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“O sucesso ¢ uma conseqiiéncia e ndo um objetivo.”
Gustave Flaubert



RESUMO

A resisténcia aos antibidticos representa um grande problema de satide publica desde a
implantacdo da antibioticoterapia. Apesar da grande diversidade de estruturas quimicas e
diferentes mecanismos de acdo dos antibacterianos, o tratamento de infec¢des causadas por
bactérias resistentes tem sido cada vez mais dificil. Nao ha, atualmente, um Unico antibacteriano
em uso clinico, contra o qual ndo exista, pelo menos, uma cepa a ele resistente. Diante disso, ha
uma continua busca para o desenvolvimento de estruturas biologicamente mais ativas e, como
parte desta busca, o presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de novos derivados da
2-cianoacetamida (acrilamidas substituidas), através da sintese, caracterizagdo estrutural e
avaliacdo de suas atividades antibacterianas in vitro, visando obter novos agentes antibacterianos
mais eficazes, seguros e potentes. A obtencdo destes novos derivados deu-se por meio de reagido
de condensacdo do tipo Knoevenagel entre diferentes aldeidos aromaticos substituidos e a 2-
cianoacetamida. A avaliacdo preliminar da atividade antibacteriana foi realizada através da técnica
de microdilui¢do em caldo de acordo com o protocolo M7-A10 (CLSI, 2016). As cepas testadas
foram Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 ¢ Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA). Foram sintetizados seis compostos derivados da 2-
cianoacetamida, apresentando rendimentos que variaram entre 26,87% e 78,50%, sendo um deles,
o EE04, caracterizado por RMN de 'H e RMN de '°C DEPT-Q. No RMN DE 'H, o espectro
obtido observamos sinais de deslocamento quimico caracteristicos, tais como o do CH metilénico
em 8.32 ppm, sendo o principal sinal esperado da reagdo de condensacdo, além dos sinais
aromaticos, ¢ o RMN de °C, o espectro apresentou sinais caracteristicos dos 6 carbonos
quaternarios e 4 terciarios existentes na molécula, evidenciando assim, o sucesso da sintese.
Todos os compostos apresentaram atividade significativa para a cepa de S. aureus ATCC, Gram
positiva, com valor de CIM minimo de 64 pg/ml para o composto EE04, e maximo de 512 pg/ml
para os compostos EE02 e EE06. Ja para a cepa de E. coli ATCC, Gram negativa, apenas os
derivados EEO1 ¢ EE02 apresentaram boa atividade com CIM de 64 pg/ml e 128 pg/ml,
respectivamente. Para a cepa de S. aureus resistente a meticilina, os compostos EE01 e EE02
mantiveram a atividade inibitéria, com uma CIM de 64 pg/ml, esta cepa também apresentou
inibi¢cdo no composto EE03, apresentando a melhor CIM, com uma concentragdo de 32 pg/ml.
Estes resultados se apresentam promissores para os novos candidatos a prototipos de fArmacos
antibacterianos.

Palavras-chave: Resisténcia. Acrilamidas substituidas. Avaliagao. Microdiluigdo. Prototipos.



ABSTRACT

Resistance to antibiotics represents a major public health problem since the implementation of
antibiotic therapy. Although the great diversity of chemical structures and different mechanisms
of action of antibacterials, the treatment of infections caused by resistant bacteria has been
increasingly difficult. Currently, there is not a single antibacterial in clinical use, against which
there is at least one strain resistant to it. Therefore, there is a continuous search for the
development of more biologically active structures and, the part of this search, the present study
aimed at the development of new derivatives of 2-cyanoacetamide (substituted acrylamides)
through synthesis, structural characterization and evaluation of its antibacterial activities in vitro,
in order to obtain new antibacterial agents more effective, safe and powerful. These new
derivatives were obtained by Knoevenagel type condensation reaction between different
substituted aromatic aldehydes and 2-cyanoacetamide. The preliminary evaluation of the
antibacterial activity was carried out using the broth microdilution technique according to the
protocol M7-A10 (CLSI, 2016). The strains tested were Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922 and methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Six
compounds derived from 2-cyanoacetamide were synthesized in yields ranging from 26.87% to
78.50%, one of them being EE04, characterized by 1 H NMR and 13 C-DEPT-Q NMR. In the 1H
NMR spectra, we observed characteristic chemical shift signals, such as that of methylene CH in
8.32 ppm, the main expected signal of the condensation reaction, in addition to the aromatic
signals, and 13C NMR, the spectrum showed characteristic signals of the 6 Quaternary and 4
tertiary carbons in the molecule, thus evidencing the success of the synthesis. All compounds
showed significant activity for S. aureus strain ATCC, Gram positive, with a minimum MIC value
of 64 pg /ml for compound EE04, and a maximum of 512 pug /ml for compounds EE02 and EEQ6.
For the E. coli strain ATCC, gram negative, only the derivatives EEO1 and EE02 showed good
activity with MIC of 64 pg /ml and 128 pg /ml, respectively. For the methicillin-resistant S.
aureus strain, the compounds EEO1 and EE02 maintained the inhibitory activity, with an MIC of
64 pg /ml, this strain also showed inhibition in the EE03 compound, presenting the best MIC,
with a concentration of 32 pg /ml. These results are promising for new candidates for prototypes
of antibacterial drugs.

Keywords: Resistance. Substituted acrylamides. Evaluation. Microdilution. Prototypes.
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1 INTRODUGAO

As bactérias surgiram na terra ha bilhdes de anos e para sobreviver desenvolveram
mecanismos de resisténcia aos antibidticos que sdo encontrados livres na natureza. Nao ¢é
surpreendente o fato de que muitos antibidticos lancados nas tltimas décadas, que sdo em
sua ampla maioria de origem natural ou semissintética, terem utilidade limitada na época de
sua descoberta e em pouco tempo se tornarem obsoletos (ANTUNES., 2006)

O fendomeno da resisténcia ¢, de fato, algo muito preocupante uma vez que existem
cepas resistentes a quase todos os agentes conhecidos atualmente. Outro fator que contribui
muito para tornar um antibidtico menos eficiente ¢ a sua utilizagdo indiscriminada e
incorreta, o que vem a favorecer o surgimento de micro-organismos resistentes e diminuir a
eficaicia do medicamento no organismo. 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 agdo (DEMAIN; SANCHEZ, 2009).

Atualmente, tem aumentado a procura por farmacos mais eficazes e seguros, que
causem menos efeitos colaterais e que proporcionem aos seus usuarios menor rejeigao e
maior sucesso nos tratamentos. Nesse contexto, através dos planejamentos e modificagdes
moleculares, a quimica organica medicinal tem contribuido para a maior parte das novas
descobertas, observando-se um crescimento consideravel de compostos sintéticos para uso
medicinal, os quais tém sido empregados no combate as diversas doengas (VERCOSA et al.
2009).

A recente preocupacdo com o meio ambiente estd aumentando o interesse do
desenvolvimento de processos limpos e econdmicos para a produgdo de produtos quimicos
finos. Neste contexto, a reacdo de condensagdo de Knoevenagel vem sendo bastante aplicada
em sintese organica. Neste tipo de reacdo, moléculas complexas e contendo grupos
funcionais especificos podem ser formadas através da condensacdo de duas ou mais
moléculas simples, empregando como catalisador, uma base fraca. Entre outras vantagens
deste tipo de reagdo, estdo a simplicidade e a facil execugdo (PEREZ et al., 2009; VELOSO
et al., 2001).

Os compostos derivados da cianoacetamida possuem um considerdvel interesse
cientifico, além de possuirem uma importante atividade bioldgica. Estes derivados sdo
utilizados como fungicidas sistémico e topico, apresentando eficacia contra os fungos da

ordem dos Peronosporales que causam prejuizos a diversos tipos de plantas (PINILLA-
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MONSALVE et al., 2014). E apesar do seu uso em copolimeros de acrilamida em piscinas e
torres de arrefecimento para inibir algas e bactérias (HOOVER, 1970), ndo ha na literatura
relatos de testes realizados para avaliar a sua eficacia contra bactérias patogeénicas.

