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RESUMO

A resisténcia bacteriana ¢ um dos maiores problemas contemporaneos para a saide mundial, e
contribui para a incidéncia de mortalidade relacionada com as infec¢des por bactérias. Por
conta disso, o desenvolvimento de novos farmacos com atividade antibacteriana € de vital
relevancia para a saude mundial. A abordagem moderna do desenvolvimento de novos
farmacos ¢ feita pelo desenho racional, e as estruturas privilegiadas descritas na literatura
facilitam esse trabalho, contemplando as estruturas quimicas relacionadas com diversas
atividades farmacolégicas. A tiossemicarbazona ¢ uma dessas estruturas, e ¢ frequentemente
associada com atividade antibacteriana, antifingica e antitumoral, sendo muito utilizada em
pesquisas para encontrar novos hits promissores. Foram sintetizadas 4 derivados
tiossemicarbazonicos e 1 derivado tiossemicarbazidico, ambos com potencial atividade
antibacteriana. A sintese foi realizada através de uma via linear em duas etapas. O
intermediario tiossemicarbazidico foi obtido pela reagdo em etanol da tiossemicarbazida com
o fenilisotiocianato em proporgdes equimolares, fornecendo rendimento de mais de 80%. Os
compostos finais foram obtidos pela condensacdo do intermedidrio tiossemicarbazidico com
um benzaldeido substituido em meio etandlico acido. Os rendimentos dos derivados finais
foram todos abaixo de 50 % pela rota sintética utilizada. A espectroscopia de infravermelho
foi feita para avaliar a estrutura quimica e a ocorréncia da reagdo. Os testes antibacterianos
foram conduzidos no LaRMiCC, pelo método da microdiluicio em caldo. As bactérias
testadas foram cepas de Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC
25923. Nenhum dos compostos sintetizados apresentou concentragao inibitdria minima menor
do que 1024 ng/ml, provavelmente por conta da baixa solubilidade dos compostos no meio

testado e na solugao teste.

Palavras-chaves: Desenvolvimento de Farmacos, Tiossemicarbazonas e Tiossemicarbazidas,

Atividade Antimicrobiana.



ABSTRACT

The inscidence of bacterial resistance is one of the biggests currently problems for the human
health, and contributes to the elevated rates of mortality involved with bacterial infections.
Because of that and of other factors, the development of new drugs with potential antibacterial
activity is of vitally importance for the human health worldwide. The modern approach to the
development of new drugs is made through the rational design, and the privilegiated
structures makes this works easier, because they contemplate structures with a range of
pharmacological activities. The thiosemicarbazone is one of that structures and is frequently
associated with antibacterial, antitumoral and antifungal activities, being largely utilized in
researches to find new promising hits. It were sinthesized 4 thiosemicarbazone derivatives,
and 1 thiosemicarbazide derivative, both with potential antibacterial activity. The synthesis
was made by a linear method of two steps. The thiosemicarbazide intermediated was obtained
from the reaction of thiosemicarbazide with phenylisothiocianate, in ethanol with yields
higher than 80%. The final compounds were obtained by the condensation of the
intermediated thiosemicarbazide with diferents sustituted benzaldehydes in acidic ethanol.
The yields of final compounds were all below of 50%, being necessary a new synthetic way
of synthesis. The infrared spectroscopy was made for the evaluation of the chemical structure
and the chemical reaction it self. The antibacterial assays were made in the LaRMiCC,
through the method of microdilution. The bacterial tested were Escherichia coli ATCC 25922
and Staphylococcus aureus ATCC 25923. None of the synthesized compounds displayed
minimum inhibitory concentration lower than 1024 pg/ml, probably because of the low

solubility of the compounds in the test solution.

Keywords: Drugs development, Thiosemicarbazones and Thiosemicarbazides, Antibacterial

activity
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1 INTRODUCAO

Desde tempos remotos da sociedade que os homens tentam combater as diversas
patologias que os acometem. Os primeiros registros de tratamento fitoterdpico datam de 3.000
a.C. pelos chineses e, até o advento da sintese organica, os produtos obtidos de origem natural

foram os protagonistas no combate dessas patologias (BIANCOLLI, 2010).

