula quimica da Sulfanilamida e de seu pr6-farmaco o Prontosil

2.2 Mecanismo de Acao das sulfonamidas

As sulfonamidas (drogas a base de sulfas), como a sulfanilamida, sdo antibioticos
estruturalmente anélogos ao &cido p-amino benzoico (PABA) (Figura 2.2), constituinte do
tetrahidrofolato (THF), essas drogas inibem competitivamente a sintese bacteriana de THF na
etapa de incorporacdo do acido p-aminobenzoico, blogueando as reacGes que requerem THF
(VOET, 2006). As sulfonamidas tém efeito bacteriostatico e inibem o metabolismo do &cido
félico, por mecanismo competitivo. As células humanas conseguem aproveitar o folato
exogeno para 0 metabolismo, enquanto as bactérias dependem da producdo enddgena, as
sulfas, portanto ndo tem efeito no homem, porque este nao sintetiza o acido félico no
organismo, mas sdo fatais para muitas bactérias (ALLINGER, 1976).

Sua atividade se da pela inibicdo da enzima diidropteoatosintetase, que catalisa a
reacdo entre o 2-amino-4-hidroximetil-7,8-diidropteridina difosfato e o &cido p-amino
benzoico, formando diidrofolato. A sulfonamida age se ligando ao sitio ativo e reagindo com
0 2-amino-4-hidroxi-6-hidroximetil-7,8-diidropetidina difosfato, formando um produto que
ndo pode ser convertidos em acido félico (THOMAS, 2003), portando a reacdo que dispbe o
4tomo final do anel de purina, fornecido por meio da formilacdo pelo N*°-formil-THF,
gerando 5-formaminoimidazol-4-carboxamida—ribotideo € inibida indiretamente (VOET,
2006). Como resultado, as bactérias ndo conseguem produzir suficiente tetraidrofolato, que é
usado como coenzima na producdo das purinas necessarias para a sintese de DNA e para a

reproducéo celular subsequente (Esquema 1).
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Y

Diidropteroatosintase ———~

\

<—{ Sulfonamidas

Acido diidrofélico

v

Acido tetraidrofélico

Sintese do timidilato

Esquema 1 — Mecanismo de agdo das sulfonamidas

Das similaridades entre o PABA e as sulfas estdo as distancias entre a amina e 0
grupamento &cido (que sdo andlogas), a amina primaria aromatica, anel benzeno p-
dibusbstituido, similaridade em seu pKa e forma espacial oblonga (em formato oval)
(BARRIENTOS, 2009) (Figura 2).

NH,

o OH
NH, NH,
Sulfonamida PABA

Figura 2 — Similaridades entre o &cido-p-aminobenzdico e a sulfanilamida



18

2.3 Sintese de Sulfonamidas

As sulfonamidas podem ser sintetizadas a partir de cloretos de sulfonila, estes cloretos
possuem hidrogénios alfa que reagem com base, dando intermedidrios muito reativos
chamados sulfenos. A reatividade dos sulfenos é semelhante a dos cetenos. Na presenca de
compostos do tipo alcool ou amina ocorre a adi¢cdo, dando sulfonados, sulfonamidas etc.
(ALLINGER, 1976). Podemos ver abaixo alguns exemplos de sintese de sulfonamidas
sintetizadas por Alsughayer et al. (2010) (Figura 3) e (Figura 4) exemplar sulfonamidico

tiofeno realizado neste trabalho.

NH, NP> x NH@SozNHz
H2N QSOzN Hz NJ

(EtO),CH,
—_— - >
ou DMFDMA
SO,NH
2tz SO,NH,
SO,NH,
1
2a: X=OFEt 3
b: X=NMe,

Figura 3 — Exemplo de sintese de novos compostos derivados de sulfonamidas.

CN SO,CI CN
=z
NH |
S 2 N N S NHSO,
CH3;CONH
1-Derivado tiofénico; 2-4-acetilamino-benzenossulfonil; 3- piridina CH3CONH

Figura 4 — Esquema de sintese de novo composto derivado de sulfonamida.

O trabalho de Magalhdes (2009) demonstrou que uma nova série de derivados de
sulfas (metoxi-chacona sulfonamidas) foram sintetizadas utilizando-se da hibridagéo
molecular que incorpora ao anel da B — chalcona os grupos 4-metoxi e 3-sulfonamida com
éxito (figura 5), e ainda mais, demonstrando que estudos de avaliacdo do perfil inibitério as
moléculas com maior atividade contra Leishmania brasiliensis, mostrando-se inclusive

superior a farmacos ja encontrados comercialmente como a Pentamidina e Glucantime.
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I %

_ OCHj
(3a/ 3i)

R: N (CHj3)2; N(CH3)(CH,),; Pirrolidina; Morfolina; Anilina; 4. cloro_anilina; 3,4 dicloro._ anilina;
4. metoxi _anilina; Benzilamina

Figura 5 - Derivado metoxi-chalcona sulfonamida.

2.4 Relagéo entre estrutura e atividade (SAR)

Segundo Barrientos (2009) a sintese de uma gama enorme de derivados
sulfonamidicos levou a varias conclusbes sobre a atividade das sulfonamidas: de que o
grupamento p-amino é essencial para a atividade e ndo pode ser substituido, tendo como Unica
excecdo quando o grupamento substituinte for uma amida, as amidas em si séo inativas, mas
in vivo podem ser metabolizadas e regenerar 0 composto ativo, e portando podem ser usadas
como pro-farmacos; O anel aromético e o grupo funcional sulfonamidas também sdo
fundamentais; O anel aromatico pode somente ser p-substituido; O nitrogénio da sulfonamida
deve ser sempre secundario (Figura 6).