Baseado na atividade dos compostos derivados da cianoacetamida e no
conhecimento prévio de inumeras viabilidades sintéticas, unido a continua busca para o
desenvolvimento de estruturas biologicamente mais ativas e terapeuticamente uteis,
vislumbrou-se a possibilidade de obten¢do e caracterizagdo de novos derivados da
cianoacetamida, as acrilamidas, a fim de testar sua possivel atividade antibacteriana frente a
cepas referéncia de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus

resistente a meticilina (MRSA).
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Realizar a sintese dos derivados de cianoacetamida, obtidas através da reacdo de
condensacdo, ¢ a avaliagdo preliminar da atividade antibacteriana /in vitro, visando obter

potenciais agentes antibacterianos mais eficazes, seguros e potentes.

2.2  Objetivos especificos

« Sintetizar derivados de cianoacetamida, objeto de estudo, através do emprego da
sintese organica medicinal em escala de bancada;

= Realizar a caracterizagdo fisico-quimica e estrutural dos compostos;

# Avaliar de forma preliminar a atividade antimicrobiana in vitro das moléculas
sintetizadas em seu estado puro frente as cepas de referéncia de Escherichia coll,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).

= [dentificar as concentra¢des inibitorias minimas (CIMs) de cada molécula testada.

= Realizar o estudo da relagdo estrutura-atividade dos derivados sintetizados.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Descoberta de novos farmacos

O processo de descobrimento de um novo farmaco pode ser feito através de varias
estratégias em um processo que envolve diversas etapas. Uma destas estratégias consiste na
escolha de um alvo molecular selecionado (por exemplo, enzima, receptor), seguida pela
validagdo deste alvo e do ensaio bioquimico/farmacoldgico. Em seguida passa pela
identificagdo de um composto-prototipo, modificagdo/otimizagdo deste composto prototipo
até a aprovacao nos testes clinicos em humanos, onde o tempo total envolvido em todo o

processo leva aproximadamente 15 anos (DIAS; CORREA, 2001).
3.1.1 Identificagdo de estruturas privilegiadas

O reconhecimento molecular de uma droga pelo seu alvo farmacoldgico € o resultado
de diversos tipos de interagdes com biomacromoléculas que envolvem dispersao e interagdes
hidrofobicas, forcas eletrostaticas, ligacdes covalentes e de hidrogénio. As interagdes entre
o arranjo espacial das subunidades estruturais da micromolécula com os sitios
complementares do biorreceptor dependem de requisitos farmacoforicos e definem
qualitativamente o grau de afinidade e seletividade da droga - complexo biorreceptor
(BARREIRO; MANSSOUR, 2001; DUARTE et al., 2007).

O interesse na identificacdo de estruturas moleculares denominadas estruturas
privilegiadas, tem crescido, conforme se observa na literatura. Elas correspondem a uma
estrutura base presente em diversos compostos prototipos de farmacos que € capaz de
fornecer pontos ligantes para mais de um tipo de biorreceptor, cuja seletividade pode ser
modulada pela adequada introducdo de unidades farmacoforicas auxiliares. Este conceito foi
formulado por Evans e Patchett ¢ tomou um significado além do original, ao identificarem
propriedades nessas estruturas que tornam a interacao delas com biomacromoléculas, mais
facil, e ocasionalmente mais distinta daquelas que envolvem os respectivos ligantes
endogenos (DUARTE et al. 2007).

Uma das estratégias que vem sendo empregada por grupos de pesquisadores consiste
em se preparar cole¢cdes de moléculas com estruturas privilegiadas utilizando a Quimica

Combinatoria. A criacdo de quimiotecas através da sintese simultdnea de varios compostos,
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aumenta a probabilidade de chegar a uma substancia prototipo. O emprego de recursos
computacionais e da modelagem molecular aliado a propriedades estruturais ou fisico-
quimicas dessas moléculas, permitem o planejamento racional da diversidade quimica

molecular (VILLAR; KOEHLER, 2000).

3.1.2 Estratégias de desenvolvimento e modificagao molecular

A escolha da estratégia de planejamento estrutural a ser adotada para o desenho
molecular do novo ligante dependerd do nivel de conhecimento estrutural do alvo
terapéutico eleito. A eleicdo do alvo terapéutico ¢ a etapa critica no sucesso desta estratégia
e vai depender dos conhecimentos bioquimicos sobre a fisiopatologia da doenca que se
pretende tratar, prevenir ou curar € seus mecanismos farmacologicos (BARREIRO;
MANSSOUR, 2001; LINDSAY, 2003).

O planejamento molecular dos andlogos ativos pode se dar por meio do emprego das
estratégias de simplificagdo molecular, hibridagdo molecular, restrigdo conformacional,
homologacdo, bioisosterismo entre outras. Independente da estratégia adotada, deve-se,
obrigatoriamente, levar em conta todas as possiveis contribuicdes toxicoforicas das
subunidades moleculares presentes na série congénere de compostos planejados,
especialmente quanto ao potencial toxico relacionado ao sistema (BARREIRO; FRAGA,
2005).

As estratégias acima citadas podem ser realizadas em conjunto ou isoladas e
direcionada a um determinado alvo biologico associada a uma patogenia, como doenga

infecciosa causada por micro-organismos, dentro dos quais destacamos as bactérias.

3.2 As bactérias

As Dbactérias sdo seres unicelulares de estrutura simples, micro-organismos
procariotos que podem apresentar-se isolados ou formando colonias. O tamanho de sua
célula pode variar entre 0,3 a 5 um, podendo ser mdveis ou imoéveis e classificadas como
saprofitas e patogénicas (KAYSER, 2005).

As bactérias podem se apresentar sob a forma de cocos, bacilos e espirilos. Os cocos

sao normalmente redondos, podendo ser ovais ou alongados. Os bacilos assemelham-se a
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bastonetes ¢ os espirilos assemelham-se a virgulas. De acordo com a organizag¢ao dos cocos
em pares, cadeias ou cachos identificam-se os grupos de micro-organismos denominados
diplococos, estreptococos e estafilococos, respectivamente (KONEMAN et al. 2008).

Os micro-organismos, assim como as demais células, sdo constituidos por compostos
quimicos organicos, como carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos, ¢ inorganicos,
tais como sodio, potassio, ferro, calcio e cloro (MARZOCCO; TORRES, 2007).

A célula bacteriana possui um genoma, um citoplasma, uma membrana
citoplasmatica, parede celular e algumas, possuem ainda, uma capsula externa. As bactérias
se diferenciam pela estrutura da parede celular, seus componentes ¢ fungdes. Em relagdo a
estrutura da parede celular, elas sdo classificadas em Gram-positivas e Gram-negativas, de
acordo com a capacidade de reteng¢do do corante de Gram (BROOKS et al., 2014).

Nas bactérias Gram-positivas, aproximadamente 90 % da parede é composta de
peptideoglicano ¢ além desta macromolécula, sdo encontrados acidos teicoicos e proteinas
que podem apresentar até 50% da massa seca da parede. J& a parede celular das bactérias
Gram-negativas, possui uma composi¢do quimica mais complexa o que confere
propriedades bioquimicas e fisiologicas diferenciadas. E formada por poucas camadas de
peptideoglicano e por uma membrana externa. Na parede exerna da membrana
citoplasmatica, acima da camada de peptideoglicano localiza-se o espago periplasmatico, um
compartimento que contém uma alta concentragdo de enzimas de degradacdo e proteinas de
transporte. O peptideoglicano esta ligado a membrana externa da parede através de pequenas
lipoproteinas (localizadas no espago periplasmatico). Esta membrana externa ¢ uma
estrutura em dupla camada; sua camada interna ¢ composta de fosfolipideos (20%) e
proteinas (50%) assemelhando-se a da membrana citoplasmatica, possui canais especiais
constituido de moléculas protéicas denominadas porinas que permitem a difusdo passiva de
acUcares, aminoacidos e certos ions; enquanto a camada externa possui em sua composicao

lipopolissacarideos (BROOKS et al., 2014; RYAN; RAY, 2004).
3.2.1 Bactérias patogénicas de interesse médico
A variedade de micro-organismos encontrados no corpo humano em todo e qualquer

sitio anatomico ¢ denominada microbiota normal. Algumas bactérias sdo encontradas em

locais anatdmicos particulares, enquanto outras podem estar presentes ocasionalmente ou
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apenas serem encontradas em determinadas fases da vida do hospedeiro (TRABULSI et al.,
2004).

Ainda que inimeros micro-organismos sejam constituintes da microbiota normal do
corpo humano, alguns podem causar doengas infecciosas, que podem ser adquiridas tanto no
ambiente comunitario quanto no ambiente hospitalar. A estas doengas infecciosas adquiridas
no ambiente hospitalar da-se o nome de infeccdes nosocomiais e sdo responsaveis por
grandes indices de morbidade e mortalidade, o que tem despertado um grande interesse na
area médica (PESSOA, 2011). Dentre os micro-organismos causadores de infeccdes
nosocomiais, destacamos neste trabalho, os Staphylococcus e a enterobactéria Escherichia

coli.