No ano de 1828 o alemao Friedrich Wohler sintetizou a ureia, que foi o primeiro
composto organico sintetizado da historia. Esse evento deu surgimento a um novo segmento
para a quimica, a sintese organica. Foi com esse conhecimento em maos que o quimico
alemdo Felix Hoffman sintetizou o 4cido acetil salicilico em 1897, considerado o primeiro
farmaco sintético empregado na terapéutica. Desde entdo os farmacos de origem sintética
dominam o mercado de medicamentos, € no ano de 1991, aproximadamente 75% dos

farmacos comercializados eram derivados sintéticos (MENEGATTI et al., 2001).

Atualmente a sintese de farmacos ¢ um segmento de extrema importancia na quimica
medicinal, uma area interdisciplinar que engloba diversos conhecimentos de ciéncias exatas,
biologicas e da satide. Segundo Montanari (1999), a quimica medicinal ¢ definida como uma
ciéncia trans-, multi- e interdisciplinar que se utiliza de areas como biofisica, biologia
molecular, bioquimica, quimica orgéanica, e farmacologia, com o objetivo de produzir um

novo farmaco que seja eficiente, seguro e de baixa toxicidade.

Muito da quimica medicinal se concentra no estudo das estruturas privilegiadas,
definidas como a subunidade minima de um composto que ¢ capaz de interagir com um ou
mais biorreceptores € modular suas atividades (DUARTE, 2006). A tiossemicarbazida (figura
1) ¢ uma dessas estruturas, ¢ ¢ muito estudada em quimica medicinal devido as suas
propriedades antibacterianas, antivirais, antitumorais entre outras (CIHAN-USTUNDAG et

al., 2016)

Figura 1: Estrutura quimica da tiossemicarbazida

S
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Fonte: dados da pesquisa, 2018

A escolha de uma doenca a ser tratada ¢ a primeira etapa para o desenvolvimento e

introducao de um medicamento no mercado, ¢ deve ser feita de maneira criteriosa, avaliando
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a importancia clinica, a necessidade, e as consideragdes socioecondmicas que estdo
envolvidas com essa patologia. A morbimortalidade de uma patologia deve ser um dos

critérios mais importantes a ser considerado nessa etapa (GRAHAM, 2013).

No mundo moderno esta sendo observado um aumento de mortalidade relacionada a
infeccdes bacterianas por bactérias multirresistentes (MDR). Isso se deve principalmente pela

auséncia de farmacos eficazes para combater tais infecgdes (ROLAIN et al, 2016).

Segundo Rolain et al (2016), j& existem cepas de bactérias em varios paises da Europa
que se tornaram multirresistentes a grande maioria dos antibidticos atualmente disponiveis.
Uma cepa de Klebsiella pneumoniae ja demonstra resisténcia a todos os carbapenémicos, €
algumas cepas de E.coli demonstram resisténcia a mais trés ou quatro classes de antibioticos,

como cefalosporina, aminoglicosideos e penicilinas.

Apesar do grande beneficio a satide populacional que os antibidticos proporcionaram,
existem muitos problemas associados com o seu uso clinico. Os principais contratempos com
a utilizacdo desses farmacos sdo os efeitos colaterais ¢ a auséncia de eficacia devido a
resisténcia bacteriana. Absolutamente todos os antibioticos atualmente disponiveis ja foram
identificados como ineficazes em pelo menos uma cepa resistente de bactéria, e além da
Klebsiella pneumoniae, ja foram identificadas cepas do género Enterobacteriaceae que sao
multirresistentes devido a producdo de uma p-/actamase de amplo espectro de atividade

(ROLAIN et al., 2016)

Com o objetivo de inserir um medicamento no mercado, as industrias farmacéuticas,
as universidades e os grandes centros de pesquisa investem anos de esfor¢os e bilhdes de
dolares na pesquisa de farmacos. Segundo Katzung (2012), atualmente os pesquisadores
levam entre 10 e 15 anos em média para conseguir colocar um medicamento no mercado.
Esse tempo ¢ justificado pela grande quantidade de estudos necessarios para o

desenvolvimento do medicamento.