O R,
. H
R—N S—N
Y
O

Propriedades fisico-quimicas

e farmacocinéticas, Atividade
Biodisponibilidade intrinseca e ligagdo as

proteinas plasmaticas
Latenciagdo

R = grupos bioreversiveis:

acetil, ftalil, succinil
Essencial para atividade: anel benzénico
com dois grupos para substituidos

Figura 6 — Relacdo estrutura/atividade de sulfas
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E gracas aos extensivos estudos feito na quimica das sulfas, outros compostos de
interesse terapéutico foram encontrados, como por exemplo a tolbutamida, um agente
antidiabético e a hidroclorotiazida, um agente anti-hipertensivo (ALLINGER, 1976). Outros
exemplos de sulfas ja encontradas comercialmente sao: sulfatiazol, sulfadiazina, sulfapiridina,
sulfamerazina, sulfametoxazol, todas utilizadas contra infec¢bes sistemicas causadas por
microorganismos (Figura 7).

COOH

N 0
H2N4©7302NH4</ N C}/{
N= HN@—SOZNH—COCHg

SULFADIAZINA
FTALILSLFACETAMIDA

N-0o OMe
H2N4©7802NH4<2\ 4(/—\(
H2N4< >—302NH N
N="

SULFAMETOXAZOL SULFAMETOXINA

HoN SOzNH4</ /N_I\{
_ SOZNHUOMe

SULFAMERAZINA SULFAMETOXIPIRIDAZINA

Figura 7 - Estruturas quimicas de diversos analogos estruturais da Sulfanilamida.

2.5 O nacleo tiofénico e a importancia de seus derivados

O tiofeno consiste em um anel heterociclico aromético pentagonal, onde um carbono
metilénico € substituido por um atomo de enxofre (Figura 8) (ZHONGHAI, 2005), seus
derivados sdo consequentemente fragmentos estruturais importantes em muitos compostos
farmacéuticos e quimicos e como resultado, eles sdo incorporados em novas entidades

quimicas por quimicos medicinais. (MEOTT] et al., 2003).

Figura 8 — O nucleo tiofénico

Compostos derivados do anel tiofénico frequentemente apresentam atividade bioldgica
antimicrobiana, possuindo um amplo espectro de atividades biolégicas conhecidas, dentre elas

a antifungica, anti-protozodrio, anti-helmintica, anestésica (SIQUEIRA et al., 2010). Vérios
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destes derivados sdo também potentes analgésicos, anticonvulsivantes (KULANDASAMYA,
ADHIKARI; STABLES, 2009), antidepressivo, anti-inflamatdrio e antipiréticos, anti-tumoral,
anti-cancer de mama (AL-SAIDA et al.,, 2011), antimalarico (CARIDHA et al., 2010),
antiparasitaria (ALOMAR et al.,, 2012 & ISLOOR et al.,, 2010), anti-histaminico, anti-
arritmico e antagonista da serotonina (AMR et al., 2010; AL-SAID et al, 2011).
Antiepilépticos ativos atualmente disponiveis (AEDs) como tiagabina, etizolam e brotizolam

contém porcéo tiofeno em suas estruturas como farmacaéforo ativo.

Trabalhos anteriores realizados pelo Lanoratério de Sintese e Vetorizagdo de
Moléculas ~UEPB e laboratdrios parceiros demonstram atividades antifungica in vitro frente a
Criptococcus neoformans e Candida krusei por diversos derivados 2-amino-3-ciano-
cicloalquil[b]tiofeno (Figura 9), onde ambas as cepas demonstraram-se sensiveis aos
compostos e os valores de CIM alcacaram até o minimo de 78 pg/ml (DA CRUZ, et al. 2011).
Foi registrado também no trabalho de Guimaraes (2013), uma CIM de 17 pg.mL™ contra o C.
neoformans, e ainda atividade moderada contra cepas de Candida pelo 5CNO5. Resultados
semelhantes foram encontrados nos trabalhos de Srivastava (2011), utilizando a mesma classe

de moléculas benzo[b]tiofenos e 0 método de difusdo em disco.

CN CN
LI~ w23
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*R: 2,3 Cl; 3,4 CI; 2,6 CI; 3,4,5- OMe; 2-OMe,5Br, para 0 5CN; e 3,4 Cl; 2,4 Cl; 3,4,5- OMe; 2-OMe, 5-Br.

Figura 9 — Estrutura geral dos compostos testados.
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2.6 Sintese de 2-amino tiofenos

A classe dos 2-amino-tiofenos caracterizam-se como precursores de produtos
farmacéuticos e na concepcdo de medicamentos. Vérias sdo as possibilidades de obten¢do do
2-amino-tiofeno. Uma das rotas sintéticas utilizadas na obtengdo dos derivados tiofénicos é a
ja descrita e tradicional reacdo de Gewald (1961) (Esquema 2). A reacdo de Gewald
combina uma cetona ou aldeido, uma nitrila ativada, e enxofre na presenca de uma base amina
adequada a fim de obter tiofenos tri e tetra substituidos (CASTANEDO, 2001).

V4 CN Morfolina 7
S — >
(CHa)n CN Etanol (CH,)
NH2 S

Z=CN, COOR, CONHR

Esquema 2 — Exemplo de sintese de Gewald para a obtencdo de 2-amino tiofenos substituidos

2.7 Planejamento Racional e Hibridizacdo Molecular

Pode-se constatar que as descobertas de farmacos ocorreram, em determinados
momentos como fruto do acaso ou baseadas no uso de determinados produtos naturais, em
geral de origem vegetal, e foram através do tempo, sendo gradualmente substituidas por
estratégias racionais (BARREIRO, 2005). Atualmente a quimica medicinal, através do
planejamento racional de farmacos permite o direcionamento da sintese de novas moléculas
bioativas para o tratamento de doencas e/ou disfuncbes metabdlicas com maior rapidez e
eficiéncia.

Montanari & Bolzani (2001) ressaltam a importancia do planejamento molecular para
que sejam realizadas de forma racional as modificagbes moleculares na estrutura de um
prototipo. Tais modificagdes sdo minuciosas e de grande importancia para aumentar a
probabilidade de a molécula apresentar atividade biologica.

Uma ferramenta importante para a constru¢cdo de um novo farmaco é a técnica de
Hibridacdo Molecular (HM). Tal ferramenta é uma estratégia de planejamento racional de
novos ligantes ou composto-prototipo, baseada no reconhecimento das subunidades

farmacofdricas na estrutura quimica de dois ou mais compostos bioativos conhecidos, e que
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através de uma fusdo dessas subunidades leva a uma nova entidade quimica hibrida (Figura
10), com uma nova arquitetura molecular que mantém as caracteristicas das moléculas
originais (VIEGAS, 2007 apud BARBOSA, 2010).

