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RESUMO

As infec¢des causadas por bactérias sdo umas das grandes preocupacdes dos
profissionais de salde, sendo frequentemente encontradas em unidades que
atendem pacientes mais suscetiveis a infeccao, como a pediatria, Unidades de
Terapia Intensiva (UTI), unidades oncoldgicas e unidades de transplantes. O
tratamento antibioticoterapico errbneo é um fator de contribuicdo de infeccées
gue mais se discute na atualidade, pois é responsavel pelo desenvolvimento de
resisténcia bacteriana. A resisténcia aos antibiéticos se desenvolve como uma
consequéncia natural da habilidade da populacdo bacteriana de se adaptar.
Esse trabalho teve como objetivo a sintese, caracterizacdo e avaliacdo
preliminar da atividade antibacteriana dos derivados fenilacrilatos. Foram
sintetizados dez derivados fenilacrilatos, por meio de reacdo de condensacéo
do tipo Knoevenagel entre diferentes aldeidos aromaticos substituidos e o 2-
cianoacetato de etila. Para a avaliacdo preliminar da atividade antibacteriana
dos derivados foram feitos os testes de microdiluigdo em caldo para
identificacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de cada um dos
derivados. Apenas o etil 2-ciano-3-(4-clorofenil) acrilato (AL-02) foi elucidado
pela técnica de RMN H e RMN 13C, onde foi observado um pico em 8,41 ppm,
correspondente ao grupo CH vinilico caracterizado na condensacdao. Nenhum
dos compostos testados apresentou atividade significativa para a cepa de
Escherichia coli ATCC, sendo ela caracterizada como uma cepa Gram
negativa. Ja para a cepa Staphylococcus aureus ATCC, caracterizada como
Gram positiva, os derivados etil 2-ciano-3-(4-clorofenil) acrilato (AL-02) e o etil
2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato (AL-09) apresentaram CIM de 256 pg/ml e
16 pg/ml, respectivamente. Para a cepa de S. aureus resistente a meticilina, o
AL-09 manteve sua atividade inibitéria, embora em maior concentracao,
apresentando uma CIM de 128 pg/ml. Para os demais compostos da série a
CIM se manteve igual a 512 pg/ml, com exce¢do ao composto AL-12 que
apresentou uma CIM maior que 1024 pg/ml. Esses resultados validam o
planejamento de novos candidatos a prototipos de farmacos antibacterianos.

PALAVRAS-CHAVES: Resisténcia antimicrobiana; Fenilacrilatos; Avaliacéo

antibacteriana; Microdiluicao, Prototipos.



ABSTRACT

Infections caused by bacteria is a larger preoccupation of health professionals,
and they are often found in units that serve patients more susceptible to
infection, such as pediatrics, intensive care units (ICUs), cancer units and
transplant units. The wrong antibiotics therapy is a contribution to infections
factor that is discussed present, it is responsible for the development of
bacterial resistance. Antibiotic resistance develops as a natural consequence of
the ability of the bacterial population to adapt. This study has as objective to the
synthesis, characterization and preliminary evaluation of the antibacterial
activity of phenyl acrylates derivatives. Ten phenyl acrylates derivatives were
synthesized through the Knoevenagel type condensation reaction between the
aromatic aldehydes and 2-substituted ethyl cyanoacetate. For preliminary
evaluation of the antibacterial activity of the derivatives, were made broth
microdilution tests to identify the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of
each of the derivatives. Only the Ethyl 2-cyano-3- (4-chlorophenyl) acrylate (AL-
02) was elucidated by NMR *H and 13C technique, where a peak was observed
at 841 ppm, corresponding to the vinyl group -CH characterized in
condensation. None of the compounds tested showed significant activity to
Escherichia coli ATCC strain, it is characterized as a Gram negative strain. For
Staphylococcus aureus ATCC strain characterized as Gram positive,
derivatives ethyl 2-cyano-3- (4-chlorophenyl) acrylate (AL-02) and ethyl 2-
cyano-3- (2,6-dichlorophenyl) acrylate (AL-09) showed a MIC of 256 ug/ml and
16 pg/ml, respectively. For the strain of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus, AL-09 maintained its inhibitory activity, although at higher
concentrations, presenting a MIC 128 ug/ml. For the other compounds in the
series the MIC remained equal to 512 mg / ml, except for the AL-12 compound
that showed the MIC was of 1024 ug/ml. These results validate the design of
new candidates for antibacterial drugs prototypes.

KEYWORDS: antimicrobial resistance; Phenyl acrylates; antibacterial

evaluation; Microdilution, Prototypes.
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1. INTRODUCAO

No decorrer das Ultimas décadas, o desenvolvimento de farmacos
eficientes no combate a infeccBes bacterianas revolucionou o tratamento
médico, ocasionando a reducdo drastica da mortalidade causada por doencas
microbianas. Por outro lado, a disseminacdo do uso de antibiéticos
lamentavelmente fez com que as bactérias também desenvolvessem defesas
relativas aos agentes antibacterianos, com o0 consequente aparecimento de
resisténcia (RANG, RITTER & DALE, 2001; VARALDO, 2002).

A resisténcia ndo é um fenémeno novo. No inicio foi reconhecida como
uma curiosidade cientifica, mas logo se tornou uma ameaca a eficacia do
tratamento. O desenvolvimento de novas familias de antimicrobianos nas
décadas de 50 e 60 e as modificacdes dessas moléculas nas décadas de 60 e
80 induziu uma falsa impressédo de que seria possivel estar diante dos agentes
patogénicos. Entretanto, a geracao de novos antibiéticos esta diminuindo e sao
poucos 0s incentivos para producdo de novos medicamentos que permitam
combater o problema da farmacorresisténcia, conforme descrito pela OMS
(OMS, 2001).

O desenvolvimento da resisténcia €, de fato, algo muito preocupante
uma vez que existem cepas resistentes a quase todos os agentes conhecidos
atualmente e, neste sentido, ha uma forte necessidade de se produzir novas
substancias que nao s6 tenham bom espectro de atividade, mas que possuam
novos mecanismos de acédo (NISHAMINY, 2006).

Na busca de novos antimicrobianos que sejam eficazes no tratamento
de infeccbes causadas por bactérias multirresistentes, leva-se em
consideracdo a descoberta de novos alvos e a potencializacdo da atividade de
compostos com atividade antimicrobiana conhecida (FERNANDES et al.,
1999). Dos farmacos introduzidos na terapéutica, apesar de nao utilizar a
bases moleculares das doencas como suporte para o planejamento de novos
farmacos, entre uma das proficuas técnicas estd a modificacdo molecular.
Além disso, vale ressaltar que este tipo de metodologia se mostra claramente
mais vantajosa tanto em termos de investimentos como em relacdo ao tempo

de execucdo, ja que a descoberta de um farmaco completamente novo chega a
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custar, em média, cerca de quinhentos milhées de dolares e pode levar até
guinze anos de estudos desde a sua concepc¢ao até o inicio dos testes clinicos
(BARREIRO &FRAGA, 2008; WERMUTH, 2008; HANSCH, LEO, 1995;
REZENDE et al., 2002; MASUNARI, REZENDE, TAVARES, 2004).