Apesar de todos os estudos despendidos nesses medicamentos, ocorrem muitos casos
de toxicidade que sdo observados somente apos sua comercializagdo, sendo necessaria a
retirada do medicamento do mercado ou ter seu uso restrito em diversos paises. Alguns dos
exemplos mais conhecidos sdo o grepafloxacino € o temafloxacino. Tendo isso em vista, fica

evidente a importancia da realizagdo efetiva dos testes de toxicidade (FERREIRA, 2009).
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O teste de atividade hemolitica ¢ uma avaliacdo prévia da toxicidade do farmaco, de
modo que funciona como uma triagem entre moléculas (CARVALHO et al, 2012). Esse ¢ um
teste in vitro para avaliagdo de citotoxicidade membranar, e sua analise ¢ essencial durante a

avaliacdo toxicologica da molécula, sendo um dos testes mais empregados com essa
finalidade (MOE et al., 2003)
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Sintetizar, caracterizar e avaliar o perfil antibacteriano e hemolitico de derivados

sintéticos tiossemicarbazonicos.
2.2 Objetivos especificos

a) Sintetizar os derivados tiossemicarbazonicos;

b) Verificar suas propriedades fisico-quimicas;

c) Awvaliar a estrutura quimica dos derivados tiossemicarbazonicos por espectroscopia de
infravermelho;

d) Quantificar a citotoxicidade hemolitica dos derivados tiossemicarbazonicos;

e) Verificar a atividade antibacteriana em cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia

coli.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Segundo Lima (2007), a quimica medicinal € a ciéncia que estuda em escala molecular
a acdo dos farmacos no organismo, enfatizando a importancia de cada grupo funcional e o
modo como eles interagem com o alvo farmacologico. Cabe também a quimica medicinal o
planejamento, desenvolvimento, a caracterizacdo e a obtengao novas moléculas com potencial
atividade biologica. Com foco nesses objetivos os quimicos medicinais dispdem de uma
variedade de meios e estratégias que facilitam as suas pesquisas.

Segundo a IUPAC, a quimica medicinal ¢ uma disciplina baseada na quimica, e
também envolve aspectos de ciéncias biologicas, médicas e farmacéuticas. A quimica
medicinal lida com a invencdo, a descoberta, o desenho, a identificagdo e a preparacdo de
moléculas biologicamente ativas, a interpretacdo do seu modo de agdo em nivel molecular, a
construgdo das relagdes estrutura-atividade e o estudo do seu metabolismo (BARREIRO,
2009)

3.1 Planejamento e modificacdo molecular

Em descri¢ao simplificada, o processo de desenvolvimento de um novo medicamento
divide-se em quatro etapas: estudos /n-vitro; testes em animais; testes clinicos e
comercializacdo (KATZUNG, 2012). O trabalho do quimico medicinal se concentra
especialmente na primeira etapa, que se destaca principalmente pelo desenvolvimento do
principio ativo. O desenvolvimento caracteriza-se, entre outros aspectos, pelo planejamento e
a otimiza¢do da molécula candidata a farmaco. Essa etapa se inicia com a escolha de uma
doenga, seguido da selecao de um alvo biomolecular que esteja relacionado com essa doenga,
e o estudo de uma molécula promissora que seja capaz de interagir com esse alvo, causando

efeitos direcionados a erradicacdo da patologia (PATRICK, 2013).

Estratégias modernas de planejamento molecular baseiam-se na identificacdo de uma
biomolécula alvo, que pode ou ndo ter a sua estrutura tridimensional conhecida. As
ferramentas tecnologicas como programas computacionais facilitam o planejamento num
processo conhecido como Computer-aided Drug Design (CADD). Nesse caso, a interagdo do
farmaco com o alvo pode ser visualizada tridimensionalmente, além da possibilidade de serem
desenvolvidos estudos mais complexos de interacdo farmaco-receptor, tal como estudo de

docking (GUIDO et al, 2013).

A elei¢do do alvo farmacologico ¢ uma etapa crucial, e Barreiro (2009) a definiu como

uma das mais importantes para a descoberta de um farmaco através da abordagem fisiologica
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(figura 2). Essa ¢ a abordagem moderna de descoberta de novos farmacos, que baseia o

desenvolvimento do farmaco a partir do alvo terapéutico.