3.2.1.1 Estafilococos

O Staphylococcus (do grego “staphyle” = cachos de uvas, “cocos” = grao) foi
descrito pela primeira vez em 1880 pelo cirurgido escocés Alexandre Ogston, em pus de
abscessos cirrgicos, e atualmente ¢ um dos micro-organismos mais comumente
encontrados em infecgdes piogénicas em todo o mundo (PONTES, 2009).

Os Staphylococcus sdo cocos gram-positivos catalase-positivos e oxidase-negativos,
com excegdo de algumas espécies, tais como Staphylococcus aureus subsp. anaerobius e S.
saccharolyticus, que sdo catalase negativos. Sdo imoveis, ndo esporulados, geralmente nao
encapsulados possuindo aproximadamente 0,5 a 1,5 pm de didmetro. Apresentam-se de
diversas formas que vao desde isolados, aos pares, em pequenas cadeias, a agrupados em
forma de cachos. Esse género ¢ composto por 43 espécies sendo o Staphylococcus aureus
subsp. aureus a espécie mais conhecida e frequentemente associada a uma variedade de
infeccdes oportunistas em seres humanos e animais. Ao nivel patologico, destacam-se
também as espécies S. epidermidis, S. saprophyticus ¢ S. haemolyticus (PESSOA, 2011,
QUINN et al., 2011).

Aproximadamente 70% das bactérias pertencentes ao género Staphyloccocus fazem
parte da microbiota normal da pele e mucosas de mamiferos e aves, e dentre esses, a maioria
sdo Staphloccocus coagulase negativos que possuem baixa viruléncia comparados com o S.
aureus. Eles também sdo encontrados na mucosa do trato respiratorio superior e inferior, do
trato urogenital e como transientes no trato digestivo (QUINN et al., 2011; REDEL et al.,
2013).
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O S. aureus representa a espécie mais envolvida em infecgdes humanas, tanto de
origem comunitdria como de origem hospitalar. Aproximadamente 70 % dos isolados de
infecgdes nosocomiais nos principais hospitais brasileiros, sdo resistentes a metilicina,
denominados MRSA., isto é, Staphloccocus aureus resistente a meticilina (SOUSA,;
FIGUEIREDO, 2008).

3.2.1.2 Enterobactérias

As bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae sio bastonetes Gram-
negativos de até 3 mm de comprimento. Essa familia contém mais de 40 géneros e mais de
180 espécies. Constituem os principais componentes da flora intestinal normal em seres
humanos, sendo relativamente incomum em outros lugares do organismo (QUINN et al.,
2011; PESSOA, 2011; MURRAY et al., 2000).

As enterobactérias podem ser agrupadas em trés categorias: agentes patogénicos,
patdogenos oportunistas e agentes ndo patogénicos. Aqueles que ndo tém importancia
patogénica para animais ¢ humanos, tais como Hafnia e Erwinia, podem ser isolados de
fezes e também do ambiente ¢ podem contaminar amostras clinicas. Patdgenos oportunistas
sdo aqueles que podem causar, ocasionalmente, doenga clinica em situagdes de desequilibrio
do organismo. Os principais agentes patogé€nicos que sao responsaveis por doengas entéricas
e sistémicas ¢ até infecgdes hospitalares, sdo E. coli, Klebsiella sp., Proteus sp.,
Enterobacter sp. ¢ Serratia marcescens, representam 80% de todos os bastonetes Gram-
negativos ¢ 50% de todas as bacteremias observadas clinicamente (QUINN et al., 2011;
PESSOA, 2011; MURRAY et al., 2000).

O género Escherichia compreende as espécies Escherichia coli, E. blattae, E.
fergusonii, E. hermannii e E. vulneris. A E. coli é a espécie de maior importancia pratica e
pode ser encontrada no solo, na 4gua e na microbiota de quase todos os animais de sangue
quente, incluindo os seres humanos. A maioria das cepas de E. coli sdo consideradas
comensais e de baixa viruléncia, mas pode causar infeccdes oportunistas em locais extra-
intestinais tais como no trato urinario. As cepas que causam enterocolite normalmente nao
fazem parte da flora normal e causam infec¢des através do contato direto com animais
infectados, ou através da ingestdo de alimentos ou dgua contaminada. Estirpes patogénicas
de E. coli possuem fatores de viruléncia que permitem colonizar as superficies de mucosas e

com isso causar doenca (DEPIZZOL, 2006). As cepas patogénicas tém sido isoladas de
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diversos lugares do corpo humano, podendo causar pneumonias, meningites, infeccdes
intestinais, urindrias e até septicemia. Algumas delas podem produzir uma potente
endotoxina, a qual é capaz de causar diarreias graves em todos os grupos etarios (QUINN et
al. 2011; DOYLE et al. 2001; MERCK, 2010).

3.2.2 Principais antibacterianos de uso clinico e a resisténcia bacteriana

Os antimicrobianos podem ser classificados de varias maneiras, considerando seu
espectro de agdo, o tipo de atividade antimicrobiana, o grupo quimico ao qual pertencem e o
mecanismo de acdo. Dentre as principais classes de antibidticos, estdo os B-lactamicos, os
aminoglicosideos, os macrolideos, os glicopeptideos, as tetraciclinas, o cloranfenicol, as
quinolonas e fluoroquinolonas e as sulfonamidas, que podem atuar inibindo quatro alvos
principais: biossintese da parede bacteriana, biossintese de proteinas, biossintese de acidos
nucleicos, metabolismo do 4cido folico e membrana celular (PATRICK, 2008).

Apesar da grande diversidade de estruturas quimicas e diferentes mecanismos de agdo
dos antibacterianos, o tratamento de infecgdes causadas por bactérias resistentes tem sido cada
vez mais dificil, ndo existindo atualmente, um unico antibacteriano em uso clinico, contra o qual
ndo exista, pelo menos, uma cepa a ele resistente (CLANCY; MELVIN; MCCAFFERTY,
2010). Isto, somado ao uso indiscriminado e/ou incorreto destes antibacterianos, faz com que
aumente a resisténcia bacteriana, diminuindo a eficiéncia do medicamento no organismo
(PAZIAN; DA SILVA SASS, 2007).

A resisténcia aos antibacterianos tem sido um sério problema para a medicina, desde a
implantagdo da antibioticoterapia nos primordios da década de 1940. Em pleno século XXI, esse
problema se mostra ainda mais critico, face ao crescente aparecimento de cepas bacterianas
multirresistentes e troca de resisténcia entre as diferentes espécies de bactérias (Ex.: E. faecalis,
M. tuberculosis, N. gonorrhoeae, P. pneumoniae e S. aureus) (ANDERSSON; HUGHES, 2010).

As bactérias podem desenvolver resisténcia aos antibacterianos por meio de alguns
mecanismos bioquimicos ja bem difundidos na literatura. Esses mecanismos incluem a
modificagdo quimica do antibacteriano através de enzimas especificas, a alteragdo do sitio de
ligacdo do antibacteriano, a substituicdo do sitio de ligacdo, a diminuicdo da permeabilidade ao
antibacteriano, o aumento da sintese de substrato com o qual o fAirmaco compete, o efluxo do
antibacteriano por intermédio de transporte ativo e a sintese de proteinas protetoras dos
ribossomos (ROUVEIX, 2007).
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Desta forma, o sucesso no combate as infec¢des bacterianas € o controle sobre o
aparecimento de bactérias resistentes ¢ dependente do emprego criterioso dos antibacterianos e
da descoberta de novas moléculas que possam ser disponibilizadas para uso em hospitais e na
comunidade, o que leva, em média, de 10 a 15 anos para acontecer (ROLAIN; RAOULT, 2005;
SEPUTIENNE et al., 2010)

3.3 Novos farmacos com atividade antimicrobiana

Novas fontes para a descoberta de prototipos de antibacterianos, sejam esses de origem
natural ou sintética, sdo de grande interesse para a comunidade mundial, permitindo uma
melhoria no tratamento de infecgdes por organismos patogé€nicos resistentes a moléculas
atualmente utilizadas na clinica (WHO, 2016).