O combate a resisténcia bacteriana deve ser abordado sob varios
aspectos. Desde o entendimento dos processos relacionados a acdo dos
antibiéticos, até a sintese e avaliagdo farmacolégica de novos agentes
antimicrobianos mais potentes e sua posterior aplicacao terapéutica, que deve
ser de forma racional. Além disso, se faz necesséario a adequacdo de normas
para controle de infeccdes hospitalares, destacando que estes diferentes niveis
de acBGes devem ser continuos e interligados (SILVEIRA et al., 2006)

Sendo assim, diante do aumento dos casos de resisténcia bacteriana
temos um aumento da necessidade de desenvolvimento de novos farmacos e
novas classes de antibioticos, tanto para infeccdes adquiridas em hospitais
guanto na comunidade. A partir disso, este trabalho visou a sintese e avaliacédo
antibacteriana de uma série de derivados fenilacrilatos. Os quais foram
submetidos a avaliagdo antibacteriana por testes em microdiluicdo em caldo
Mueller Hinton através da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de cada

molécula sobre as estirpes em analise.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Sintetizar derivados fenilacrilados, através de reacdo de condensacéo e
realizar avaliacdo preliminar da atividade antibacteriana desses compostos,
pela técnica de microdiluicdo em caldo, frente a estirpes pré-selecionadas.

2.2. Objetivos Especificos

e Sintetizar derivados de fenilacrilatos;

e Caracterizar fisico-quimicamente os compostos;

e Avaliar de forma preliminar a atividade antimicrobiana in vitro das
moléculas sintéticas em seu estado puro frente as cepas bacterianas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e
Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina;

e Identificar as concentracdes inibitérias minimas (CIMs) de cada molécula

testada.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Bactérias Patogénicas.

De acordo com a OMS, em 2007 aproximadamente 1,4 milhdes de
pessoas sofreram com infeccdo hospitalar, o que torna a utilizacdo de
antibioticos crucial para o tratamento destas (FADLI et al, 2012).

Dentre 0s microrganismos que provocam as infecgcdes oportunistas
estdo as bactérias e os fungos, sendo que a maior preocupacdo da OMS em
relacdo a estas infeccbes é o fato de que sdo provocadas por cepas
resistentes. Estas sdo mais virulentas e ndo se enquadram no espectro de
medicamentos atuais. De acordo com essa organizacdo estas infeccOes
causam 25% de mortes em todo o mundo e 45% nos paises menos
desenvolvidos (WANNMACHER, 2004).

As bactérias sédo organismos unicelulares. Como possuem nucleo
envolto por uma membrana, as células sdo descritas como procariéticas. As
trés formas basicas de bactérias sdo os bacilos, os cocos e os espirilos.
Dividem-se por fissdo binaria e muitas delas possuem flagelos. As bactérias
podem utilizar uma grande variedade de substancias quimicas para a sua
nutricdo (TORTORA et al., 2010).

A parede celular circunda a membrana plasmatica e protege a célula das
alteracdes na pressdo de agua. Consiste de peptideoglicano, um polimero
composto de NAG e NAM e cadeias curtas de aminoacidos. A penicilina
interfere com a sintese de peptideoglicano. Divide-se em parede celular Gram
positivas, que é composta por muitas camadas de peptideoglicanos e também
contém Aacidos teicoicos e lipoteicoicos, e Gram negativas, que possuem uma
membrana externa de lipoproteina lipopolissacarideo-fosfolipideo, circundando
uma fina camada de peptideoglicano. A membrana externa protege a célula da
fagocitose e da penicilina, lisozima e de outras substancias quimicas. O
componente lipopolissacaridico da membrana externa consiste de acgucares
(polissacarideos O) que atuam como antigenos e de lipideo A, que é uma
endotoxina (TORTORA et al., 2010).
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As infecgdes por microrganismos Gram negativos Sao menos
frequentes, mas apresentam maior mortalidade quando comparadas aos Gram
positivos. Dentre estes as espécies mais relevantes destacam-se: Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Alguns fungos em
especial os leveduriformes também podem estar associados a esse processo
(OPLUSTIL et al., 2010).

3.1.1 Staphylococcus aureus.

O Staphylococcus aureus € uma bactéria esférica, do grupo dos cocos
Gram positivos, frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais de
pessoas saudaveis. Entretanto, pode provocar doencas, que vao desde uma
simples infeccdo como: espinhas, furinculos e celulites, até infeccbes graves
tais como, uma pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque
toxico, septicemia e outras (SANTOS et al., 2007).

A caracteristica isolada mais importante para classificar o género
Staphylococcus € determinada pela prova da coagulase (KONEMAN et al.,
2001), que avalia a capacidade de producdo da enzima. Bactérias que
produzem a coagulase sé&o capazes de promover uma reacao de coagulacao,
aglutinando o plasma humano ou de coelho. S. aureus sao coagulase positivos
(DEVRIESE et al., 2005).

S. aureus possui varios fatores de viruléncia que podem contribuir para
sua capacidade de produzir doenca. Entretanto, essas propriedades e
genotipicidade ndo sdo constantes em todas as cepas de S. aureus. Os
principais fatores de viruléncia sdo cépsula, peptideoglicano, acidos teicoicos,
proteina A, adesinas, hemolisinas, enzimas, toxinas extracelulares e
leucocidinas (KONEMAN et al., 2001).

A distribuicdo de S. aureus é muito ampla, visto que essa bactéria é
significativamente capaz de resistir a dessecacdo e ao frio, podendo
permanecer viavel por longos periodos em particulas de poeira. Esse
microrganismo pode ser encontrado no ambiente de circulacdo do ser humano,

sendo o préprio homem seu principal reservatorio, além de estar presente em
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diversas partes do corpo, como fossas nasais, garganta, intestinos e pele.
Desses sitios anatbmicos, as narinas possuem o0 maior indice de colonizacao,
cuja prevaléncia é de cerca de 40% na populacdo adulta, podendo ser ainda
maior dentro de hospitais (BANNERMAN, 2003; CARVALHO et al, 2005;
CAVALCANTI et al, 2005).

3.1.2 Escherichia coli.

Escherichia coli € um bastonete Gram negativo, anaerobio facultativo,
moével ou imével. E um importante comensal da microbiota intestinal dos
mamiferos saudaveis, coexistindo sem causar danos ao hospedeiro (NATARO
E KAPER, 1998; WU et al., 2008). Sua parede celular € composta por uma
camada de lipopolissacarideos (LPS), a qual é formada por trés camadas: uma
interna, hidrofébica, composta do lipideo A (nucleo lipopolissacarideo), uma
média composta de oligossacarideos e uma externa composta de
polissacarideos hidrofilicos, onde se localizam os antigenos O e K (HOGAN &
SMITH, 2003). Baseada nas diferencas antigénicas das estruturas do antigeno-
O, antigeno-K (capsular) e antigeno-H (flagelar), as cepas de E. colii podem ser
divididas em sorotipos ou sorovares O; H; K (LEHTOLAINEN et al., 2003),
sendo conhecidos mais de 700 tipos antigénicos (BURVENICH et al., 2007).

No entanto, ao adquirirem e expressarem uma combinacdo de
elementos genéticos moveis, tais como plasmideos, transposons e ilhas de
patogenicidade, além de bacteri6fagos, torna-se um patdgeno altamente
adaptado, capaz de causar uma variedade de doencas, desde gastroenterites a
infecgcBes extras intestinais como as do trato urinério, septicemia e infec¢des do
sistema nervoso central (PIZARRO-CERDA E COSSART, 2006; CROXEN E
FINLAY, 2010).
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3.2 Resisténcia Bacteriana.