Figura 2: Etapas para a descoberta de novos farmacos segundo a abordagem fisiologica

Inovacdo farmacologica
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Fonte: (BARREIRO, 2009)

Algumas moléculas que estdo presentes no mercado, ou descritas na literatura também
podem ser utilizadas como um ponto de partida para a descoberta de um novo farmaco. Essa ¢
uma estratégia comum de descoberta de um composto fead — uma molécula que possui
atividade farmacologica desejada e que sera utilizada para o desenho molecular —, conhecida
como farmacophore-based drug design (FBDD). Os farmacos desenvolvidos dessa maneira
podem ter propriedades farmacologicas semelhantes aos do composto de referéncia, e serdo
chamados de Me too. Alternativamente, o farmaco novo também pode apresentar-se com
melhor potencia, seletividade e eficacia do que o composto de referéncia, e nesse caso serao
chamados de Me better (PATRICK, 2013).

Outra estratégia de desenvolvimento comum, denominada /igant-based drug design
(LBDD), consiste no desenvolvimento do farmaco tendo uma molécula enddgena como
referéncia. Um exemplo classico foi o desenvolvimento do isoproterenol, um medicamento
simpatomimético seletivo para [-adrenoceptores, utilizado no tratamento de asma e
bradicardia (figura 3). No caso do isoproterenol, a molécula enddogena tomada como

referéncia foi a adrenalina, modificando somente o grupamento N-metil, substituindo-o por
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um grupamento isopropil que impede a interacdo do farmaco com receptores a-adrenérgicos
(BIAGGIONI; ROBERTSON, 2014).

Figura 3. Planejamento do isoproterenol a partir de um composto endogeno

isoprenalina adrenalina
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Fonte: (BIAGGIONI; ROBERTSON, 2014).

O planejamento do firmaco se baseia em ferramentas para a identificacdo de um
composto hit ou ligante, que pode ser otimizado por estratégias de modificacdo molecular. Os
hits sdo moléculas promissoras que demonstram afinidade por determinado alvo
farmacologico. Existem uma variedade de estratégias de modificagdo molecular, que sdo
feitas com o objetivo de otimizar a molécula em estudo para alcancar as propriedades
farmacocinéticas e farmacodindmicas ideais que um fiarmaco necessita (BARREIRO;

FRAGA, 2014).

Caso a estrutura tridimensional do alvo farmacologico seja conhecida, pode-se
encontrar ou desenvolver o hit com base na estratégia de Structure-Based Drug Design
(SBDD). Desenvolvimento através de LBDD, SBDD, triagem virtual dentre outros, sdo
métodos comuns de sele¢do de um composto hit (GUIDO et al, 2013).

3.1.1 Desenho Racional

O desenho racional de farmacos implica em um planejamento extremamente

minucioso de uma molécula bioativa a qual é conhecido a estrutura do alvo farmacologico

onde o farmaco ligar-se-a (KATZUNG, 2012).

O desenho racional de farmacos requer uma série de estudos, ¢ um banco de dados
disponivel com vérias moléculas, proteinas e suas representagdes estruturais em trés
dimensdes. O banco de dados ¢ de extrema importancia para facilitar os estudos requeridos,
pois o desenvolvimento do farmaco é feito a partir da estrutura quimica conhecida do alvo

farmacologico ao qual o farmaco devera se ligar. Os bancos de dados contém uma grande
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quantidade de biomoléculas, com estrutura quimica tridimensional definida por métodos
espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear (RMN) e difracdo de raios X, que podem
servir de alvos bioldgicos para novos farmacos. Sabendo a doenga destinada para o novo
farmaco, esse banco de dados deve ser consultado, e um alvo farmacologico que esteja
relacionado com a doenca serd escolhido. Com a estrutura do alvo em maos, a estrutura
quimica do farmaco comecara a ser planejada de modo a se ligar no sitio ativo deste alvo
(MANDAL et al., 2009).

Uma vez que o alvo farmacologico foi identificado, o desenho racional do farmaco
devera seguir diversos aspectos, como avaliacdo da afinidade pelo alvo, hidrofilia/lipofilia,
absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excre¢do (ADME), possiveis reagdes de ataque
nucleofilico e eletrofilico, toxicidade da molécula e de todos os metabdlitos possiveis e a

relacdo estrutura-atividade quantitativa (QSAR).

O desenho racional de farmacos ¢ feito por muitos grupos de pesquisa. A grande
quantidade de estudos complexos como Docking e QSAR, além de equipamentos de alto
custo financeiro e programas computacionais necessarios para esse tipo de pesquisa,
constituem um grande impecilio para o desenho racional de farmacos. A compensagdo de
tanto investimento vem de uma vasta compreensdo a respeito todas as propriedades quimicas
e farmacologicas do novo farmaco em estudo (NASCIUTTI, 2012).