Dentre os novos antibacterianos, destacamos a Linezolida, os Sistemas tienopiridina e

pirazolidina, as Chalconas e as Lapachonas.

3.3.1 Linezolida

A Linezolida ¢ um antibacteriano de uso recente. Tem sido utilizada no tratamento de
infec¢des associadas a Enterococcus faecium resistentes a vancomicina € no tratamento de
infecgoes hospitalares causadas por S. aureus resistentes a meticilina (Figura 1). Porém, a
toxicidade e casos emergentes de resisténcia, prolongam o tratamento, podendo torna-la ineficaz
(LOHRAY et al., 2004).

Recentes descobertas revelam que a fusdo do linezolida com o anel tienopiridina origina
derivados que apresentam atividade semelhante ao Linezolida contra S. aureus in vitro, sendo
moléculas em potencial para o estudo antibacteriano (LOHRAY et al., 2004; CAMINERO et al.,
2010). Isso aponta esses sistemas ciclicos como novas opgdes para a criagdo de novas moléculas

ativas.
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Figura 1 — Estrutura quimica do Linezolida
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3.3.2 Sistemas tienopiridina e pirazolopiridina

A literatura descreve diferentes atividades biologicas, incluindo ag¢do antimicrobiana,
para os derivados tienopiridina (Figura 2). Estes estudos incluem derivados do
tetraidrotienopiridinil oxalidinona semelhante a Linezolida que mostraram atividades
antibacterianas contra Bacillus pumilus, B. cereus, Staphylococcus aureus, S. epidermidis e E.
faecalis (LOHRAY et al., 2004).

Alguns derivados do dacido 4-oxothienol[2,3-b]piridina-5-carboxilico também tem
exibido boa atividade contra cepas de S. aureus ATCC, S. faecalis ATCC, E. coli ATCC, K.
pneumonia ATCC, E. cloacae ATCC, P. mirabilis e P. aeruginosa ATCC (EL-ABADELAH et
al., 1997). Quanto ao sistema 1H-pirazolo[3,4-b]piridina (Figura 2), alguns artigos da literatura,
que tratam da quimica e das aplicagdes biologicas do sistema, descrevem diversas atividades
como inibidor da Xantina Oxidase (YU et al., 2001; SEPUTIENNE et al., 2010) e na
quimioterapia de alguns tumores (BARE et al., 1989). Outros derivados deste sistema se
apresentam ainda eficazes como vasodilatadores e conseqiiente potencial no tratamento da
disfungao erétil (YU et al., 2001).

Derivados do sistema 1H-pirazolo[3,4-b] piridina foram capazes ainda de inibir a
atividade das enzimas trascriptase reversa (RT) do virus HIV tipo 1 (PEREIRA et al., 1996),
bem como apresentaram atividade frente aos virus HSV e Vaccinia e atividade antileishmania
(ZERVOSEN et al., 2002; DE MELLO et al., 2004). Estes resultados denotam o potencial

promissor destas séries a ser verificado também para atividade antibacteriana.
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Figura 2 — Sistemas heterocicliclos tienopiridina (A) e pirazolopiridina (B)
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3.3.3 Chalconas

As chalconas (Figura 3) sdo moléculas de grande interesse quimico e farmacologico
por apresentarem diversas atividades biologicas. Estas estruturas atuam em alvos
especificos, como enzimas ou mediadores quimicos, afetando processos inflamatérios, com
a inibicdo da produgdo de 6xido nitrico (NO) e PGE2 (prostaglandina E2), principalmente
em macrofagos. Isso afeta a expressao das enzimas induziveis envolvidas, podendo ser uma
importante estratégia para obtencao de agentes antiinflamatorios (KIM et al., 2011).

Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina tem sintetizado derivados
chalconicos com o objetivo de identificar um ntcleo base no qual modificagdes moleculares
possam ser realizadas, levando a um melhoramento da estrutura e da funcdo antibacteriana,
gerando futuros prototipos que possam contribuir para o tratamento de infec¢des causadas

por cepas multirresistentes (MASCARELLO et al., 2010).

Figura 3 — Estrutura quimica da Chalcona

O
91\1\& %t]
Ry 07 NF

COOH

Fonte: Desenhado pela autora



26

3.3.4 Lapachonas (Quinonas)

As quinonas tém sido estudadas e se mostraram atuantes contra diversos quadros
patologicos o que inclui tumor, inflamagdo, e infecgdes por fungos e parasitas. O perfil
biologico observado para estas moléculas esta centrado em seu nucleo orto e para quinoide
que geralmente aceita um ou/e dois elétrons (ciclo redox) para formar o radical anion ou
didnion correspondente /in Situ da B-lapachona (Figura 4). Assim o radical semiquinona
acelera a hipoxia intracelular dos micro-organismos pela producdo dos superanions. Devido
a este mecanismo, as quinonas podem apresentar uma elevada citotoxicidade contra as
células do hospedeiro, possivelmente por afetar as topoisomerases, um grupo de enzimas

necessarias para a replicacdo do DNA nas células (DA SILVA et al., 2011).

Figura 4 — Estrutura quimica da p-lapachona
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Apesar do vasto arsenal terapéutico existente para bactérias, como ja mencionado,
existe pelo menos uma cepa resistente a todos os farmacos disponiveis e isso tem
incentivado pesquisadores da area, na busca por novas estruturas, entre elas, os derivados

das cianoacetamidas, as acrilamidas.

3.4  Oscompostos derivados da cianoacetamida

Os compostos derivados da cianoacetamida possuem um considerdvel interesse
cientifico, além de possuirem uma importante atividade biologica. Uma cianoacetamida que
¢ utilizada como fungicida sistémico e de contato em plantas e apresenta atividade
preventiva e curativa ap6s infecgoes, ¢ o Cimoxanil (Figura 5). Devido a sua composigao,

esta substancia em doses baixas (20 vezes menor do que os fungicidas classicos) penetra
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mais facilmente as plantas sistemicamente, sendo eficaz contra a maioria dos fungos da
ordem dos Peronosporales, responsavel por causar ferrugens brancas e mofos em plantas. O
cimoxanil controla a atividade do fungo destruindo seletivamente o micélio do mesmo na
superficie das folhas no momento de incubagdo, impedindo germinag¢do dos esporos que
podem causar lesdes ¢ perda em culturas. Além de evitar a germinagdo de esporos, o
cimoxanil emprega outros mecanismos de a¢do dentro do qual a inibigdo da sintese de RNA,
respiracao micelial com a destruicdo do micélio de fungos durante o periodo de incubacao
ndo permitindo danos ou novos ferimentos, alteragdo da permeabilidade da membrana
celular e redugdo da esporulagdo (PINILLA-MONSALVE et al., 2014).

Figura 5 — Estrutura quimica do Cimoxanil
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O derivado da cianoacetamida, a acrilamida, cujo um dos objetivos deste trabalho ¢ a
sintese dos seus derivados substituidos, ¢ um um soélido cristalino branco, com peso
molecular de 71.08 g/mol ¢ um ponto de fusdo de 84,5 ° C, possuindo uma tendéncia a
sublimacdo, mesmo & temperatura ambiente. E altamente soltvel, tanto em agua como em
solventes organicos polares e reage com os compostos hidroxi, amino e sulfidril. A
acrilamida ¢ estavel em solu¢do e ndo se polimeriza espontaneamente. A molécula de
acrilamida consiste em dois principais grupos funcionais: um grupo amida e um grupo vinil
conjugados conforme a figura 6 (BIKALES, 1973).
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Figura 6— Molécula de Acrilamida
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Devido a remocao de elétrons caracteristicos do grupo amida, a acrilamida sofre
facilmente reacdes de adicdo com compostos contendo atomos de hidrogénio acido na
posicao B, tais como moléculas contendo tiois, hidroxilas e grupos amino. Geralmente este
tipo de reacdo requer um catalisador bésico e ¢ referido como uma carbometilagdo. Tidis e,
principalmente, grupos amino sdo muito reativos na auséncia de catalisador. A dupla ligagdo
pode também sofrer uma vinil-polimerizacdo para formar poliacrilamida (Figura 7).
(BIKALES, 1973).