O conhecimento do fenébmeno da resisténcia a agentes fisicos e
guimicos entre os microrganismos data do inicio da era microbiana. Com a
introducdo das primeiras substancias quimicas com finalidade quimioterapica
especifica, Ehrlich e seus colaboradores Franke e Roehl, em 1905,
descobriram o fendmeno da resisténcia as drogas, ao observarem que em
culturas de tripanossomas africanos tratados com arsénico ou com
determinados corantes havia a sobrevivéncia de alguns exemplares da mesma
populagdo microbiana (TAVARES, 2000).

Dentre os microrganismos que sofreram grandes modificagdes na
sensibilidade aos antimicrobianos com o correr dos anos, destacam-se o0
género de Staphylococcus, as enterobactérias, a Pseudomonas aeruginosa, o
Acinetobacter baumannii e, mais recentemente, os hemdfilos, Gonococcos,
Enterococcos e Pneumococcos (TAVARES, 2000).

Segundo a WHO (2014) a Resisténcia Antimicrobiana (RAM) se
desenvolve quando um microrganismo ndo responde mais a uma droga para o
qual foi originalmente sensivel. O problema € tdo grave que ameaca as
conquistas da medicina moderna. Infecg6es comuns e até entdo trataveis estao
levando ao Obito a era pds-antibiotica € possibilidade real para o século 21.

A resisténcia das bactérias aos antimicrobianos esta ligada a genética,
pois estes microrganismos possuem genes que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a acdo dessas drogas. Esta resisténcia
pode ser originada através de mutacdes, transferéncias de genes causados por
determinada resisténcia presente no microrganismo, ou em alguns o
mecanismo de resisténcia € natural (TAVARES, 2000).

A resisténcia do S. aureus aos antimicrobianos € denominada pela
aquisicdo de genes de resisténcia de outras bactérias da mesma espécie ou
eventualmente, de outras espécies e/ou por mutacdes em seus genes. A
resisténcia por mutacdo ocorre devido a uma alteracdo no sitio de acdo do
antibiético, enquanto a resisténcia por obtencdo de genes de resisténcia
frequentemente envolve inativacdo ou destruicdo dos antibitticos. A resisténcia

a penicilina é conferida pela producdo de enzimas, as B-lactamases, capazes
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de inativar essas drogas. J4 a resisténcia a meticilina € concedida por um
gene, o0 mecA, que codifica uma proteina que se liga a penicilina com baixa
afinidade pelo antimicrobiano (TRABULSI, 2005).

Nesse sentido, a resisténcia bacteriana tornou-se questdo de saude
publica, pois se constitui em ameaca crescente no tratamento de doencas
infecciosas por micro-organismos multirresistentes, como S. aureus resistente
a meticilina (MRSA), Enterococcus spp. resistente a vancomicina e bacilos
Gram negativos resistentes a trés ou mais familias de antimicrobianos em
ambientes hospitalares e da comunidade. As infec¢cbes causadas por
microrganismos resistentes estdo associadas ao tempo de permanéncia
hospitalar, cuidados em terapia intensiva, elevados custos e progndéstico
desfavoravel (BUITRAGO et al, 2014).

3.2.1 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).

BN

Em 1961 foi documentado o primeiro caso de S. aureus resistente a
meticilina, um B-lactamico resistente a acdo das B-lactamases e, a partir dai
essa cepa se tornou um problema clinico e epidemioldgico mundial (MERLINO
et al, 1996).

Figura 1: Estrutura molecular da meticilina.
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Fonte: Arquivo pessoal.

O Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é o
microrganismo mais frequentemente isolado em infec¢cdes nosocomiais em

todo o mundo com importante mortalidade e peso econémico para o sistema de
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saude. A situacdo tem-se agravado nos ultimos anos pelo aparecimento de
surtos comunitarios de MRSA adquiridos em comunidade (CA-MRSA) e por
estirpes com resisténcia intermediaria (VISA) ou total a vancomicina (VRSA)
(MENDES, 2010).

Estudos realizados em pacientes com infecgdo na corrente sanguinea
mostraram que S. aureus foi a bactéria predominante em 118 episddios e
destes, 66 eram resistentes a meticilina (GUILARDE et al., 2007).

Klevens et al (2007) mostrou que as mortes por infec¢cdes por MRSA nos
Estados Unidos da América (EUA) ofuscaram os de muitas outras doencas
infecciosas, incluindo o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Com base nos dados de varias grandes
areas metropolitanas nos EUA, estes investigadores estimam que MRSA
causou 94.000 infeccdes e mais de 18.000 mortes nos EUA em 2005.

3.3 Tratamentos das infec¢gdes bacterianas.

Entre os anos 1940-1960 vérios antibiéticos foram descobertos através
de triagens de produtos naturais microbianos, sendo a maioria deles eficazes
para o tratamento de bactérias Gram positivas: B-lactamicos (cefalosporina),
aminoglicosideos (estreptomicina), tetraciclinas (clortetraciclina), macrolideos
(eritromicina), peptideos (vancomicina) e outros (cloranfenicol, rifamicina B,
clindamicina e polimixina B). Neste periodo apenas trés derivados sintéticos
foram introduzidos no mercado: isoniazida, trimetropim e metronidazol
(FERNANDES, 2006).

Segundo Fernandes (2006) entre os anos 1960-1980 foram introduzidos
no mercado antibidticos semissintéticos eficazes para o tratamento de
patdgenos Gram positivos e Gram negativos, analogos aos antibidticos naturais
ja existentes. A maioria deles foi obtida a partir de prototipos naturais
microbianos, como derivados pB-lactamicos (analogos de penicilina e
cefalosporina, acido clavulanico, aztreonam), andlogos da tetraciclina e

derivados aminoglicosidicos (gentamicina, tobramicina, amicacina).
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Entre os anos 1980-2000 as principais ferramentas utilizadas para a
busca de novos antibidticos foram a gendémica e as triagens de cole¢cbes de
compostos, em vez das triagens de produtos naturais microbianos. Porém,
houve uma reducgdo dramatica na identificacdo de novos protétipos antibioticos,
ao mesmo tempo em que ocorreu um aumento na incidéncia de resisténcia
bacteriana. Este periodo € marcado pela modificacdo do mercado de
antibiéticos pela introducdo da classe das fluoroquinolonas sintéticas na
metade dos anos 1980, desenvolvidas a partir do acido nalidixico. Alguns
antibioticos baseados em protétipos naturais, como imipenem (derivado [-
lactdmico) e analogos da eritromicina (derivado macrolideo) também foram
introduzidos neste periodo (FERNANDES, 2006).

A partir de 2000, poucos antibiéticos foram introduzidos para a
terapéutica antimicrobiana. Em 2001, apenas um antibiético de origem sintética
da classe das oxazolidinonas foi introduzido no mercado farmacéutico, a
linezolida (FERNANDES, 2006). Na figura 2 estdo apresentados o

desenvolvimento dos antibiéticos.

Figura 2: Desenvolvimento de novos antibacterianos.

1983-1987  1988-1992  1993-1997  1998-2002  2003-2007

Novos antibacterianos aprovados nos EUA entre 1883 e 2007
Boucher, HW. Clin Infect Dis 2009;48:1

Fonte: BOUCHAR et al., 2009.

Os antimicrobianos sdo farmacos com a propriedade de suprimir o

crescimento dos patégenos ou destrui-los e cuja utilizacdo na pratica clinica
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modificou o curso natural, além de melhorar o progndstico das doencas
infecciosas. Eles podem ser utilizados de forma profilatica e terapéutica, porém,
seu emprego crescente e indiscriminado é o principal fator relacionado com a
emergéncia de cepas microbianas resistentes. O uso adequado e inadequado,
tanto profilatico quanto empirico, doses subterapéuticas e duracéo prolongada,
bem como a indicacao para febre de origem obscura sem diagnostico definido
e infeccdes virais, sdo equivocos comuns que resultam em selecao bacteriana
e aumento da resisténcia bacteriana (CARNEIRO et al, 2011).