0
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Figura 10 — Composto sulfonamidico sintetizado por meio de hibridacdo molecular através da unidoentre
talidomida (a) e da hidroxi-uréia (b)

2.8 Docking

A modelagem molecular consiste numa visualizacdo grafica computacional e da
representacdo da geometria de uma molécula. O estudo de docking nesse contexto é uma
ferramenta de modelagem molecular e corresponde um estudo de encaixe destes compostos
no sitio receptor para verificar quais interagdes ocorrem entre 0 composto e 0 receptor e quais

grupos constituintes da molécula participam desta interacdo (WALTER, 2004) (Figura 11).

Figura 11 — Estrutura terciaria da enzima Diidropteroato sintetase de Staphylococcus aureus. Cadeias da
proteina coloridas com gradiente de cor a partir da por¢do N-terminal para C-terminal (fonte: PDB — Protein
Data Bank).
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O estudo de docking portanto € uma ferramenta técnica que tem como objetivo
predizer a estrutura do complexo intermolecular entre duas ou mais moléculas. Na pratica,
essa técnica foi desenvolvida com o intuito de encontrar a melhor orientagdo e conformacéo
de um ligante no sitio receptor, sendo sua avaliacdo feita através da medicdo da energia de
interacdo do complexo ligante-proteina e pela energia intramolecular do ligante (ARAUJO,
2010).

O entendimento detalhado das interacdes entre receptores bioldgicos e seus ligantes é
essencial para a interpretacdo de inimeros fenémenos bioquimicos (WALTER, 2004) dentre
estes podemos citar uma maior interacdo entre molécula e alvo bioldgico, fazendo deste
estudo uma importante ferramenta para a descoberta de novos farmacos.

Os estudos comecam com uma base de dados de compostos, bem como a estrutura de
um receptor de interesse, e a pergunta: Dos compostos na base de dados, qual é mais provavel
que realmente se ligue ao receptor? (SHOICHET, 2002). Os métodos de docking envolvem
uma funcédo de pontuacdo de energia contendo termos que descrevem as interacdes estéricas,
eletrostéaticas, de ligacGes de hidrogénio e hidrofobicas, que classificam os melhores modos de
ligacdo (orientacdo e conformacéo) do ligante no sitio receptor (ARAUJO, 2010).

Um dos sucessos recentes mais significativos no desenho computacional de novos
farmacos é o desenvolvimento do saquinavir, um inibidor de protease utilizado para retardar o
crescimento do virus da imunodeficiéncia de humanos (HIV) em individuos infectados. O
saquinavir foi desenhado em computador de forma a ligar-se ao sitio ativo da protease do
HIV, com base no conhecimento da estrutura tridimensional do complexo protease-substrato
(MADIGAN, 2010).

2.9 A problematica da infeccdo bacteriana

Uma infeccdo € causada pela presenca e multiplicacdo de microorganismos no
organismo humano, desencadeando uma resposta imunoldgica que pode condicionar o
aparecimento de sintomas. As infec¢fes bacterianas causam alto nivel de morbidade em
pacientes que ja se encontram com outras doengas, iSSO 0Ocorre por que estes pacientes se
encontram com as defesas naturais debilitadas.

Na escala mundial as doencas infecciosas sdo um sério problema de sadde publica,
sendo responsaveis aproximadamente por 30% dos 56 milhdes de dbitos anuais (MADIGAN
et al., 2010). Dentre as 20 principais causas de mortes decorrentes de infec¢do, as bactérias
respondem por 45% do total (OMS, 2002) (Tabela 1)
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O controle eficiente das doencas infecciosas ainda consiste em um desafio mundial
que requer solucgdes cientificas, médicas, econdmicas, socioldgicas, politicas e educacionais
(MADIGAN et al., 2010).

Tabela 1 — Dados obtidos da Organizagdo mundial de satide — OMS — Genebra, Suica.

Mortes mundiais causadas por doengas
infecciosas em 2002

Doencas diarréicas 1.798.000
Tuberculose 1.566.000
Coqueluche 294.000

Meningite bacteriana 173.000

Sifilis 153.000
Infecgdes por clamidias 16.000
Infec¢des respiratdrias 3.963.000

agudas (bactérias, virus e
fungos)
Tétano 214.000

2.9.1 Resisténcia Bacteriana

A resisténcia aos farmacos antimicrobianos € um dos principais problemas em relacdo
a muitos microorganismos patogénicos, especialmente em ambientes hospitalares. A
resisténcia consiste na capacidade adquirida por um organismo de resistir aos efeitos de um
agente quimioterapico ao qual ele é normalmente suscetivel, sendo a capacidade de adquirir
resisténcia inerente a de todos os microorganismos (MADIGAN, 2010).

Segundo Madigan (2010) existem seis tipo de mecanismos de ressisténcia, sao eles: 1)
O organismo pode ser desprovido da estrutura inibida por um antibiotico; 2) O organismo
pode ser impermedvel ao antibidtico; 3) O organismo pode ser capaz de modificar o
antibiético para uma forma inativa; 4) O organismo pode modificar o alvo do antibiético; 5)

Pode ocorrer o desenvolvimento de uma via bioquimica resistente; 6) O organismo pode ser
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capaz de bombear para fora um antibidtico que estd entrando na célula, um processo chamado
efluxo (Tabela 2).

Tabela 2 — Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibiéticos

Reducdo da Penicilinas Pseudomonas

permeabilidade aeruginosa

Bactérias entéricas

Inativagdo do Penicilinas Staphylococcus aureus
antibidtico (ex.:enzimas Clorafenicol Bacteria entericas
modificadoras) Aminoglicosideos Neisseria gonorrhoeae
Alteracdo do alvo Eritromicina Staphylococcus aureus
Rifamicina Bacteria entérica

Estreptomicina

Norfloxacina

Desenvolimento de uma Sulfonamidas Staphylococcus aureus
via bioquimica Bacteria entéricas
resistente
Efluxo Tetraciclinas Staphylococcus aureus
Clorafenicol Bacteria entéricas
Eritromicina Bacilus subtilis

Staphylococcus spp.