Figura 7 — Poliacrilamida
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O principal uso de acrilamida ¢ como um monémero de vinila na producdo de
polimeros de alto peso molecular. Acessivel desde o inicio dos anos 50, a produgdo de
polimeros de acrilamida aumentou drasticamente. A principal razdo para essa expansao na
producao ¢ a aplicagdo crescente de polimeros acrilamida comercialmente e industrialmente.
Nos ultimos anos, os polimeros foram desenvolvidos com aplicacdes especificas. Estes
incluem poliacrilamidas para a clarificacdo e tratamento de acidentes urbanos e efluentes
(FLOCK; RAUSCH, 1973), dgua potavel e alimentos (BIKALES, 1973). Em pesquisa na
area de biologia e medicina, bioquimicos empregam a acrilamida para produzir
poliacrilamida para géis de eletroforese. Os copolimeros de acrilamida foram recomendados
para uso em piscinas e torres de arrefecimento para inibir algas e bactérias (HOOVER,
1970). Outras aplicagdes importantes estdo em revestimentos para metais em adesivos,

pastas, e em fotografias (BIKALES, 1973).
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Apesar da importante atividade bioldgica dos derivados da cianoacetamida conforme
ja mencionado, ndo hé relatos na literatura de testes realizados para avaliar a sua eficicia
contra bactérias patogénicas. Em razao disso, vislumbrou-se a possibilidade de obtengao e
caracterizagdo de novos derivados, a fim de testar sua possivel atividade antibacteriana
frente a cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA). Para a obtengdo destes derivados, utilizou-se a condensacao

de Knoevenagel.

3.5 Condensacao de Knoevenagel

A reacdo de Knoevenagel consiste na condensagdo de aldeidos ou cetonas que
geralmente nao possuem atomo de H acido, na posi¢ao B, com um composto que contenha
um grupo metileno ativo (Z-CH,-Z’ ou Z-CHR-Z’; Z e Z’ = CHO, COR, COOH, COOR,
CN, etc) (MARCH, 1992). Esta reagdo ¢ catalisada por bases, como amonia, amidas, aminas
ou seus respectivos sais. (TIETZE; BEIFUSS, 1991).

A condensacdo de Knoevenagel ¢ uma importante reagdo aplicada em sintese
organica, para o aumento (TIETZE; BEIFUSS, 1991) e funcionalizacdo da cadeia carbonica
(NOKAMI et al. 2001), pois pode introduzir, por exemplo, uma unidade dicarbonilica, que é
relevante na sintese de alguns produtos organicos (HUCKIN; WEILER, 1974). Essa reacdo
vem sendo bastante empregada na sintese de cumarinas e seus derivados, que sdo
importantes matérias-primas para a producdo de cosméticos, perfumes € compostos com
aplicagdes farmacéuticas (BIGI et al. 1999).

Nos ultimos anos, a condensagdo de Knoevenagel vem sendo aplicada utilizando-se
sistemas cataliticos heterogéneos (BIGI et al. 1999), uma vez que estes catalisadores podem
ser separados e reciclados facilmente, o que em alguns casos reduz custos de produgdo.
Usualmente, na condensacdo de Knoevenagel, os compostos com os quais os aldeidos ou
cetonas se condensam possuem ligacdo C-H acida, pois o metileno ¢ vizinho a um ou mais
grupos como CN, COOR, COR, entre outros. A acidez da ligagdo C—H varia com o grupo
vizinho.

A reagdo de Knoevenagel pertence a classe geral das condensagdes do tipo aldolicas,
catalisadas por bases (TIETZE; BEIFUSS, 1991). Um dos mecanismos aceitos para esta

reagdo, ¢ semelhante ao aceito para condensagdes aldolicas. McBee e outros (1992), Kohler
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e Corson (1975) e Cope (1937) defendem o mecanismo de carater aldolico como sendo o
provavel para a reacdo de condensacdo. De acordo com este mecanismo, a reacdo ocorre em
trés etapas (Esquema 1): (a) desprotonagao do composto com metileno ativo; (b) adi¢do do

carbanion ao composto carbonilico; (c) eliminagdo de d4gua, a partir do intermediario

aldolico.
Esquema 1 — Reagdo de condensagdo de Knoevenagel
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Fonte: Desenhado pela autora

A velocidade e o rendimento da reacdo de condensagdo dependem de vérios fatores,
tais como: solvente, tipo dos grupos eletro-retiradores dos compostos metilénicos,
catalisador basico e composto carbonilico (geralmente aldeidos ou cetonas). (JONES, 1967;
HENDRICKSON et al., 1970).

A recente preocupagdo com o meio ambiente estd aumentando o interesse do
desenvolvimento de processos limpos e economicos para a producdo de produtos quimicos
finos. Neste contexto, a utilizacdo da reacdo de condensacdo de Knoevenagel torna-se
vantajosa, pois além da simplicidade ela ¢ de facil de execu¢ao (VELOSO et al., 2001;
WEITKAMP; HUNGER; RYMSA, 2001; PEREZ et al., 2009).
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4 METODOLOGIA
41  Etapa de sintese
4.1.1 Reagentes para sintese

Para a obtencao dos derivados de acrilamida foram utilizados a 2-cianoacetamida, o
2,3-diclorobenzaldeido, o 2,4-diclorobenzaldeido, o 2,6-diclorobenzaldeido, o 4-
clorobenzaldeido, o p-toluilbenzaldeido e o 4-metoxibenzaldeido. Foram utilizados ainda, o
alcool etilico e a morfolina.
4.1.2 Sintese dos derivados de acrilamida

Os derivados de acrilamida foram sintetizados de acordo com o método de
condensacdo de Knoevenagel utilizando a 2-cianoacetamida e variando-se os aldeidos
aromaticos substituidos, conforme o esquema 2. Para isto, foram pesadas quantidades

proporcionais de cada reagente, de modo a obedecer a razao estequiométrica molar de 1:1.

Esquema 2 - Reagdo de condensacdo de 2-cianoacetamida com diferentes aldeidos

w [ )
% b
C~NH; + ! - L}-—
N g ETOH/ Calor
E 70 C+24h
2-dancacetamida aldeide aromatice Acnlamida

Fonte: Desenhado pela autora

4.1.3 Procedimento geral para obtengdo dos derivados de acrilamidas

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 0,3g de 2-cianoacetamida e 1
equivalente do aldeido aromatico substituido. O solvente utilizado na reagao foi o etanol, na

quantidade de 15mL. Além disso, utilizou-se para catalise da reagdo, 6 gotas de morfolina
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dosadas com conta-gotas. A mistura reacional foi submetida a agitacdo mecanica e aquecida
a temperatura de 70*C, por aproximadamente 24 h, ¢ acompanhadas por Cromatografia em
Camada Delgada Analitica. Depois de finalizada a reacdo, observou-se a formacdo de um
produto tnico e o produto de partida completamente consumido.

A separagdao do produto final e da solugdo mae foi realizada pelo processo de
filtragdo através de papel filtro e lavagem com agua destilada. Por conseguinte, o produto
era mantido em capela de exaustdo a temperatura ambiente para secagem até a obtencao de
um pod completamente seco, pesado em balanca de precisdo (BEL Engineering Mark

M214A) para realizar o calculo do rendimento.

4.1.4 Caracteristicas fisico-quimicas e elucidagao estrutural

Apos a sintese dos compostos foi realizado a caracterizacdao fisico-quimica dos
mesmos sendo avaliado: aparéncia, calculo de fator de retengdo (Rf) - por meio de
cromatografia de camada delgada analitica (CCDA)-, faixa de fusdo (F.F)- através do
aparelho Quimis Modelo Q-340M-, rendimento (%), peso molecular (P.M), foérmula
molecular e coeficiente de particao 34 tedrico (log P) através do programa ChemDraw Ultra
12.0. E por ultimo, um dos compostos teve a estrutura elucidada através de espectroscopia
de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono (RMN de 'H ¢ RMN de "°C
DEPT-Q) Varian 400 vamrs 400 MHz (400 MHz para 'H e 100 MHz para ">C) e Brucker
Avance Spectrometer (AC-400 ou AC-500).

4.2 Etapa de avaliacao da atividade antibacteriana dos derivados de acrilamida

4.2.1  Micro-organismos utilizados

Foram utilizadas as seguintes cepas de referéncia: Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) devidamente identificada quanto ao perfil de resisténcia através de normas
padronizadas pelo documento M100-S25 do Clinical and Laboratorial Standards Institute -
CLSI (2016).
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4.2.2 Teste por microdiluigdo

Os testes referentes a atividade antibacteriana dos compostos sintetizados foram
realizados através da técnica de microdiluigdo em caldo de acordo com o protocolo M7-A10
pelo Clinical and Laboratorial Standards Institute (CLSI, 2016), para a determinagdo das
concentragdes inibitérias minimas (CIMs) das bactérias aerdbicas por microdiluicdo em

caldo e diluicdo em agar.