A acgdo dos antimicrobianos é focada em cinco principais mecanismos
biologicos: biossintese da coenzima folato, biossintese da parede celular,
membrana citoplasmatica, biossintese de proteina e replicacdo e reparo de
DNA (WALSH, 2003). Na Figura 3 estdo listados os principais mecanismos de

acao dos antimicrobianos.

Figura 3: Mecanismos de ac&o dos antimicrobianos.
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Norfloxacin
Novobiodin
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Metabolismo do
acido félico

Trimetropim
Sulfonamidas

Parede Celular
PABA

Membrana Citoplasm.
Polimixinas

Sintese Protéica
(tRNA)

Puromicina

Fonte: MADIGAN et al.,2010.

A escolha do antimicrobiano deve ser baseada em caracteristicas do

agente etioldgico e no mecanismo de acdo do medicamento, uma vez que Sao



25

formulados para agir especificamente em determinado alvo e que existem
diferencas estruturais e metabdlicas entre os microrganismos. Um bom
exemplo € a classificacdo dos microrganismos em Gram positivo ou Gram
negativo que é baseada na estrutura de sua parede celular e que é de
fundamental importancia na escolha do antibacteriano, onde drogas que
tenham baixa lipossolubilidade ndo conseguem atravessar a parede celular de
microrganismos Gram negativo. Na Figura 4 pode ser vista a diferenca entre a
parede celular das bactérias Gram positivas e Gram negativas. Outro exemplo
€ o tipo de membrana externa, que pode ser compacta em alguns
microrganismos e em outros nao, dificultando a penetracdo dos antibacterianos
(CHAMBERS E SANDE, 1996a; RANG et al., 1997).

Figura 4: Permeacéo da parede celular Gram negativo e Gram positivo por -

lactamicos.

Gram negativo Gram positivo

? [i-lactdmico f-lactamico
k-

Fonte: SOUSA,2006.

3.4 Necessidade de novos agentes antibacterianos.

Diversas razdes justificam a necessidade urgente por novos agentes
antibacterianos, entre elas destacam-se: (1) as doencas infecciosas, que sao a

segunda maior causa de mortalidade do mundo; (2) as altas taxas de
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resisténcia microbiana, especialmente em ambientes hospitalares; (3) o
decréscimo constante observado no numero total de novos agentes
antimicrobianos aprovados pela FDA; (4) a necessidade de agentes que atuem
por mecanismos de acdo diferentes dos farmacos em uso (BOUCHER et al.,
2009; IDSA, 2001).

O grande desafio destas pesquisas é que o desenvolvimento de novos
farmacos no combate as infeccbes ndo segue a mesma velocidade de
surgimento de resisténcia microbiana, pois a descoberta de um farmaco para
tal finalidade pode levar cerca de uma década ou mais, enquanto que o0
desenvolvimento de resisténcia pode levar cerca de 7 a 8 anos, sendo
necessario entao, investimentos de pesquisa, desenvolvimento e inovacao (P,
D & I) nessa area (BOUCHER et al., 2009; GILBERT et al., 2010).

3.5 Desenvolvimentos de farmacos.

O continuo desenvolvimento e o aumento de bactérias resistentes
representam uma ameaca para a utilidade clinica, o que conduz a uma
necessidade urgente de novos compostos. Infelizmente, embora a resisténcia
aos antibidticos tenha aumentado, o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos tem diminuido drasticamente ao longo dos ultimos 30 anos.
Tais demandas levaram a OMS a reconhecer a Resisténcia Antimicrobiana
(RAM) como uma crise de saude publica global (BASSETTI et al 2013; CHANG
et al, 2013; WHO, 2012).

A busca por substancias com atividades antimicrobianas € uma
necessidade permanente em vista do surgimento de cepas patogénicas
resistentes e do aumento das doencas degenerativas. As infecgcOes podem ser
classificadas em trés tipos: | - emergentes e reemergentes, que corresponde a
doencas novas ou modificadas que estdo aumentando ou possuem potencial
para aumentar no futuro préximo. Il — oportunistas, quando acometem pessoas
com sistema imunolégico deprimido. Ill - hospitalares ou nosocomiais, quando
ocorre em ambiente hospitalar (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).
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Segundo Cachiba et al. (2012), a pesquisa por novos antimicrobianos
constitui uma das estratégias para evitar o insucesso nos tratamentos anti-
infecciosos, causado pela emergéncia dos microrganismos resistentes.

O primeiro passo para o desenvolvimento de um farmaco é a
identificacdo de um alvo terapéutico, seguido do respectivo ensaio
experimental que permita identificar moléculas com possivel acdo no alvo
escolhido. O ensaio experimental consiste na avaliagédo do efeito de milhares
de moléculas sobre a plataforma terapéutica selecionada. Com o
desenvolvimento tecnolégico diversas técnicas tém sido desenvolvidas para
acelerar a triagem farmacolégica do desenvolvimento de farmacos. Dentre as
técnicas mais recentes podemos destacar automatizada em alta escala (HTS,
High-throughput screening), que propicia a avaliagdo biolégica in vitro de
milhares ou até mesmo milh8es de compostos contra uma proteina alvo ou
sistema celular definido (FERREIRA, GLAUCIUS, ANDRICOPULO, 2011,
ANVISA, 2012).

Um farmaco pode ser considerado um protétipo, desta abordagem pode
surgir uma cOpia terapéutica (farmacos me-too) ou uma inovacao. As copias
resultam de modificacbes na estrutura do farmaco visando melhorar algum
parametro, seja poténcia, seletividade ou toxicidade, objetivando a mesma
aplicacdo terapéutica do protétipo. Para que haja inovacdo deve-se alterar o
perfil farmacodinamico do farmaco original através de mudancas estruturais. A
base desta estratégia é o fato de que os farmacos se ligam em mais de um
receptor (conhecidos ou néo) e a hipdtese de que o universo de padrées
estruturais quimicos que possam ser administrados com seguranca é limitado
(BEER et al. 1972).

Uma estratégia eficaz e muito empregada nesta busca consiste na
modificacdo molecular de agentes antimicrobianos pré-existentes. Esse
processo consiste na modificacdo quimica de um composto matriz que possui
estrutura quimica e atividades biolégicas bem conhecidas, mantendo seu grupo
farmacoforico, para se obter compostos analogos ou homélogos, sem que haja
perda das propriedades do composto matriz (MONTANARI, 1995), ou seja,
como a resisténcia consiste no reconhecimento da estrutura do farmaco pelos
microrganismos, realizar uma substituicdo ou adicdo de algum grupamento

guimico em um antibiético j& existente, pode garantir que esse medicamento
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ndo seja mais reconhecido, restaurando e potencializando seu efeito
(MADINGAN et al., 2010).

Dentre as diversas ferramentas para o planejamento, desenho e
modificagdo molecular que a Quimica Medicinal dispde para a descoberta de
novos protétipos candidatos a farmacos, tém-se a hibridacdo molecular e o
bioisosterismo (BARREIRO & FRAGA 2008).

A hibridagdo molecular baseia-se no reconhecimento de subunidades
farmacoforicas na estrutura molecular de duas ou mais substancias bioativas
das quais, através da adequada combinacdo destas subunidades estruturais,
constréi-se um novo arcabouco molecular hibrido. Espera-se que esta nova
estrutura apresente as caracteristicas farmacologicas selecionadas das
substancias originais (VIEGAS-JUNIOR et al. 2007).