Com vista aos dados acima apresentados, o presente trabalho foi realizado com a
preocupacdo de potencializar as atividades das moléculas citadas (tiofeno e sulfonamida),
unindo-as em uma s, e a partir dai realizar testes bioldgicos e computacionais, visando a
descoberta de um novo farmaco que auxilie na luta contra as infecces que atualmente atinge

a sociedade.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Sintetizar e caracterizar novos derivados sintéticos contendo uma por¢do 2-amino-
tiofénica associada a uma porcao sulfonamida potenciais inibidores da diidrofolato redutase
como também determinar sua atividade antibacteriana in vitro, frente a diferentes cepas de

Staphylococcus aureus também como promover estudos de docking molecular.
3.2 Objetivos especificos

e Desenvolver uma rota sintética de obtencdo dos novos derivados contendo ambas
porcdes (sulfonamida e tiofeno) através do uso de irradiacdo de ultrasson;

e Purificar e determinar suas caracteristicas fisico-quimicas (aparéncia, fator de
retencédo, ponto de fusdo) e rendimentos;

e Comprovar estruturalmente as novas estruturas através de RMN".

e Auvaliar o perfil de atividade antibacterina dos derivados hibridos frente a diferentes
cepas de Staphylococcus aureus, tal como atividade moduladora e espectro de acéo;

e Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) dos compostos mais ativos;

e Determinar a atividade moduladora de ambas as porcdes separadamente, sulfonamida
e 2-aminotiofenos;

e Promover estudos de Docking molecular a fim de desvendar as moléculas com melhor

interacdo com a enzima diidrofolato redutase.
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4. Metodologia
4.1 Parte Quimica

4.1.1 Rota Sintética
A sintese foi composta por duas reacfes amplamente descritas na literatura. Primeiro,

a classica reacdo de Gewald (GEWALD et al., 1996 ), visando a obtencdo dos compostos de
partida 2-amino-tiofenos, se trata de uma rota convergente, que utiliza condi¢bes brandas e
reagentes de baixo custo resultando nos compostos desejados e bons rendimentos
(CHAKRABARTI, et al., 1993; CALLIGARO et al., 2010) (Esquema 3).

CN 2 s NH,

\ Ry X /
/)_<_ R; R, = H, alquil, aril, CO,R
R, oN X = CN, CO,R, CONH, COPh

Esquema 3 — Sintese de aminotiofenos através da reagdo de Gewald

Apos sintetizados os adutos de Gewald, estes foram condensados ao cloreto de 4-
acetamidobenzeno-sulfonila, através de uma reacdo de N-sulfonilacdo em meio béasico, sob

irradiacdo em banho de ultrassom 40kHz, fornecendo os compostos finais ( Esquema 4).
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R;— C—R; R /\/\R2

conforme mcanismos reacional
Me da reagdo de Gewald.

Z = CN, COOEt,
COOiPr, COONH,

Esquema 4 — Esquema Geral de condensagéo

4.1.2 Procedimento Reacional padréao

Em um baldo de 10ml foi adicionado 1,5 equivalentes do reagente (cloreto de 4-
acetamidobenzeno-sulfonila) vedando-o e tirando todo o ar, e atraves de uma seringa foram
adicionados também ao baldo 2ml de piridina. Separadamente, em um schlenk coloca-se 1
equivalente do aducto de Gewald (derivados 2-aminotiofenos, sintetizados de acordo com o
procedimento descrito no esquema 3), vedando-se e tirando todo o ar, e com 0 uso da seringa,
adiciona-se 1ml de piridina. Com auxilio da seringa, coloca-se lentamente o contetdo do
baldo dentro do schlenk.

O frasco é colocado em banho de ultrassom (40kHz) e ajustado o seu tempo de
irradiacdo, que durou de 30 a 80 minutos. Apds a constatacdo do término da reacao, atraves de
monitoramento por cromatografia em camada delgada, a solugéo reacional foi neutralizada
com adig&o de &cido cloridrico 1M até pH 5,0. Foram adicionados 30 mL de diclorometano, e
fase organica foi lavada com solucdo saturada de sulfato de cobre, a fim de neutralizar a
piridina. A fase organica foi seca sob cloreto de célcio e concentrada sob pressdo reduzida até
a secura.

O residuo sélido obtido foi purificado através de cromatografia em coluna com silica,

utilizando como solventes um gradiente de concentracéo de diclorometano/metanol.

/\/R2 /\/\/Rz
R]_ Rl R
i \
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4.1.3 Caracterizacao fisico-quimica dos compostos
O fator de retencéo (Ry) foi obtido a partir de cromatografia em camada delgada pela

formula Rf=d./ds, onde d. é a distancia percorrida pelo composto e ds € a distancia percorrida
pelo sistema de eluicdo hex/AcOEt (3:7).

A aparéncia dos compostos (cor) foi avaliada visualmente através da observacédo do
produto sobre fundo claro e escuro. O rendimento foi calculado pesando-se a massa do
produto obtido em gramas e em seguida calculado o nimero de mols referente a massa atraves
da férmula: n° de mols do produto x 100 / n® de mols do produto de partida.

Na espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) foram
realizados primeiramente testes de solubilidade das substancias (metanol, cloroférmio e
dimetilsufoxido) a fim de definir qual o melhor meio para a realizacdo do teste. Em seguida,
foram separadas amostras de 10mg de cada produto e acondicionados em tubos de RMN para
a determinacgdo dos compostos.

Para a determinacdo do ponto de fusdo, uma pequena amostra do produto ja purificado

foi colocado em capilar e colocado em fusiébmetro a fim de determinar tal caracteristica.