4.2.3 Padronizagdo da suspensdo bacteriana

A suspensao bacteriana foi padronizada a partir de uma cultura em caldo BHI de 24
horas em solucdo salina a 0,9% estéril até atingir turvagdo igual a suspensdo do tubo de
McFarland. Em seguida, foi verificada a leitura em espectrofotometro (Biospectro SP22®)
com comprimento de onda de 625 nm, que resulta em uma concentragio de 1 a 2 x 10°
UFC/mL (corresponde a 0,5 na escala de 35 McFarland). Em seguida, o indculo foi inserido

diretamente nos orificios da microplaca contendo as moléculas testes ja diluidas.

4.2.4 Teste da Avaliagdo Antibacteriana

As concentracdes finais dos derivados de acrilamida variaram entre 1024 a 1pg/mL.
Os testes foram realizados em triplicatas. O meio de cultura utilizado nos testes foi o CMH.
A droga controle utilizada foi a Amicacina e alguns pogos foram reservados para os testes de
esterilidade do meio e controle do crescimento bacteriano.

Os orificios das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com 100 pL de CMH,
com excecao dos pocos referentes a coluna 12 da microplaca, ¢ a partir da coluna 11, foi

realizada a diluicdo seriada da solucdo-teste até a coluna 2, como mostra a figura 8.
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Figura 8 — Microplaca com 96
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Fonte: Desenhado pela antora

Em seguida, foram distribuidos 10 pL das suspensdes dos micro-organismos em cada
orificio das microplacas, com excec¢ao dos pogos G e H da coluna 1, apresentando somente o
meio de cultura para verificagdo da esterilidade do mesmo. A linha G, da coluna 2 até a
coluna 12 foi destinada para o controle negativo do solvente (DMSO) e a linha H, da coluna
2 até a coluna 12, para a droga controle (Amicacina). Na coluna 1, da linha A até a F, foi
realizado o controle da viabilidade do micro-organismo, contendo apenas o CMH e o
inoculo bacteriano.

Ao final de todo o procedimento, as microplacas foram incubadas por 24 horas em
estufa a 36°C. As leituras foram realizadas através da utilizagdo do revelador resazurina a
0,01%. Foram adicionados 20 pL deste revelador em cada orificio das placas, sendo
incubadas por 3 horas. Apds decorrido esse tempo, verificou-se a presenga de cor azul ou
rosa, no qual a cor azul representa auséncia de crescimento e a cor rosa indica o crescimento
bacteriano (PALOMINO et al., 2002).

A resazurina (7-hidroxi-3 H-fenoxazin-3-ona-10-6xido) ¢ considerada o indicador
mais utilizado em condi¢des de redu¢dao em meios de cultura (FUKUSHIMA et al., 2003). O

mecanismo baseia-se na redugdo da resazurina (cor purpura) em resarufina (cor rosea),



35

mostrado na Figura 9. A resazurina tem uma correlacao direta com a quantidade/proliferagao
de organismos vivos, que incluem células bacterianas e até células de mamiferos (O’BRIEN
et al., 2000).

Figura 9 — Reagdo de oxirredugdo da Resazurina
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Fonte: Desenhado pela autora
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Compostos sintetizados e caracterizacao fisico-quimica
Foram sintetizados seis novos compostos derivados de 2-cianoacetamida (Figura 10)
codificados por EE os quais se encontram na Tabela 1 ¢ as caracteristicas fisico-quimicas de

cada um, estdo descritas na Tabela 2.

Figura 10 - Esqueleto molecular geral dos derivados de 2-cianoacetamida

Fonte: Desenhado pela autora

Tabela 1 - Estrutura molecular dos compostos sintetizados e seus respectivos aldeidos
aromaticos utilizados na sintese.
Aldeidos aromaticos Compostos sintetizados

O\\C H (ON c” NH,

Cl Cl H
= CN
Cl Cl

2,6-dicloro-benzaldeido
EEO1: 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil)acrilamida

Og O NH2
cl H
N
cl
cl
2,3-dicloro-benzaldeido cl

EEO02: 2-ciano-3~«2,3-diclorofenil)acrilamida




Cl

Cl

2,4-dicloro-benzaldeido

O~ _NH,
H
= CN
Cl

Cl
EE04: 2-ciano-3+2,4-diclorofenil)acrilamida

“CH,

4-metoxi-benzaldeido

Fonte: Desenhado pela autora

o)
“CH;,

EEO06: 2-ciano-3-(4-metoxifenil)acrilamida
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Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados sintetizados

Compostos Aparéncia/ Rend Rf Faixa de FM PM Log P
Cor (%) fusao (°C) (g/mol)
EEO1 " Branco 68,39 0,87 190-193 CioHsCLN,O 241,07 2,29
(H:A/6:4)
EEO02 Amarelo 74,81 0,85 227-230 CioHsCLN,O 241,07 2,29
(H:A/8:2)
EEO03 Amarelo 0,92 164-166 CoH,CIN,O 206,63 1,74
(H:A/6:4)
EE04 Amarelo 62,17 0, 86 210-213 CioH¢CLN,O 241,07 2,29
(H:A/6:4)
EE05 Amarelo 0,96 168-170  C HN,O 220,65 2,22
(H:A/6:4)
EE06 Amarelo 78,50 0,65 235-237 CiH(N,O, 236,65 1,61
claro (H:A/6:4)

Fonte: Dados da pesquisa
Rend (%): Rendimento; Rf: Fator de Retencdo; FM: Férmula Molecular; PM: Peso Molecular; Log P:

Coeficiente de Parti¢do; H:A: Hexano/Acetato de Etila

Conforme mostrado na Tabela 2, quase todos os compostos apresentaram rendimento
acima de 50%, com excecdo do EE03 e do EEO5 que tiveram um rendimento de 26,87% ¢
28,89% respectivamente, isso demonstra boa viabilidade da rota sintética utilizada. Com
relagdo aos compostos EE03 e EE0S5, o fator que pode ter influenciado no rendimento, pode
ter sido o processo de recristalizagdo em etanol feito para estes compostos. Nesse processo
deve-se levar em considerag@o o fato de que a cristalizagdo direta de um produto de reacao
bruta nem sempre ¢ aconselhavel, ja que certas impurezas podem retardar a velocidade de
recristalizagdo e, em alguns casos, podem mesmo impedir inteiramente a formagdo de
cristais; ademais pode ocorrer perda consideravel de material (MANO; SEABRA, 2002).
Quanto a faixa de fusdo, a variacdo de temperatura para todos os compostos foi de até 3°C.
Os valores ficaram entre 164°C (EE03) a 237°C (EE06).

Quanto ao Log P, os compostos que apresentaram menor lipofilia foram os EE03
(1,74) e EE06 (1,61) sendo os que obtiveram maior solubilidade no DMSO para o teste
bioldgico. Todos os outros compostos apresentaram praticamente o mesmo Log P, entre
2,22 ¢ 2,29. Pode-se observar entdo, que todos os compostos apresentaram Log P <5,

estando de acordo com a regra de Lipinski o que pode indicar um bom perfil de
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biodisponibilidade (BARREIRO; FRAGA, 2005), resultando em um aumento de sua acao
farmacologica.

5.2  Possivel mecanismo de reagao para a série EE

A reagdo de Knoevenagel pertence a classe geral das condensacdes do tipo alddlicas,
catalisadas por bases. A condensacdo de Knoevenagel ¢ uma importante reagdo aplicada em
sintese organica, para o aumento (TIETZE; BEIFUSS, 1991) e funcionalizacdo da cadeia
carbOnica, pois pode introduzir, por exemplo, uma unidade dicarbonilica, que ¢ relevante na
sintese de alguns produtos organicos (NOKAMI et al. 2001).

A reagdo ocorre em trés etapas (Esquema 3): (a) desprotonacdo do composto com
metileno ativo; (b) adicdo do carbanion ao composto carbonilico; (¢) eliminacdo de 4dgua a

partir do intermedidrio aldolico.

Esquema 3 - Mecanismo reacional para obtengdo da série EE
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X N > AN
H 4 'CN H CN H H
o} (I)l 0
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|| I"H /C /C
H. C—NH, H H CN H CN
v ) — [y = D ®)
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R R R/
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H‘(\)\Ck C—NH, H  C—NH,
H CN CN
X - X
| I (©)
L= Vo
R R

Fonte: Desenhado pela autora
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O composto utilizado para a obtengdo dos espectros através das técnicas de RMN 'H

(Figuras 11 e 12) e de RMN °C (Figura 13) foi o EE04, conforme mostrado abaixo.