O termo bioisosterismo pode ser definido como compostos ou
subunidades estruturais de derivados bioativos que apresentam volumes
moleculares, formas, distribuicdes eletronicas ou propriedades fisico-quimicas
semelhantes, capazes de apresentar propriedades bioldgicas similares,
mantendo seus efeitos agonistas e seus efeitos antagbnicos (CIAPETTI;
GIELTHEN, 2015; BARREIRO & FRAGA, 2015).

No planejamento de novos antibacterianos inibidores de B-lactamase, o
bioisosterismo tem sido recentemente utilizado no grupo farmacoforico dos -
lactamicos. A substituicdo desse anel por derivados contendo acido borénico
(Figura 5) gerou compostos com reatividade similar perante a enzima alvo,
sendo ainda, compostos sinteticamente mais vantajosos em comparacado aos

inibidores presentes atualmente na clinica (CASELI et al., 2015).

Figura 5: Esqueleto geral dos bioisosteros inibidores de S-lactamase.
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Os principios do bioisosterismo sdo amplamente utilizados na estratégia
de modificacdo molecular de compostos com atividades biolégicas previamente
bem estudadas, com o intuito de obter moléculas com maior poténcia e menos
efeitos colaterais. E um processo muito utilizado na concepgdo de antagonistas
metabodlicos de emprego geral em quimioterapia. Representa, deste modo,
abordagem eficaz para o planejamento de novos farmacos (LIMA, BARREIRO,
2005; CIAPETTI, GIELTHLEN, 2015; BARREIRO & FRAGA, 2015). Baseado
nesses conceitos e na ideia de fragmentos privilegiados, derivados ésteres de
fenilacrilatos tem sido utilizado como novos esqueletos carbdnicos na busca

por novas entidades quimicas mais eficazes e seguras.
3.6 Esteres.

Os ésteres sao uma funcdo organica que possuem atomos de oxigénio
entre as cadeias carbdnicas (Figura 6). Porém, diferem-se dos éteres por
possuirem um grupo carbonilo (CO) também entre os carbonos. Assim, a
molécula estruturada por: radical — carbonilo — oxigénio — radical (COSTA et al.,
2004).

Figura 6: Esqueleto funcional dos ésteres.

O

R C O R’

Fonte: Arquivo pessoal.

Os ésteres sdo compostos de baixa polaridade e com ponto de ebuligcdo
menor do que os acidos carboxilicos de peso molecular semelhante. Podem
ser sintetizados através de reacdo entre um anion carboxilato e um haleto de
alquila ou ainda pela reacéo de esterificacao de Fischer (Esquema 1), a qual se
tem dado maior énfase devido a viabilidade de aplicacdo industrial para sintese
de flavorizantes (COSTA et al., 2004).
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Esquema 1: Reacédo de esterificacdo de Fischer.
') O

e C/ . oH R Esterificacao e C// N
N R —
OH Hidrolise \
O——R

Fonte: Arquivo pessoal.

Os ésteres sdo derivados dos &cidos carboxilicos e podem ser
preparados através da reacao de alcoois com acidos, cloretos de acido ou
anidridos na presenca de catalisador. A reacdo de acidos com alcoois é uma
reacdo de equilibrio. No sentido direto conduz a formacdo de ésteres e no
sentido inverso leva a hidrélise dos mesmos. Para deslocar a reacdo no sentido
da formacdo do éster pode utilizar-se um excesso de um dos reagentes ou
remover um dos produtos a medida que a reacdo decorre (CAVALCANTE et al,
2015).

3.6.1.Derivados ésteres de fenilacrilatos.

Os ésteres de fenilacrilatos sao derivados formados através da reacao
de condensacdo de Knoevenagel, reagindo um aldeido aromético e o 2-
cianoacetato de etila, na presenca de bases organicas como catalisadores
(COPE et al., 1941). Apesar de importantes intermediarios em sintese, ainda
séo poucos conhecidos quanto as suas propriedades bioldgicas.

A reagcdo de condensacao, representa uma classe de reagdes muito
importantes na sintese de compostos intermediarios. Moléculas complexas e
contendo grupos funcionais especificos podem ser formadas através da
condensacdo de duas ou mais moléculas simples. Dentro dessa classe, a
condensacao de Knoevenagel tem sido muito utilizada comercialmente para
preparacdo de intermediarios para a quimica fina e como reacdo modelo para
caracterizacdo da basicidade de catalisadores solidos. Esta reacdo ocorre
entre um composto carbonilico (aldeidos ou cetonas) e moléculas contendo

grupos metilénicos ativados. Uma importante vantagem desta reacdo em fase

H,O
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liguida é a possibilidade do uso de reagentes com carater basico diferenciado.
Convencionalmente, esta reacdo é catalisada por bases fracas, tal como
aminas, em meio homogéneo (VELOSO et al, 2001; WEITKAMP et al, 2001).
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4. METODOLOGIA

4.1 Sintese dos compostos.

A série dos 10 derivados fenilacrilatos foram sintetizadas através de uma
reacdo de condensacédo do tipo Knoevenagel entre o aldeido aromatico e o 2-
cianoacetato de etila em equivaléncia molar de 1:1. Conforme ilustra o

Esquema 2.

Esquema 2: Reagdo de condensacéo de 2-cianoacetato de etila com diferentes

aldeidos.
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01- R=Benzaldeido (75,77%) 10- R= 2,4-dicloro benzaldeido (71,02%)
02- R= 4-Cloro benzaldeido (100%) 12- R= 4 (1-piridinil) benzaldeido (88,66 %)
03- R= 4-Fldor benzaldeido (86%) 13- R= 4 (2-piperidil) benzaldeido (66,55%)
06-R=4-Dimetilamina benzaldeido (83,54%) 14- R= 4- Nitro benzaldeido (20,28 %)
09- R= 2,6-dicloro benzaldeido (76,44 %) 15- R= 4-Metoxi benzaldeido (71,63%)

4.1.1 Procedimento Geral para obtencdo dos derivados

fenilacrilatos.

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se o aldéido aromatico
substituido e o 2-cianoacetato de eitla em equivalentes molares, na presenca

da morfolina (6 gotas) como catalisador e etanol como solvente. A mistura
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reacional foi mantida em agitacdo mecanica e aquecida a uma temperatura de

70 °C, por aproximadamente 24 h.

As reagOes foram acompanhadas por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) em sistema 7:3 (n-hexano/acetato de etila) e 8:2 (n-
hexano/acetato), a placa cromatogréafica foi visualizada em camara de ultra-
violeta, até a observacdo da auséncia dos produtos de partida, indicando que
0s mesmos foram consumidos totalmente e observando a formacg&o do produto
principal. Apds a finalizacdo das reacdes, esperou-se o resfriamento das
mesmas e em seguida filtrou e lavou com etanol puro, deixando-as secarem
em temperatura ambiente até obtencdo de um pd completamente seco e por
fim foram pesadas em balanca de precisdo, calculadas o rendimento de cada

uma e fez-se uma nova CCD para avaliar o grau de pureza das mesmas.

4.1.2 Elucidacéo Estrutural.

Devido a simplicidade da reacdo realizada e visando verificar a
comprovacdo dos compostos propostos, foi realizado uma ressonancia
magnética nuclear de H e 13C do composto AL-02, utilizando um equipamento
Brucker Avance spectrometer (AC-500) em DMSO deuterado. Para o 1C foi
realizado a técnica de DEPT-Q onde podemos diferenciar os carbonos
primarios e terciarios (picos para cima) dos carbonos secundarios e

guaternarios (picos para baixo) no espectro.