4.2 Parte Biologica

4.2.1 Linhagens de Staphylococcus aureus
Foram utilizadas linhagens de Staphylococcus aureus fornecidas pelo Dr. Simon

Gibbons (University of London), linhagem SA-1199B, que superexpressa 0 gene norA que
codifica a proteina de efluxo NorA, responsavel pelo efluxo de fluorquinolonas e outras
substancias (KAATZ et al., 1993; KAATZ; SEO, 1995); RN-4220 que possui o plasmideo
pUL5054, o qual, carrega o gene que codifica a proteina para efluxo de macrolideos (MrsA)
(ROSS et al., 1989) e 1S-58, que possui 0 gene que codifica a proteina TetK para efluxo de
tetraciclina (GIBBONS; UDO, 2000).

Estas linhagens sdo mantidas em meio de agar sélido (Brain Heart Infusion- BHI,
Difco). Antes de serem utilizadas, as células crescem em caldo nutritivo de infusdo (Brain
heart infusion- BHI, Difco) por 18-24hs a 37°C.

4.2.2. Antibioticos
Foram utilizados trés antibidticos, norfloxacina (NOR), da classe das fluorquinolonas,

tetraciclina (TET) e eritromicina (ERI). Todos esses foram obtidos do fabricante SIGMA.
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4.2.3. Determinacéo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) dos novos
compostos e antibidticos padrao

4.2.3.1. Determinacéo da CIM

Os valores das Concentragdes Inibitorias Minimas (CIM) dos novos compostos e dos
antibidticos, foram determinadas em caldo nutritivo (BHI) através da técnica de
microdiluicdo, usando uma suspensdo de c.a. 10° ufc/mL e com concentracdes variando de
256 pg/mL a 4pg/mL (diluigdes seriadas '%). A CIM foi definida como a menor concentragao
que inibiu completamente o crescimento bacteriano. Para a melhor visualizacdo do
crescimento bacteriano apds 24hs, foi feito uso da solucdo (0,01%) do corante resazurina
(Sigma-Aldrich).

4.2.4. Determinacdo da CIM da Norfloxacina, Tetraciclina e Eritromicina na
Auséncia e na Presenca dos compostos — Avaliacéo da Atividade Moduladora

4.2.4.1 Avaliacdo da atividade moduladora

Para avaliagdo das Sulfas 01, 02, 03, 04, 06, 08 e 09 como modificadores da atividade
antibidtica (inibidores da bomba de efluxo), a metodologia basica consistiu na determinagédo
da concentracdo inibitoria minima (CIM) de antibidticos, na presenca e auséncia do produto
sintético (STAVRI et al. 2007). A concentracdo do produto foi aquela correspondente a ¥ ou
1/8 da sua CIM (concentracdo subinibitéria) (STAVRI et al., 2007). Da mesma forma, para
uma melhor visualizacdo do crescimento bacteriano ap6s 24hs, foi feito uso da solucdo
(0,01%) do indicador resazurina (Sigma-Aldrich).

Foram calculadas também utilizando-se a mesma metodologia as concentracfes
inibitérias minimas e avaliacdo da atividade moduladora para ambas porcGes (sulfa e 2-

aminotiofeno) separadamente das moléculas sintetizadas.

4.3 Docking

A macromolécula (DHPS) foi analisada no programa Molegro Molecular Viewer 2.5
(MOLEGRO, 2013). Foram retirados os cofatores, a cadeia B da proteina e os ligantes, e a
cadeia A da proteina foi salva. O receptor e as sulfas ligantes foram preparados no programa
VEJA em sua forma desacetilada (PEDRETTI, 2004), e utilizando-se o AutodockWizard
(WOLF, 2009) no programa PyRx-Virtual Screening Toool foi realizada a analise do docking.

O Autodock Wizard por sua vez é um programa gque combina uma répida avaliacéo de
energia atraves de redes pré calculadas de potenciais de afinidade com uma variedade de

algoritmos de pesquisa para encontrar conformagodes e orientag0es adequadas para um ligante
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numa certa molécula (TEIXEIRA, 2008). Este programa é um conjunto de ferramentas que
permitem predicdo entre ligante-macromolécula, este possui trés opc¢des de algoritmos: SA
(Simulated Annealing), (GA -  Generic Algorithnm) e LGA (Lamarckian Genetic
Algorithnm), neste trabalho, foi utilizado o algoritmo Lamarckiano, e 10 confémeros de

menor energia para cada ligante, com a interpretacdo sendo realizada no programa Molegro.
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5. Resultados e Discussao
5.1 Parte Quimica

Os compostos utilizados como precursores ja se encontram descritos amplamente
na literatura, com sua sintese realizada como j& descrito na metodologia, atraves dos
procedimentos padrdes utilizando meio etandlico e morfolina como base (GEWALD,

1965), o mecanismo reacional acontece conforme o esquema 5.
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Esquema 5 - Mecanismo de reacdo da sintese de 2-aminotiofenos através de Gewald.

A partir da reacdo de condensacdo dos adutos de Gewald com cloreto de 4-
acetamidobenzeno-sufonila foram obtidos 7 novos derivados hibridos contendo uma

porcédo tiofénica e uma porcdo sulfonamida, denominados: Sulfa 01 - N-[4-(3-Ciano-



4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofen-2-ilsulfamoil)-fenil]-acetamida; Sulfa 02 - N-[4-(3-
Ciano-5,6,7,8-tetraidro-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-ilsulfamoil)-fenil]-acetamida; Sulfa 03
— 2-(4-Acetilamino-benzenesulfonilamino)-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-etil ester;
Sulfa 04 - N-[4-(3-Ciano-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofen-2-ilsulfamoil)-fenil]-
acetamida; Sulfa 06 - 2-(4-Acetilamino-benzenesulfonilamino)-5,6,7,8-tetraidro-4H-
ciclohepta[b]tiofeno-3-etil éster; Sulfa 08 - N-[4-(3-Ciano-4,5,6,7,8,9-hexaidro-
cicloocta[b]tiofen-2-ilsulfamoil)-fenil]-acetamida; e Sulfa 09 - N-[4-(3-Ciano-6-metil-

4,5,6 7-tetraidro-benzo[b]tiofen-Z-iIsulfamoiI)-fenil]-acetamida (Figura 12)

@/ H

SULFA 01 SULFA 02

HOW \})
SULFA O3 SULFA 04

COOEl

SULFA 06
SULFA 08

SULFA 09

Figura 12 — Novos compostos sintetizados

Os resultados obtidos com as etapas sintéticas foram satisfatorios, uma vez que 0s
compostos foram obtidos com rendimento de 40 a 99%.As reagdes tiveram duragéo
minima de trinta minutos (reagdes S1, S2, S3, S4, S6 e S9) até 80 minutos (S7).