3.2 Estratégias de modificacao molecular

Apobs o composto hit ter tido sua estrutura quimica elucidada, bem como a validagio
de sua atividade farmacologica, segue as etapas de modificagdo molecular e determinagao da
relacdo estrutura-atividade (SAR). Essas etapas sdo feitas com base em estratégias
desenvolvidas pela quimica medicinal para o desenho racional de fArmacos. Como exemplo,
tem-se a hibridacdo molecular, o bioisosterismo, a simplificacdo molecular e a restri¢ao
conformacional (SILVA, 2012).

3.2.1 Bioisosterismo

O conceito de bioisosterismo foi dado em meados de 1950 para aquelas moléculas que
se encaixavam na definicdo de isosteros e que possuiam propriedades fisico-quimicas de
efeitos biologicos semelhantes. Em 1970 essa defini¢ao foi ampliada por Alfred Burger em
bioisosterismo classico e bioisosterismo nao classico, que diferem no aspecto de que os

grupamentos bioisosteros nao cldssicos nao necessitam ter a mesma quantidade de elétrons de
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valéncia, mas necessitam de ter as mesmas propriedades de afinidade ao receptor e efeitos

farmacologicos semelhantes (BHATIA et al., 2011).

Bioisosterismo ¢ uma das principais estratégias de modificacdo molecular em desenho
racional de farmacos. Utilizada com o objetivo de melhorar a atividade farmacologica,
aspectos farmacocinéticos, interagdo com o alvo e também com viés de reduzir a toxicidade
do composto fead. E importante que, para o bioisosterismo ser feito, deve-se ter em mente o
conhecimento total da estrutura da molécula, de todos os seus grupamentos farmacoforicos,
das propriedades fisico-quimicas e das possiveis vias de metabolismo do composto estudado
(LIMA; BARREIRO, 2005).

Ambos os biososterismos classicos e ndo classicos sdo igualmente importantes em
modificagdo molecular, sendo que qualquer substituicdo bioisostérica deve ser realizada
cuidadosamente tendo diversos parametros em mente, como: o tamanho, o volume e a
distribui¢do eletronica dos atomos; a solubilidade do composto lead; a reatividade dos grupos
funcionais que estdo sendo adicionados, de modo a prever novos caminhos metabolicos; e os

fatores conformacionais do grupamento bioisostero adicionado (LIMA; BARREIRO, 2005).

Um exemplo de bioisosterismo foi o desenvolvimento da molécula LASSBio-1524
(figura 4), que ¢ um inibidor da quinase de kappa B (IKK-fB), uma quinase envolvida na

transcricdo de fatores relacionados a desenvolvimento de tumores e inflamacdes (SILVA,

2012).
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Figura 4. Modificagdo molecular por bioisosterismo
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Fonte: (Silva, 2012).

No exemplo do LASSBio-1524, existe uma relagdo bioisostérica classica entre os
anéis aromaticos benzeno, piridina e furano representados em verde. A auséncia da relacdo
bioisostérica cldssica entre os substintuintes nitro e acido carboxilico ¢ justificada pela
natureza acida do segundo, a qual estd ausente no primeiro (SILVA, 2012).

3.2.2 Simplificacao molecular

A simplificagdo molecular ¢ uma das principais estratégias de modificagdo molecular
em quimica medicinal. Consiste na diminui¢do da estrutura molecular de moléculas
estruturalmente complexas, com objetivo de facilitar a obtengdo das mesmas por sintese
organica, a0 mesmo tempo em que se mantem ou aumenta-se a atividade farmacolodgica do

composto (GARCIA et al, 2010).

Um exemplo classico da aplicacdo da simplificacdo molecular foi a obtengdo das 4-
fenilpiperidinas, representados pela petidina, ¢ mefloquina, tendo os compostos naturais
morfina e quinina — respectivamente — como prototipos (esquema 1). Durante o planejamento
molecular da simplificagdo, ¢ de extrema importancia que sejam previstos os possiveis
metabolitos da nova molécula, bem como todos os grupos toxicoféricos formados no

processo. A descoberta de grupos funcionais eletrofilicos por exemplo devem ser avaliadas
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cuidadosamente, pois sdo potencialmente toxicos por conta da possivel formacdo de
metabolitos epoxilados e outros bionucledfilos (BARREIRO, 2002).
Esquema 1. Simplificagdo molecular
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Fonte: adaptado de Barreiro, 2012.