4.1.3 Avaliagcdo da atividade antibacteriana dos derivados

fenilacrilatos.

Os testes foram realizados empregando a técnica de microdiluicdo
proposta pelo CLSI, segundo as normas do protocolo NCCLS-MO7-A9(CLSI,
2012) para as bactérias.
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Para avaliacdo de atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas de
Staphylococcus aureus MRSA devidamente identificada quanto ao seu perfil de
resisténcia através de normas padronizadas pelo documento M100-S25 do
CLSI, 2015. Para o controle, foram utilizadas as cepas de referéncia ATCC,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922.

As estirpes foram previamente reativadas em caldo BHI (HIMEDIA,
india) e incubados em estufa bacteriolégica por 24 horas a 35 + 2°C até serem

utilizados nos testes.

Para o controle positivo foi utilizado o antibiético amicacina {6-O-(3-
amino-3-desoxi-a-D-glucopiranosil)-4-O-(6-amino-6-desoxi-a-D-glucopiranosil)-
N-[(2S)-4-amino-2-hidroxibutanoil]-2-desoxi-D-estreptamina}. Este antibittico &
de amplo espectro, sendo eficaz no tratamento de infec¢cdes causadas por

bactérias Gram negativas e Gram positivas.

4.1.4 Padronizagao da suspenséo bacteriana.

ApoOs o periodo de incubacéo, foram selecionadas 4 a 5 col6nias e
transferidas para um tubo contendo 10 ml de solucédo salina estéril (0,9%),
seguido de homogeneizacdo. A turbidez dessa suspensdo foi ajustada de
modo a ser semelhante a escala de solucdo padrao de 0,5 de McFarland,
correspondente a 1 a 2x10® UFC/ml. Em seguida foi feito uma diluicdo 1:10 em

caldo Muller Hinton para atingir a concentra¢éo de 10* UFC/m.

O inoculo padrao foi ajustado em espectrofotdmetro (Biospectro SP22®)
em comprimento de onda de 625 nm, para que a solugédo atingisse uma
variacdo de absorbancia de 0,080 — 0,100 %, correspondente ao grau de

turvacao 0,5 da escala McFarland.
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4.1.5 Preparo das solucdes a serem testadas.

Para a solucdo dos compostos da série AL pesou-se 5,12 mg do pé
sintético da molécula do derivado fenilacrilato e solubilizou em 2 ml de DMSO
99,9% (Dimetilsulfoxido). As moléculas dos derivados, por ndo serem muito
lipofilicas, conseguem solubilizarem completamente em DMSO, que é um
solvente polar. A partir desta solugao inicial se prepararam outras duas
solugcdes a fim de diminuir a concentracdo do DMSO, pois 0 mesmo é
altamente tOxico para 0s microrganismos em concentracdo 99,9%. No final,
obtivemos uma solucédo a 1024 ug/ml que foi utilizada para se fazer os testes

nos microrganismos em analise.

Para a preparacdo da solucdo da amicacina seguiu-se metodologia ja
padronizada sendo preparada solucdo em agua destilada estéril, seguida de
diluicdes subsequentes feitas em caldo Muieller Hinton estéril. As diluicdes
envolveram concentragdes crescentes e dobradas das drogas, que variaram de

0,015625 a 512 pg do antibiético por ml do meio de cultivo.

4.2 Determinagdo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM).

4.2.1 Realizagao dos testes.

As amostras foram distribuidas em microplaca de 96 orificios e cada
diluicdo feita em triplicata. As concentracdes inibitérias minimas (CIMs) dos
derivados fenilacrilatos foram determinadas pelo método de microdiluicdo em
caldo Mdieller Hinton (CMH) (BBL DIFCO). Uma técnica sensivel, de alto
rendimento, na qual possibilita a andlise de pequenas amostras. Para tanto,
foram adicionados em cada poc¢o da microplaca, 100 uL do CMH. Cada poc¢o
entdo recebeu 10 pL do inoculo bacteriano e 100 pL da solugdo dos compostos
sintetizados, com concentracdes variando de 1024 a 1 pg/ml. Considerando
assim a Concentracao Inibitéria Minima, a menor concentracdo da droga que

inibiu completamente o crescimento bacteriano (CLSI, 2003).
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As placas devidamente inoculadas com o0 microrganismo foram
incubadas a 35 + 2°C por um periodo de 18-24 h no teste antibacteriano. Em
cada microplaca foram testados dois derivados fenilacrilatos. A Figura 7 mostra
esquematicamente o teste nas microplacas. Todos os testes foram feitos em

triplicatas a fim de se ter uma maior seguranca dos resultados obtidos.

Figura 7: Fluxograma para determinacdo da CIM pelo método de microdiluicao.
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Fonte: Arquivo pessoal 24 h
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4.2.2. Leitura dos ensaios com revelador.

Para evidenciar a CIM das solucdes frente as linhagens bacterianas, foi
preparada uma solucao reveladora de resazurina em agua destilada estéril na
concentracdo de 0,025% (p/v). Apés a incubagéao, 20 uL da solugéo reveladora
foram adicionados em cada cavidade e as placas passaram por um periodo de
incubacdo de 3 horas a 35 + 2°C. ApOs esta incubacdo, a presenca de
coloracao vermelha nos orificios era interpretada como prova negativa do efeito
inibitério da droga sintética, enquanto a presenca da coloracdo azul era
considerada prova positiva da acdo inibitéria da droga, representando a
auséncia do crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002). A CIM foi
definida como a menor concentracdo da droga sintética em pg/ml capaz de
impedir o crescimento microbiano.

A resazurina (7-hidroxi-3 H-phenoxazin-3-onal0-6xido) € 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 purpura) em resarufina (cor résea), mostrado na Figura 8. A resazurina
tem uma correlagéo direta com a quantidade/proliferacdo de organismos vivos,
gue incluem células bacterianas e até células de mamiferos (O’BRIEN et al.,
2000).

Figura 8: Reacao de oxirredugao da resazurina.
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+
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Fonte: Arquivo pessoal.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese e caracterizacdo dos derivados fenilacrilatos.

Foram sintetizados dez derivados de fenilacrilato, cuja a estrutura basica
esta mostrada na Figura 9, a nomenclatura e as caracteristicas fisico-quimicas

estao descritas nas tabelas 1 e 2.

Figura 9: Esqueleto molecular geral dos derivados fenilacrilatos.

(0]

A o N

CN

Etil 2-ciano 3-fenilacrilato

Tabela 1: Estrutura molecular dos compostos fenilacrilatos e suas respectivas

nomenclaturas.
Compostos Aldeidos Aromaticos Nomenclatura
AL1 i Benzaldeido Etil 2-ciano-3-fenil acrilato
N o N
CN
ALD2 i 4-cloro benzaldeido Etil 2-ciano-3- (4-clorofenil) acrilato
N NN
CN
Cl
AL03 i 4-flaor benzaldeido Etil 2-ciano-3- (4-fluorofenil) acrilato

) VN
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AL-06

N NN
H4C. CN
B\N
CH,
AL-09 Cl 0
N NN
CN
Cl
AL-10 0
N NN
CN
Cl Cl
0
AL-12
) VAWAN
CN
O
0
AL-13
) VAN
CN
AN
/N
0
AL-14
) VA WN
CN
ON
0
AL-15
N NN\
CN
H,CO

4-dimetilamina benzaldeido

2,6-dicloro benzaldeido

2.4-dicloro benzaldeido

4(1-piridinil) benzaldeido

4(2-piperidil) benzaldeido

4-Nitro benzaldeido

4-metoxi benzaldeido

Etil 2-ciano-3- (4- (dimetilamino)
fenil) acrilato

Etil 2-ciano-3- (2,6-diclorofenil)
acrilato

Etil 2-ciano-3- (2,4-diclorofenil)
acrilato

Etil 2-ciano-3- [4-(1-piperidinil) fenil]
acrilato

Etil 2-ciano-3- [4-(2-piridinil)
fenil]acrilato

Etil 2-ciano-3-(4-nitrofenil) acrilato

Etil 2-ciano-3-(4-metoxifenil) acrilato

Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados fenilacrilatos.