34
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Ap0s sintetizados e purificados por coluna cromatogréfica, as estruturas quimicas
foram comprovadas através de espectros de RMN'H. Foram também determinados suas

caracteristicas fisico-quimicas dos compostos, presente na Tabela 3.

Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos dos compostos sintetizados

/ Rend. Rf P.F (°C) M.M F.M Aparéncia
S1 99% 0,52 200-203 375 C17H17N303S, Amarelo
claro
S2 2% 0,62 227-231 389 C18H19N303S, Amarelo
Escuro
S3 40.5% 0,57 233-236 422 C19H22N20582 Marrom
sS4 56% 0,67 235-239 361 C16H15N303S, Cinza
S6 61% 0,56 230-232 436 CooH24N205S, Laranja
Claro
S8 40% 0,53 238-240 403 C19H21N303S, Marrom
S9 85% 0,68 237-242 388 C1gH1gN303S, Laranja
Escuro

P.F — Ponto de fusdo, Rf — Fator de reten¢do, FM — Férmula molecular, M.M Massa molecular

Atualmente o banho de ultrassom é amplamente utilizado como uma técnica que
apresenta muitas vantagens em rea¢6es gquimicas, incluindo maior rendimento, menor
tempo de reacdo e condicdes de reacdo mais suaves quando comparado com métodos
convencionais. Principalmente na quimica verde, é utilizado com objetivo de tornar os
processos sintéticos mais sustentaveis (SADJADI et al., 2010; CINTAS et al., 2011)

A irradiacdo de ultrassom é muito conhecida por acelerar reagGes quimicas
(KOUFAKI; FOTOPOULOU; HEREPOULOUS, 2013). A origem dessa energia
encontra-se no fenémeno de cavitagdo que envolve a formacéao seqiiencial, crescimento e
colapso de milhdes de bolhas de vapor microscopicas no liquido. Estas rapidas
implosdes geram pressGes extremamente altas, cerca de 1,000 atm e temperaturas de
5000°C no interior da cavidade (LI, et al., 2013). Em escala de tempo de nanossegundos.

Além de que a energia sonora é transformada em forma Util de energia quimica
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(SINGHA et al.,, 2013). Estes efeitos podem ser usados para acelerar as reacOes
quimicas, reduzir o tempo de reacdo e aumentar a seletividade e a otimizagdo da relagdo
custo-beneficio (RAJUA, et al., 2013)

A obtencdo de derivados hibridos envolvendo uma porcéo tiofeno e uma porc¢éo
sulfonamida, j& foi explorada por outros autores. Como Baldwin et. al (1989) que
desenvolveu novos compostos contendo ambas porgdes com atividade antiglaucoma
(Figura 13).

ﬂsozNHz

so;” s
RsR;NCH;

R: H, OH, C 1-3 alquil, ou halogénio. R3: H; C 1-5 alquil. R4 : H, C 1-5 alquil

Figura 13 — Tiofeno sulfonamida antiglaucoma.

Foi sintetizada também por Grundner (2007) Uma nova molécula (Figura 14) tiofeno-
sulfonamida inibidora das enzimas tirosina-fosfatases do Mycobacterium tuberculosis,

apresentando alta especificidade e seletividade para esta proteina.
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Figura 14 — Tiofeno sulfonamida inibidora da tirosina-fosfatase de M. tuberculosis.

Apols a sintese e purificacdo através de coluna cromatogréfica, as estruturas
quimicas foram comprovadas através dos espectros de RMN*H. Os dados referentes a

caracterizacdo dos compostos sintetizados encontram-se descritos na Tabela 4.



Tabela 4 — Dados dos espectros de RMN *H 400MHz. (& em ppm)
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H-Aromaticos COCHgs4 NH Ciclo-tiofenos COOEt
1,76 (s, 4H)
7,16 (d, 2H, J=9,2) 3,58 (s, 1H)
SULFA 01° 2,12 (s, 3H) 2,55 (s, 2H) -
7,40 (d, 2H, J=8,8Hz) 10,68 (s, 1H)
2,73 (s, 2H)
2,64 (m, 4H)
2,88 (m, 2H)
7,69 (d, 2H, J=8,8Hz)
SULFA 022 2,16 (s, 3H) 7,68 (s, 2H) 2,69 (t, 2H, J=5,2Hz) -
7,64 (t, 2H, J=8,8Hz)
2,79 (dt, 2H, J=
2,8Hz, J=2,4Hz)
1,74 (m, 4H) 1,82 (t, 3H,
7,64 (d, 2H, J=8,4Hz) J=7,2)
SULFA 032 2,20 (s, 3H) 10,51 (s, 2H) 2,80 (m, 2H)
7,83 (d, 2H, J=8,0Hz) 4,25 (q, 2H,
2,64 (m, 2H) 1=7.2H2)
2,26 (m, 2H)
7,67 (d, 2H, J=8,8Hz) 3,45 (s, 1H)
SULFA 04° 2,08 (s, 3H) 2,69 (t, 2H, J=6,8Hz) -
7,77 (d, 2H, J=8,8Hz) 10,43 (s, 1H)
2,78 (t, 2H, J= 6,8Hz)
1,27 (m, 4H)
7,62 (d, 2H, J=8,4Hz) 3,42 (s, 1H) 1,50 (s, 4H)
SULFA 08° 2,07 (s, 3H) -
7,74 (d, 2H, J=8,8Hz) 10,39 (s, 1H) | 2,58 (t, 2H, J=5,0Hz)

2,70 (t, 2H, J=6,0Hz)

4_CDCl,, "~ DMSO

Na Figura 15, representada a copia do espectro de RMN*H do composto Sulfa 08,

onde podem ser evidenciados com clareza e de maneira inequivoca a estrutura do

composto planejado. Os espectros de RMN 'H referentes aos demais compostos de

RMN *H encontram-se em anexo.
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Figura 15. Espectro RMN *H do composto Sulfa 08

5.2 Parte Biologica

Foram realizados primeiramente as defini¢fes de concentracdes inibitdrias minimas
(CIM) dos novos compostos sintetizados atraves da hibridizagdo do ndcleo tiofénico com a

sulfonamida, frente a linhagens de Staphylococcus aureus.