Figura 11 — Espectro de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) 'H do composto EE04
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EE04: RMN de 'H (400 MHz, § ppm, DMSO): & 8.32 (1H, C=CH, s); 8.10 (1H, NH, s); 7.96 (1H,
NH, s); Aromticos: & 8.03 (1H, d, J= 8,0 Hz, CH), 7.89 (1H, d, CH), 7.68 (1H, dd, J= 8,0 Hz, CH).
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Figura 12 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) 'H do composto EE04
(Sinais ampliados)
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EE04: RMN de 'H (400 MHz, & ppm, DMSO): & 8.32 (1H, C=CH, s); 8.10 (1H, NH, s); 7.96 (1H,
NH, s); Aromaticos: & 8.03 (1H, d, J= 8,0 Hz, CH), 7.89 (1H, d, CH), 7.68 (1H, dd, J= 8,0 Hz, CH).

O composto EE04 teve sua estrutura elucidada por espectroscopia de RMN de 'H e
BC. O espectro de RMN de 'H apresentou sinais caracteristicos como o CH metilénico em
8.32 ppm, sendo este, o primeiro sinal caracteristico da reagdo de condensagdo. Pode-se
observar também, dois sinais largos, um deles em 8.10 ppm e o outro em 7.96 ppm, que
correspondem ao NH da amida devido a possivel formacdo de pontes de hidrogénio destes
sinais com os solventes deuterados. As variacdes de posicdo sdo correspondentes aos
possiveis rotdmeros assumidos pelos dois hidrogénios da fung¢do amida. Observa-se ainda,
os sinais dos hidrogénios aromaticos, como dubletos e duplo-dubletos, demonstrando a
existéncia de trés hidrogénios aromaticos e comprovando assim, a estrutura proposta. Além
desses sinais, pode-se observar um sinal em 3.5 ppm ¢ outro em 2.5 ppm, que correpondem
a agua do solvente e ao DMSO, respectivamente. O sinal em 2.0 ppm € caracteristico de

impurezas na molécula sintetizada.
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Figura 13 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) °C DEPT-Q do composto
EE04
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EE04: RMN de "*C DEPT-Q (100 MHz, 8 ppm, DMSO): 3 CH: 146.39, 131.38, 130.19, 128.61; C:
162.07, 137.45, 135.53, 129.98, 115,84, 111.93.

Conforme pode-se observar, a andlise do RMN °C DEPT-Q, que separa carbonos
primarios e tercidrios dos carbonos secundarios e quaterndrios, apresentou dez sinais
caracteristicos dos carbonos como esperado para a estrutura da molécula proposta, sendo
eles de seis carbonos quaternarios € quatro de carbonos terciarios, comprovando assim, a
existéncia da estrutura proposta.

Devido as analises serem realizadas em universidade parceira, infelizmente ndo
conseguimos em tempo habil a caracterizacdo dos demais compostos da série. Entretanto,
como todas as reacgdes para a obtencdo dos demais compostos seguiram o mesmo padrio,

acreditamos na formagao das estruturas propostas.



43

5.4  Avaliacao antibacteriana

Apos as sinteses e avaliagdes estruturais, os compostos da série EE foram submetidos
a avaliagdo biologica frente as cepas de S. aureus ATCC, de E. coli ATCC e S. aureus
MRSA, a fim de identificar as concentragdes inibitorias minimas de cada composto. Os

valores encontram-se nas Tabelas 3,4, 5 ¢ 6.

Tabela 3 - Concentracdo Inibitéria Minima de derivados de 2-

cianoacetamida frente as cepas de S. aureus ATCC 25923 ¢ E.

coli ATCC 25922.
S. aureus ATCC E. coli ATCC
Compostos
25923 25922
Testados
CIM (pg/ml) CIM (pg/ml)
EEO1 256 ' 64
EE02 512 128
EEO03 128 >1024
EE04 64 >1024
EE05 128 >1024
EE06 512 >1024

Fonte: Dados da pesquisa

Dentre a série de compostos testados (Figura 14) para as cepas de S. aureus ATCC
25923 e E. coli ATCC 25922, pode se observar que a CIM apresentada pela cepa de E. coli
somente apresentou um resultado relevante mediante os compostos EE01 e EE02 cujos
valores encontrados foram 64 pg/ml e 128 pg/ml, o restante dos compostos da série
apresentaram valores acima de 1024 pg/ml. Ja a CIM apresentada pela cepa de S. aureus
teve valores abaixo de 1024 pg/ml para todos os compostos da série, isso pode ser explicado
devido ao fato de a bactéria E. coli ser Gram negativa ¢ a S. aureus ser Gram positiva ,
mostrando que as diferencas nas paredes das células de cada uma influenciam de forma

significativa na atividade dos compostos.
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Figura 14 — Estrutura molecular dos compostos da Série EE
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Fonte: Desenhado pela autora

De acordo com Guimardes et al (2010), as bactérias Gram negativas sdo mais
resistentes a agao dos antibidticos devido a natureza mais complexa da parede celular que os
impedem de cruzar efetivamente esta barreira lipidica. Para ter acesso a célula bacteriana, os
antibioticos devem atravessar a parede celular através dos canais proteicos de porina,
embebidos na estrutura lipidica, que apresentam o interior com caracteristicas hidrofilicas.
Assim, os antibidticos que possuem maior atividade frente as cepas Gram negativas, sdo
aqueles que apresentam grupos ionizdveis em suas estruturas quimicas permitindo que os

mesmos passem por estes canais de porina e alcancem o interior da célula bacteriana.
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Tabela 4 - Concentracdo Inibitéria Minima de derivados de 2-
cianoacetamida frente as cepas de S. aureus ATCC 25923 e S.
aureus resistente a meticilina (MRSA)

S. aureus ATCC S. aureus
Compostos
25923 MRSA
Testados
CIM (pg/ml) CIM (pg/ml)

EEO1 256 64
EE02 512 64
EEO03 128 32
EE04 64 >1024
EEQ5 128 >1024
EE06 512 >1024

Fonte: Dados da pesquisa

O teste realizado para as cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA),
apresentou melhores resultados para os compostos EEO1, EE02 ¢ EE03 quando comparado a
cepa de S. aureus niao resistente. Os compostos EE04, EE05 e EE06 somente apresentaram
atividade significativa perante a cepa de S. aureus ATCC 25923. Como se observa na Tabela
4, a CIM apresentada pela cepa de S. aureus ATCC 25923 para os compostos EEO1, EE02 e
EEO03, foi de 256, 512 e 128 ug/ml, respectivamente, enquanto que a CIM apresentada pela
cepa de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) para os mesmos compostos, foi de 64, 64 ¢
32 pg/ml. Para os compostos EE04, EEO5 e EE06, a CIM apresentada para a cepa de S.
aureus ATCC 25923 foi de 64, 128 e 512 pg/ml, respectivamente.

Os ensaios celulares caracterizam-se pela detecgdo dos efeitos que um composto
apresenta frente ao crescimento celular. Esta triagem baseada na analise do fen6tipo pode ser
informativa acerca de interagdes entre os compostos € o sistema celular submetido no
ensaio, porém ndo ¢ possivel obter nenhuma informacao acerca do mecanismo de agao pelo
qual as substancias atuam, ja que a resposta fenotipica observada pode estar relacionada a
uma grande variedade de alvos responsaveis pelos efeitos biologicos (GAWESKA et al.,
2004).

Segundo Pasin et al (2010), a introdugdo dos halogénios e grupos halogenados em
moléculas organicas confere frequentemente mudangas significativas e uteis em sua

composi¢do quimica, propriedades fisicas e biologicas. Pensando nisso, foi testado a
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presenca do cloro em quatro dos compostos da série, EEO1, EE02 e EEO0O4, estes

dissubstituidos, com exce¢do do EE03, monoclorado (Figura 15).

Figura 15 — Estrutura molecular dos compostos substituidos com o grupo cloro
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Fonte: Desenhado pela autora

Tabela 5 - Concentragao Inibitéria Minima de derivados de 2-cianoacetamida frente
as cepas de S. aureus ATCC 25923, S. aureus resistente a meticilina (MRSA) ¢ E.
coli ATCC 25922.