Compostos Cor Rend PF°C RF FM PM

(%) (g/mol)

AL-01 Marrom 75,77 57-58 0,80 C,,H,;NO, 201,22
(H:A/7:3)

AL-02 Amarelo 100 84-89 0,83 C,H,(CINO, 235,67
(H:A/ 7:3)

AL-03 Amarelo 86 85-89 0,77 C,H,(FNO, 219,21
(H:A/ 7:3)

AL-06 Laranja 83,54 120-125 0,63 C4H(N,O, 244,29
(H:A/ 8:2)

AL-09 Marrom 76,44 40-42 0,73 C,HyCLLNO, 270,11
(H:A/ 8:2)

AL-10 Amarelo 71,02 68-70 0,50 C,HyCLLNO, 270,11
(Hexano)

AL-12 Laranja 88,66 78-80 0,83 C,;HyN,0, 284,35
(H:A/ 8:2)

AL-13 Verde claro 66,55 188-190 0,40 C;H 4,N,0, 278,11
(H:A/ 7:3)

AL-14 Amarelo 20,28 190-192 0,50 C,H,(N,O, 246,06
(H:A/ 7:3)

AL-15 Amarelo 71,63 84-86 0,40 C3H3NO; 231,09
(H:A/ 7:3)

Fonte: Arquivo pessoal.
Rend. (%): Rendimento em porcentagem; RF: Fator de retencéo; H:A: Hexano:Acetato;
FM: Formula Molecular; PM: Peso Molecular.

Como apresentado na tabela 2 quase todas as moléculas apresentaram
rendimentos acima de 50%, com excecdo do AL-14 que teve um rendimento de
20,28%. Os rendimentos acima de 50% demonstram a boa viabilidade da rota
sintética adotada. Com relagdo ao AL-14, dois fatores podem ter influenciado
no rendimento, um deles pode ter sido o processo de recristalizagdo em EtOH
feito para esse composto. Nesse processo deve-se levar em consideracgao,
entretanto, o fato de que cristalizacdo direta de um produto de reagédo bruta
nem sempre é aconselhavel, jA que certas impurezas podem retardar a
velocidade de recristalizacdo e, em alguns casos, pode ocorrer perda
consideravel de material (MANO & SEABRA 2002). O outro pode estar
relacionado a reatividade do aldeido com o grupamento NO, em posi¢cdo para
que pode reduzir a reatividade a carbonila. Quanto ao ponto de fusdo os
valores foram de 40 °C (AL-09) a 190 °C (AL-14).

Log
2,43
2,99
2,92
2,71
3,55
3,55
3,45
3,19
2,02

2,3
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Referente aos pesos moleculares da série, os valores variaram de
201,22 g/mol (AL-01) a 284,35 g/mol (AL-12). Para o fator de retencao (Rf)
obteve-se os intervalos entre 0,40 a 0,83 no sistema 7:3 hexano/acetato, de
0,63, 0,73 e 0,83 para 0 AL-06, AL-09 e AL-12 respectivamente, no sistema 8.2
hexano/acetato e o Rf= 0,50 em hexano puro para o AL-10.

Em relacdo ao coeficiente de particdo (Log P), todas as moléculas
apresentaram Log P <5, tendo o composto AL-14 (2,02) o menor Log P e os
compostos AL-09 e AL-10 apresentado o Log P de 3,55, respectivamente. Os
resultados para peso molecular e Log P apresentam-se de modo satisfatorios e
de acordo com a regra de Lipinsk, uma vez que esses valores podem indicar
um bom perfil de biodisponibilidade (BARREIRO & FRAGA, 2015), resultando

em um aumento da sua agéo farmacoldgica.

5.1.1 Possivel Mecanismo da Reacao.

A reacdo de Knoevenagel pertence a classe geral das condensac¢fes do
tipo alddlicas, catalisadas por bases. A condensacdo de Knoevenagel é uma
importante reacdo aplicada em sintese orgéanica, para o aumento (TIETZE,
1991) e funcionalizacédo da cadeia carbdnica, pois pode introduzir, por exemplo,
uma unidade dicarbonilica, que é relevante na sintese de alguns produtos
organicos (NOKAMI et al., 2001).

A reacdo ocorre em trés etapas conforme ilustrado no esquema 3: (a)
desprotonacdo do composto com metileno ativo; (b) adicdo do carbanion ao

composto carbonilico; (c) eliminacédo de agua, a partir do intermediéario aldélico.
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Esquema 3: Mecanismo de reacéo de Knoevenagel.

o)
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| CN CN
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- + —_—
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- - (b)
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o
—a
(THH OCH,CH3 T OCH,CHj
C c——
H
CN CN
—_— + H20 ©

5.1.2 Elucidagéao Estrutural.

Para a elucidacdo estrutural foi feito a espectrometria de RMN do
composto AL-02. O RMN de 'H 500Mz (DMSO-dg) & em ppm: 8,41 (s, 'H,
C=CH); 8,07 (d, 2H, C-H aromatico, J=10 Hz); 7,68 (d, 2H, C-H aromatico, J=10
Hz); 4,32 (g, 2H, O-CH,, J= 10 Hz e j= 5 HZz); 1,31 (t, 3H, CH3 ester, J=10 Hz e
j= 5 Hz). RMN de 13C 100Mz: 13,97 (primario); 62,46 (secundario); 103,23
(quaternério); 115,42 (quaternario); 129,49 (2C, terciario); 130,24 (quaternario);
132,45 (2C, terciario); 138,02 (quaternario); 153,69 (terciario); 161,62
(quaternario).

Com a elucidagcéo do espectro do composto AL-02 podemos observar
gue a sintese foi promissora e caracteriza a estrutura da molécula. Isso pode

ser observado pelo sinal com deslocamento quimico () em 8,41 que
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representa 0 C-H vinilico, comprovando que a reacdo de condensacao
acontece, seguido dos sinais em 4,32 e 1,31, contendo 2 e 3 hidrogénios
respectivamente, correspondente a funcdo Ester, além dos sinais do aromatico
sinalizando substituicAo em para no anel. No espectro de 2C foram
visualizados todos os sinais de carbono correspondentes a molécula proposta,
evidenciando os carbonos primarios (CH3) e secundarios (O-CH;) ambos da

funcéo Ester (anexo A, B e C).

5.2 Avaliagéo antibacteriana.

Apés a sintese e as avaliagfes estruturais, 7 dos 10 compostos da série
foram submetidos a avaliacdo biologica frente cepas de S. aureus ATCC
25923, de E. coli ATCC 25922 e S. aureus MRSA, a fim de identificar as
concentragfes inibitérias minimas de cada composto. Os valores estédo

expostos nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Concentragdo Inibitéria Minima de derivados de fenilacrilatos frente a cepa
de S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922.