Para as trés linhagens de Staphylococcus aureus utilizadas (MrsA, TetK e NorA ), 0s
valores das CIM para os compostos hibridizados nao foram significativos, sendo maior que
256 pg/mL, ou seja, in vitro os compostos ndao foram capazes de promover a inibicdo do

crescimento das cepas analisadas (Tabela 5).
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Tabela 5 - Concentracdo Inibitdria Minima dos compostos derivados do tiofeno hibridizados com sulfonamidas
frente as linhagens de Staphylococcus aureus.

CIM (pg/ mL) /Linhagens Bacterianas

Compostos Hibridizados RN-4220 SA-1199B
(MrsA) IS-58 (TerK) (NorA)

Sulfas 01 >256 >256 >256
02 >256 >256 >256
03 256 256 256
04 >256 >256 >256
06 >256 >256 >256
08 >256 >256 >256
09 >256 >256 >256

Esse resultado j& era em parte esperado, visto que os compostos avaliados encontram-
se acetilados em sua porcdo amina terminal, sendo assim, sulfonamidas sob a forma de pro-
drogas. Portanto, para que sejam ativas precisam sofrer uma etapa preliminar de desprotecao
que apenas acontece in vivo. Este processo conhecido como latenciacdo é de grande
importancia para varias drogas, pois aumentam a seletividade do farmaco pelo seu sitio de
acdo, diminuindo a toxicidade (CHIN & FERREIRA, 1999). Um exemplo dessa importancia
é o0 levodopa, pré-farmaco da dopamina, capaz de atravessar a barreira hematoencefalica, e no
cérebro, ser enzimaticamente convertido em dopamina, que atua na doenca de Parkinson e
outras afins (Figura 16) (CHIN & FERREIRA, 1999). Portanto, para que apresente atividade

as sulfas precisam sofrer uma etapa preliminar que acontece apenas in vivo.
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HO COO
m NH;
HO
L-dopa
Dopamina
descarboxilase CO2
HO

NH

Figura 16 — L-dopa (pro-farmaco) e processo de latenciacdo em dopamina.

Em seguida, foram determinadas as concentrac@es inibitorias minimas dos antibi6ticos
(eritromicina, tetraciclina e norfloxacina) usando-se concentragcdes crescentes e dobradas
(4pg/mL até 256 ug/mL) na auséncia, bem como, na presenca dos compostos heterociclicos

(< Y4 da CIM) (Tabela 6).

Tabela 6. Atividade Moduladora dos compostos hibridizados

CIM (png/ mL) /Linhagens Bacterianas

Compostos RN-4220 SA-1199B
(MrsA) 1S-58 (TerK) (Nor)
Antibidticos* >256 64 128
Sulfas 01 >256 64 8(16x)
02 >256 64 32(4x)
03 256 64 64(2x)
04 >256 64 32(4x)
06 >256 64 64(2x)
08 >256 64 128
09 >256 64 64(2x)
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E importante mencionar que o uso de uma concentragio tio baixa quanto ¥4 da CIM é
recomendado para evitar possiveis resultados falso-positivos (STAVRI et al., 2007).

Como podem ser observados na Tabela 6, os resultados mais satisfatorios foram
encontrados com 0s compostos que possuem o radical 3-nitrila (Sulfas 01,02 e 04) onde
foram observadas uma modulacdo com reducdo da CIM da norfloxacina até o0 maximo de 16x,
indicando uma possivel inibi¢do da bomba de efluxo.

O composto com anel ciclohexano tornou a cepa SA-1199B (NorA) mais sensivel
(16x) a Sulfa 01, enquanto que outros compostos, ciclopenta e cicloheptano, como Sulfa
04(4x) e Sulfa 02(4x), respectivamente apresentam menor atividade moduladora. J& o
composto com anel ciclooctano, Sulfa 08, ndo apresentou nenhuma atividade.

As sulfas 03 e 06 (compostos ciclohexa e cicloheptano com grupo éster na posicéo 3),
apresentaram igual atividade moduladora de 2x. P6de-se observar também que a Sulfa 09
mesmo apresentando o anel de seis membros, a presenca do radical metil na posi¢cdo C-6 nao
contribui positivamente para a atividade modulatoria, reduzindo a atividade de 16x para o
derivado ciclohexila ndo substituido (sulfa 01) para 2x quanto a Sulfa 09.

Em relacdo as linhagens que codificam as proteinas de efluxo especificas, RN-4220
(MsrA) e 1S-58 (TetK), os compostos ndo modularam atividade para eritromicina nem para
tetraciclina.

De forma a se obter informagdes mais detalhadas e tentar justificar que de fato a
porcdo tiofénica apresenta acdo moduladora da atividade antibacteriana foram realizados
ensaios de atividade antimicrobiana para as porcdes separadas dos compostos, sendo estes o
5CN, 6CN e 7CN e o cloreto de 4- acetamidobenzeno-sulfonila, observamos que o MIC dos
compostos de partida (derivados tiofénicos SCN, 6CN e 7CN) foram de 128 ug/mL, enquando
o resultado da sulfonamida foi maior que 256 pug/mL, ndo apresentando atividade inibitoria
(Tabela 7).

Tabela 7 — Atividade antimicrobiana das moléculas antes da hibrididacao.

COMPOSTOS | MIC pg/mL

5CN 128 pg/mL
6CN 128pg/mL
7CN 128 pg/mL

SULFA >256 pg/mL
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Com a linhagem AS-1199B foi realizado o teste de atividade moduladora com
norfloxacina e brometo de etideo, onde foi verificado que o 5CN modulou em 2x para
norfloxacina, e 0 7CN modulou em 2x paara norfloxacina e 2x para o brometo de etideo
(Tabela 8).