Uma vez que os grupamentos farmacoforicos de uma molécula tenham sido
identificados por estudos de SAR, os demais grupamentos podem frequentemente ser retirados
sem perda significativa de atividade. A simplificacdo engloba a abertura ou a retirada de anéis
complexos, bem como a retirada de centros quirais. A eliminagdo dos centros quirais € de
extrema importancia para a obtengdo sintética do composto de interesse farmacolodgico, tendo
em vista que geralmente apenas um dos enantidmeros ¢ dotado da atividade biologica

desejada (PATRICK, 2013).

A simplificacdo molecular fornece a vantagem da obtengdo de uma molécula
estruturalmente menos complexa e com retencao da atividade farmacologica do composto
prototipo, o que facilita a sua sintese em laboratorio. No entanto, a simplificagdo exagerada
também pode trazer desvantagens. Geralmente as moléculas pequenas e lineares que podem
ser obtidas pela simplificacdo possuem um grande numero de conformeros, aumentando a
possibilidade desses farmacos interagirem com outros receptores ¢ possivelmente demonstrar

efeitos colaterais (ABRAHAM, 2003).
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3.2.3 Restricao conformacional

Moléculas que possuem ligacdes simples entre seus dtomos sao passiveis de apresentar
rotagdes entre suas ligagdes. Essas rotagdes fornecem uma certa flexibilidade para o farmaco
e possibilitam uma variedade de conformagdes moleculares na qual apenas algumas detém a
capacidade de se ligar ao receptor e exercer efeito bioldgico desejado, enquanto outras podem
ser inativas, ou apresentar um efeito colateral indesejado. As diferentes conformacdes do
farmaco o tornam capaz de interagir com outros receptores biologicos, que desencadeia esses
efeitos colaterais (SOLOMONS, 2008).

A rigidificagdo da estrutura molecular baseia-se em adicionar grupamentos que
impedem a mudanca de conformagdo da molécula, restringindo-a na conformagao ativa, que ¢
a conformagdo na qual o farmaco se liga ao alvo farmacologico desejado (esquema 2). Essa
restricdo pode ser feita por diferentes modificagdes estruturais, como adi¢do de um anel, de
uma ligacdo dupla, ou de um grupo funcional rigido como amida. Além de diminuir a
quantidade de conformeros possiveis, e consequentemente diminuir a possibilidade de efeitos
colaterais, a rigidificagdo da molécula deixa-a mais prontamente passivel de se ligar ao
receptor desejado (PATRICK, 2013).

Esquema 2. Restrigdo conformacional
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Fonte: Dados da pesquisa, 2018.
3.2.4 Hibridacao molecular

A hibridacdo molecular consiste em juntar dois ou mais grupamentos farmacoforicos
de compostos ativos (esquema 3). Essa estratégia foi predominante por muito tempo no
desenvolvimento de fArmacos multialvo, que sdo aqueles que interagem com mais de um alvo
biologico. Geralmente ¢ desejavel que um farmaco seja seletivo para um receptor. No entanto,
a interacdo mutua com mais de um alvo tem suas vantagens em casos especificos (SILVA,
2012).
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Esquema 3. Hibridacdo molecular
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A grande maioria dos farmacos atualmente disponiveis no mercado foram produzidos
com a utilizacdo das estratégias de desenvolvimento e de modificacdo descritas acima, como
o captopril, procaina, benzodiazepinicos e outros. Neste sentido, ¢ imprescindivel para o
planejamento racional de novos farmacos que o quimico farmacéutico medicinal tenha em
mente as ferramentas que essa ciéncia fornece para essa atividade (DALE, 2007,
WERMUTH, 2008).

3.3 Tiossemicarbazida e Tiossemicarbazonas

A importancia da tiossemicarbazida e tiossemicarbazonas como estruturas
privilegiadas para o desenvolvimento de novos farmacos fica evidente quando se tem em
mente a variedade de atividades que essas estruturas detém. Segundo He et al. (2012), a
tiossemicarbazida (figura 5) de estrutura molecular CHsN3S demonstra uma diversidade de
atividades farmacologicas significantes, como antitumoral, fungicida, bactericida, anti-
inflamatoria e antiviral (CIHAN-USTUNDAG et al., 2016).