S. aureus ATCC S. aureus E. coli ATCC
Compostos
25923 MRSA 25922
Testados
CIM (pg/ml) CIM (pg/ml) CIM (pg/ml)
EEO1 256 64 ' 64
EE02 512 64 128
EEO03 128 32 >1024
EE04 64 >1024 >1024

Fonte: Dados da pesquisa

Dentre os testes realizados frente a cepa de S. aureus ATCC conforme observado na
Tabela 5, todos os compostos apresentaram atividade, sendo o composto EE04
dissubstituido em posi¢do orto-para, o que apresentou maior atividade com uma CIM de 64
ug/ml, e levando em consideragdo o seu isomero, o composto EE01, cuja Unica diferenga ¢ a
posi¢do dos halogénios (orto-orto), que apresentou uma reducdo da atividade, apresentando
uma CIM de 256 pg/ml, e ainda o composto EE02 dissubstituido em posi¢ao orto-meta, que
apresentou uma atividade ainda mais reduzida, de 512 pg/ml para a mesma cepa testada,

enfatizando também a importancia da posicdo dos grupos substituintes para a atividade
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proposta. Frente as cepas de S. aureus MRSA e E. coli, os compostos EEO1 e EE02, que sdo
dissubstituidos, apresentaram uma boa atividade (S. aureus MRSA — EEO1: 64 png/ml, EE02:
64 ng/ml; E. coli — EEO1: 64 pg/ml, EE02: 128 pg/ml), ja o composto EE03, monoclorado
em posicdo para do anel benzénico, apresentou o6tima atividade, com uma CIM de 32 pg/ml,
frente a cepa de S. aureus MRSA e nenhuma atividade frente a cepa de E. coli.

Um ponto importante a ser observado em relacdo aos resultados obtidos para a cepa
de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), é que os compostos clorados, EEO1 em posi¢do
orto-orto, EE02 em posi¢cdo orto-meta e EE03 em para, apresentaram uma significativa
atividade, enquanto que o composto EE04, apesar de também ser clorado, ¢ substituido em
orto-para, nao apresentou atividade. O fato de o resultado obtido para o composto EE04
ndo ter seguido o padrdo dos demais compostos clorados, causou uma certa estranheza, o
que pode sugerir uma repeticdo nos testes em perspectivas futuras, para poder validar este
composto frente a cepa testada, e, se possivel, testa-lo ainda, frente outras cepas resistentes.

Ainda frente a cepa de S.aureus MRSA, a presencga do grupo substituinte cloro em
posicdo para, parece favorecer a atividade, isso pode ser confirmado pelo composto EE03
cuja CIM foi de 32 pg/ml. Substituigdes em orto-meta apresentam boa atividade, mas a
substituicdo em orto parece favorecer ainda mais esta atividade frente todas as cepas
testadas, o que pode estar relacionado aos efeitos eletronicos indutivos negativos ou
mesoméricos positivos apresentado por este &tomo.

Também com o intuito de avaliar a importancia da introducdo de grupos doadores de
elétrons na posigdo para, dois compostos foram testados, o EE05 com o grupo substituinte

alquila (-CHj3), e o EE06, com o grupo substituinte metoxi (-OCH3;) (Figura 16).

t 16 — Estrutura molecular dos compostos EE0S5 ¢ EE06

O\\C,NHZ O\\c/ NH,
H H
= CN =~ “CN
Cl Cl
CH 0
’ “CH,
EE05 EE06
Log P=2,22 Log P=1,61

Fonte: Desenhado pela autora
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Tabela 6 - Concentracdo Inibitéria Minima de derivados de 2-cianoacetamida frente
as cepas de S. aureus ATCC 25923, S. aureus resistente a meticilina (MRSA) ¢ E.
coli ATCC 25922.

S. aureus ATCC S. aureus E. coli ATCC
Compostos
25923 MRSA 25922
Testados
CIM (pg/ml) CIM (pg/ml) CIM (pg/ml)
EE05 128 >1024 >1024
EE06 512 >1024 >1024

Fonte: Dados da pesquisa

Dentre os testes realizados frente a cepa de S. aureus, conforme se observa na Tabela
6, verificou-se que o composto EE0Q5 apresentou melhor atividade (128 pg/ml) que o
composto EE06 (512 pg/ml). Este resultado pode estar relacionado a lipofilia do grupo -
OCHj; que ¢ menor que -CH3, uma vez que o log P do composto EE05, em 2,22, ¢ maior
que o log P do composto EE06, em 1,61. O maior log de P também podera favorecer a
atividade dos compostos, isto € o que se observa quando se compara o composto EE05 ao
EEO03, nota-se que o CHj (alquila) ¢ um bioisostero do cloro, e que a susbstitui¢dao do Cl do
EEO03 pelo CH; do EEO5 contribui para a manutengdo da atividade para a cepa de S. aureus
ATCC, enquanto que para a cepa S. aureus MRSA, esta substitui¢do, leva a total perda de
atividade.

Com relagao aos controles realizados no teste por microdiluicao, observou-se o nao
crescimento de bactérias no meio de cultura, confirmando a esterilidade do meio utilizado
para a execucao dos testes; a droga utilizada como controle positivo, inibiu completamente
o crescimento bacteriano, confirmando a viabilidade dos micro-organismos utilizados; o
solvente utilizado para o controle negativo, na concentracao utilizada, mostrou nao inibir o
crescimento bacteriano.

Apesar de alguns dos resultados obtidos precisarem ser repetidos, as moléculas
apresentaram atividade promissora como possiveis agentes antibacterianos, principalmente
devido a inediticidade dos compostos, ndo havendo resultados na literatura para os alvos
propostos, apresentando assim, novos possiveis “scaffolds” para o desenvolvimento de

novos agentes antibacterianos.
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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 satisfatoria,
sendo comprovada pelo rendimento acima de 50%, com exceg¢do dos compostos EE03 e
EEO0S5, do qual se obteve um rendimento de 26, 87% e 28, 89%, respectivamente, podendo
ser justificado pela perda do primeiro no processo de recristalizacdo e pela reatividade do
segundo. A elucidacdo estrutural também comprovou que os compostos sdo, de fato, os
propostos na pesquisa, principalmente pela presenga do CH metilénico.

Com relagdo aos ensaios microbiologicos, todos os compostos apresentaram
atividade significativa para a cepa de S. aureus ATCC 25923 Gram positiva. J4 para a cepa
de E. coli ATCC, Gram negativa, apenas os derivados EE01 e EE02 apresentam boa
atividade, com CIM de 64 pg/ml e 128 pg/ml, respectivamente, mostrando que a atividade
dos diferentes compostos pode ser influenciada pela diferenga na constitui¢do da parede
celular da bactéria.

A melhor atividade apresentada pelos compostos EEO1, EE02, e EE03 mediante a
cepa de S. aureus MRSA frente a cepa sensivel, mostrou que a analise do fenotipo pode ser
informativa acerca da interagdo entre os compostos ¢ o sistema celular submetido no ensaio,
porém sem obter maiores informagdes acerca do mecanismo de agao.

Para a cepa de S. aureus nao resistente, o composto EE04, clorado em posi¢do orfo-
para, apresentou melhor atividade que os seus isomeros de posicdo, o EEOl em posi¢ao
orto-orto ¢ o EE02 em posicdo orfo-meta, mostrando que as posicdes dos grupos
substituintes t€m uma importancia significativa para a atividade.

Para a cepa de S. aureus MRSA, a presenga do grupo substituinte cloro em posi¢ao
para favoreceu a atividade em relacdo as substitui¢des em orfo-meta ou orto, o que pode
estar relacionado aos efeitos eletronicos indutivos negativos ou mesoméricos positivos
apresentado por este atomo. E a ndo atividade apresentada pelo EE04 orto-para substituido,
fugindo do padrdo em relagdo aos demais compostos clorados em posi¢des 0rto e/ou para,
sugere que a repeticao dos testes seja realizada para que o composto seja validado.

A melhor atividade do composto EEO5 frente o composto EE06, para a cepa de S.
aureus sensivel, mostrou que a lipofilia de um grupo substituinte também pode influenciar
na atividade de um composto. Estes resultados validam o planejamento de novos candidatos

a prototipos de fArmacos antibacterianos.
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ANEXO A - ESPECTRO DE RMN 'H DO COMPOSTO EE04
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ANEXO B - ESPECTRO DE RMN "*C DEPT-Q DO COMPOSTO EE04
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