Tabela 8 - Atividade moduladora com norfloxacina e brometo de etideo na linhagem SA-1199B (NorA)

COMPOSTOS | MIC (ug/mL e mM) | MIC (pg/mL e mM)
NORFLOXACINA BROMETO DE
ETIDEO
Norfloxacina 128 ug/mL e mM *
Brometo de * 32 pg/mL
etideo
S5CN 64 pg/mL (2x) 32 pg/mL
6CN 128ug/mL 32 pg/mL
7CN 64 pg/mL(2x) 16pg/mL(2x)
SULFA 128 pg/mL 32 pg/mL

Esses resultados demonstram que de fato a porcdo tiofénica apresenta atividade
moduladora da acao antibiotica, porém de baixa intensidade. As moléculas hibridas com atividade
mais pronunciada, demonstrram que as duas por¢des quando unidas de fato apresentam acgéo

sinérgica.
5.3 Estudos de Docking
O desenvolvimento na utilizacdo de utilizando programas de modelagem molecular e

suas aplicacOes na pesquisa constituem campo de estudo denominado planejamento de

farmacos auxiliado por computador (CADD — Computer Aided Drug Design ), que tem como
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expectativa a descoberta de moléculas promissoras, mais potentes e seletivas, considerando
propriedades tridimensionais especificas (SILVA, 2012) .

O CADD pode ser aplicado a qualquer molécula ativa cuja interagdo com um alvo
especifico seja postulado (receptor, enzima, proteinas), como é o caso das sulfonamidas, que
inibem a proteina diidropteroato-sintase. Sabe-se que no processo de discriminacdo das
moléculas de um farmaco no organismo, a biomacromolécula alvo reconhece a
micromolécula por meio de suas propriedades fisico-quimicas (eletronica, estereoquimica, e
lipofilica) que influenciam na interagdo com a molécula (SILVA, 2012).

Essa interacdo € medida através da Energia de Interagcdo, onde quanto mais baixa,
maior a probabilidade e com mais forca as moléculas irdo se ligar, ou seja, maior a
probabilidade da molécula apresentar agdo famacoldgica.

As sulfas sintetizadas, desenhadas sob a forma desacetilada apresentaram energia de
interacdo menor do que muitas drogas que ja sdo encontradas comercialmente, em especial a
Sulfa 2 (S2) com energia de ligagdo com -3,66 e a Sulfa 7 com -3,74 kcal/mol (Tabela 9).
Sant’Anna (2009) destaca que o  estabelecimento de interagdes intermoleculares ¢é
fundamental para que a molécula bioativa tenha seu efeito biolégico ou farmacoldgico. Estas

interacfes podem ser o principal determinante da a¢do da molécula bioativa.

Tabela 9 - Em destaque as moléculas com melhores resultados e os medicamentos ja encontrados
comercialmente.

Ligante Energia na interagao
com o alvo
diidropteroato sintase
(kcal/mol)
S1 -3,11
S2 -3,66
S3 -3,60
S4 -3,24
S6 -3,43
S7 -3,74
S8 -3,43
S9 1,53
S10 -1,02
PABA -3,05
Sulfadiazina -3,22
Sulfametoxina -3,44
Sulfamerazina -3,22
Sulfametoxazol -3,62
Sulfametoxipiridazina -3,45
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Na figura (Figura 17) Abaixo podemos observar o desenho em 3D do encaixe do
composto sintetizado (S2) com a enzima Dihidropteroato sintase com suas interacfes de

hidrogénio, em rosa os grupamentos doadores, e em verde 0S grupos receptores.

Acceptor

Figura 17 — Modelo tridimensional da estrutura terciaria da enzima DHPS e interacdo com seu potencial
inibidor.
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6. Conclustes

O emprego do ultrassom na etapa de sintese foi de grande valor, pois se mostrou um
método rapido e eficiente, tendo as reacGes duracdo maxima de 80 minutos, mostrando
também sua eficécia com os rendimentos, que alcancaram o maximo de 99% (S1).

Os compostos foram obtidos sob forma de cristais em elevado grau de pureza,
comprovado pelas estreitas faixas de fusdo (3°C a 5°C) e pela clareza dos espectros de RMN
'H, que foram aptos a confirmar as estruturas inicialmente propostas.

Os compostos sintetizados ndo apresentaram atividade antibacteriana relevante in
vitro, porém sdo possuidores de relevante atividade moduladora agindo como potenciais
inibidores do sistema de efluxo em S. aureus, em especial a Sulfa 01 que reduziu em 16 vezes
a quantidade necessaria do antibiotico para inibir o crescimento bacteriano (linhagem SA-
1199B (NorA), indicando que nossos produtos podem aumentar a atividade antibacteriana ou
mesmo reverter a resisténcia bacteriana, agindo como modificador da atividade antibidtica em
linhagens de Staphylococcus aureus portadoras de bombas de efluxo.

Foi comprovado durante os testes que as sulfonamidas ndo possuem atividade
inibidora de bomba de efluxo, sendo a porcdo tiofénica responséavel por tal acdo. Esse
resultado sugere que 0s novos compostos quando utilizados in vivo poderdo agir por dois
mecanismos de acdo distintos de forma sinérgica, caracterizando o sucesso da hibridizacao.

Estudos de docking feitos na enzima dihidropteroato sintase utilizando os derivados
hibridos sob sua forma desacetilada (amina livre) demonstram boa ligacéo dos ligantes com o
receptor (baixos valores de Energia), demonstrando grande potencial de ligagdo com o alvo
desejado.

Devido aos emergentes problemas relacionados a resisténcia bacteriana e a constante
busca por novos antimicrobianos, nossos resultados obtidos demonstram que derivados
hibridos como as Sulfas 01, 02 e 04 sdo possiveis candidatos a protétipos de antibiéticos, com
grande potencial de agir por um mecanismo de ag&o sinérgico.

Testes complementares de atividade in vivo, assim como novos ensaios in vitro,
utilizando os compostos na forma desprotegida (amina desacetilada) devem ser conduzidos
para comprovacao dessas hipdteses e avaliacdo mais aprofundada do potencial antimicrobiano

desses derivados hibridos.
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