Compostos Testados S. aureus ATCC 25923 E. coli ATCC25922
CIM (pg/ml) CIM (pg/ml)
AL-01 512 >1024
AL-02 256 > 1024
AL-03 512 > 1024
AL-06 512 >1024
AL-09 16 >1024
AL-10 512 >1024
AL-12 >1024 > 1024

Fonte: Arquivo pessoal.

Dentre a série de compostos testados para as cepas de S. aureus ATCC
25923 e E. coli ATCC 25922, as CIMs apresentada para a cepa de E. coli
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foram acima de 1024 ug/ml, diferentemente dos valores apresentados para S.
aureus que foram abaixo de 1024 ug/ml, isso pode ser explicado por se tratar
de uma bactéria Gram negativa e outra Gram positiva, mostrando que as
diferencas na parede celular de cada uma podem influenciar de forma
significativa na atividade dos compostos.

Segundo Guimarées et al. (2010) devido a natureza mais complexa da
parede celular, as bactérias Gram negativas sdo mais resistentes a acdo de
antibiéticos, que ndo sao capazes de cruzar efetivamente esta barreira lipidica.
Para ter acesso a célula bacteriana, os antibidticos devem cruzar a parede
celular através de canais proteicos de porina, embebidos na estrutura lipidica,
gue apresentam o interior com caracteristicas hidrofilicas. Assim, antibioticos
com maior atividade frente as bactérias Gram negativas sado aquelas que
apresentam grupos ionizaveis em suas estruturas quimicas.

Para a cepa S. aureus ATCC 25923 correlacionando o composto Etil 2-
ciano-3-diclorofenil acrilato (AL-01) sem substituinte no anel aromatico, com
uma CIM de 512 pg/ml, com os compostos monosubstituidos, observamos que
0 composto Etil 2-ciano-3-(4-clorofenil) acrilato (AL-02), apresentou um valor da
CIM reduzido pela metade (256 pg/ml), Ja o composto Etil 2-ciano-3-(4-
fldorfenil) acrilato (AL-03) apresentou a mesma atividade do AL-01, assim
observamos a positiva contribuicdo do atomo de cloro no anel aromatico para a
atividade biolégica (Figura 10).

Figura 10: Compostos fenilacrilatos substituidos.
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CN
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(b) ©

Fonte: Arquivo pessoal.
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Pensando nisso, foram testados os compostos diclorados. Dentre os
resultados testados para o S. aureus ATCC, o composto Etil 2-ciano-3-(2,6-
diclorofenil) acrilato (AL-09), foi o que apresentou uma CIM de 16 pg/ml,
levando em consideracdo o seu isdmero, o composto Etil 2-ciano-3-(2,4-
diclorofenil) acrilato (AL-10), cuja Unica diferenca é a posicdo dos halogénios,
apresentou uma reducdo da atividade bidlogica in vitro (512 pg/ml) para a
mesma cepa testada (Figura 11), enfatizando também a importancia da

posicao dos grupos substituintes para atividade proposta.

Figura 11: Estrutura dos Isbmeros AL-09 e AL-10.

AL-10 0

G CN

Fonte: Arquivo pessoal.

Também com o intuito de avaliar a importancia de grupos ionizaveis na
estrutura dos candidatos a farmacos, foram sintetizados e testados o0s
compostos Etil 2-ciano-3-(4-dimetilaminofenil) acrilato (AL-06) e Etil 2-ciano-3-
(4- (piperidin-1-il) fenil) acrilato (AL-12), ambas com nitrogénios terciarios

passivos a ionizacao (Figura 12).
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Figura 12 Estruturas dos derivados acrilatos ionizaveis.

Grupo lonizavel

Apesar da expectativa dos compostos ionizveis apresentarem boa
atividade para as bactérias Gram negativa, o0s resultados ndo foram
promissores, como também ndo apresentaram resultados melhores que o
composto AL-01. Uma possivel justificativa para o resultado pode ser o pH do
meio, uma vez que normalmente tecidos inflamados ou infectados por bactérias
apresentam um pH relativamente mais acido e como os testes foram realizados
in vitro, ndo poderia proporcionar um ambiente favoravel a ionizacdo das
moléculas. Entretanto, para a cepa Gram positiva o composto AL-12 nao
apresentou CIM menor que 1024 pg/ml, uma vez que o AL-06, que também
apresenta o nitrogénio terciério, teve uma CIM igual ao composto AL-01, sendo
uma possivel justificativa desse resultado para o AL-12 o tamanho da molécula
gue possivelmente ndo se encaixa com o alvo terapéutico.

Devido a boa atividade apresentada pelo composto AL-09, e com o
intuito de validar sua potencialidade, foram selecionadas as trés moléculas que
apresentaram menores valores para concentracdo inibitoria, testados na cepa
de Staphylococcus aureus ATCC 25923, para realizar os testes na cepa de S.

aureus multirresistente conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4: Atividade da CIM frente a cepa de S. aureus MRSA.

Compostos Testados CIM (ug/ml)
AL-01 >1024
AL-02 >1024
AL-09 128

Fonte: Arquivo pessoal.
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Apesar da diminuicdo da atividade frente a cepa resistente, 0 composto
AL-09 apresentou significativa atividade, sendo ainda considerado um Hit
promissor.

Segundo Gaweska et al (2004) os ensaios celulares caracterizam-se
pela deteccdo dos efeitos que um composto apresenta frente ao crescimento
celular. Esta triagem baseada na analise do fenoétipo pode ser informativa
acerca de interacdes entre os compostos e o sistema celular submetido no
ensaio, porém nao é possivel obter nenhuma informacéo acerca do mecanismo
de acdo pelo qual as substadncias atuam, jA que a resposta fenotipica
observada pode estar relacionada a uma grande variedade de alvos

responsaveis pelos efeitos bioldgicos.
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6. CONCLUSAO

Os resultados preliminares obtidos neste trabalho permitem concluir que
a sintese de novos candidatos a prototipos de farmacos antibacterianos, foi
obtida de forma satisfatéria, sendo comprovada pelo rendimento acima de
50%, com excecdo do composto AL-14 com rendimento de 20,28%, podendo
ser justificado pela sua reatividade e pela perda no processo de recristalizacdo
do mesmo. A elucidacdo estrutural também comprovou que 0s compostos séo
de fatos os propostos na pesquisa, principalmente pela presenca do CH

vinilico.

Quanto aos ensaios microbiolégicos, o derivado Etil 2-ciano-3-(2,6-
diclorofenil) acrilato (AL-09) apresentou a melhor atividade inibitéria minima
com 16 pg/ml frente a estirpe de S. aureus ATCC 25923 e de 128 pg/ml para a
cepa de S. aureus resistente a meticilina. Com isso, podemos observar a
importancia do &tomo de cloro para a atividade biolégica, bem como a posicao
desses atomos no anel aromatico, que também pode influenciar na atividade.
Com relagcdo a cepa Gram negativa, observamos que mesmo 0S compostos
ionizaveis, ndo apresentaram atividade significativa e que isso pode ser
justificado pelo tipo de ensaio utilizado nesse estudo, ndo descartando a

potencialidade dos mesmos.
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ANEXOS

ANEXO A - Espectro de RMN *H do Etil 2-ciano-3-(4-clorofenil) acrilato (AL-
02).
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ANEXO B - Expanséo do Espectro de RMN *H do Etil 2-ciano-3-(4-clorofenil)
acrilato (AL-02).
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ANEXO C - Espectro de RMN 13C do Etil 2-ciano-3-(4-clorofenil) acrilato (AL-

02).
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