Figura 5. Estrutura quimica da tiossemicarbazida(1) e tiossemicarbazona (2)
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Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

As tiossemicarbazidas e tiossemicarbazonas também possuem uma variedade de
aplicagdes nao biologicas, como aplicagcdes sintéticas, propriedades anticorrosivas e

capacidade de formar complexos metalicos (SILVA, 2008).
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Uma das principais aplicacOes sintéticas das tiossemicarbazidas e tiossemicarbazonas
¢ a obtencdao de ditiazolidinas, tiazolidinonas e triazina (esquema 4), que sdo outras
importantes estruturas privilegiadas utilizadas em quimica medicinal (CAVALCANTE et al.,
1999; TENORIO, 2005; CARLOS, 2011)

Esquema 4: aplicagdes sintéticas da tiossemicarbazida
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23

Segundo o trabalho realizado por Machado (2010), a tiossemicarbazida ¢ uma
estrutura linear do anel heterociclico tiodiazol, e pode ser sintetizada facilmente e com
rendimentos satisfatorios pela reducdo do grupamento imina da molécula tiossemicarbazona.
De forma alternativa, a tiossemicarbazona também pode ser obtida pela oxidagdo da

tiossemicarbazona (esquema 5).

Esquema 5. Sintese de derivados tiossemicarbazidicos através da tiossemicarbazona
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Fonte: adaptado de Machado, 2010.

Durante a incidéncia da Variola o farmaco metisazona (figura 6) que contém o
esqueleto tiossemicarbazona, foi muito utilizado para prevencdo de uma das principais
doencas infectocontagiosas causada por virus que a humanidade ja enfrentou, sendo efetivo

contra muitos virus de DNA e RNA (CIHAN-USTUNDAG et al., 2016).

Figura 6: estrutura quimica da metisazona
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Outro método de obtengao de tiossemicarbazida ¢ através da reagao de isotiocianatos
com hidrato de hidrazina (esquema 6) em tetrahidrofurano (THF). Essa reacdo ¢

extremamente eficiente, fornecendo rendimentos entre 70 ¢ 90% (TENORIO, 2005).
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Esquema 6: obtengao de derivados tiossemicarbazidicos
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Fonte: adaptado de Tenorio, 2005.

Devido a deslocalizagdo eletronica dos derivados tiossemicarbazidicos e
tiossemicarbazonas, esses compostos podem existir em equilibrio tautomérico na forma de
tiona ou tiol (esquema 7). A estrutura predominante pode ser facilmente demonstrada por
espectroscopia de infravermelho. O aparecimento de uma banda intensa na regido entre 2600
e 2500 cm™ sugere que a forma de tiol ¢ a predominante, enquanto uma banda na regido entre

1200 e 1000 cm™ indica a prevaléncia da forma tiona (TENORIO, 2005).

Esquema 7: equilibrio tautomérico das tiossemicarbazonas.
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Fonte: adaptado de Tendrio, 2005.
3.3.1 Atividade bioldgica dos derivados tiossemicarbazidicos e tiossemicarbazonicos.

Pishawikar e More (2017) realizaram a sintese de uma série de derivados
tiossemicarbazonicos associados a bases de Mannich, e estudaram suas atividades
antifingicas em Candida albicans. O estudo de docking demonstrou que o enxofre do grupo
tiocarbonila da tiossemicarbazona interage e bloqueia a enzima lanesterol a-desmetilase
através de interagoes de Van der Walls com os aminoacidos da enzima. Desta forma, a fungao
tiocarbonila ¢ um grupamento importante para a atividade antifingica das tiossemicarbazidas
¢ tiossemicarbazonas. A enzima lanesterol a-desmetilase ¢ essencial para a viabilidade de C.
albicans, e participa em uma das etapas da sintese do ergosterol, um componente muito

importante da membrana celular de fungos (PISHAWIKAR; MORE, 2017).
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Segundo o trabalho de Machado (2010) que realizou testes antimicrobianos de
derivados tiossemicarbazidicos em Mycobacterium tuberculosis, foi constatado que a
substituicdo do hidrogénio no dtomo de nitrogénio destacado em vermelho na figura 7 causa
perda considerdvel de atividade, com um decréscimo para mais de 250 pg/mL de
concentragdo inibitoria minima (CIMsg). Esse estudo de relagdo estrutura atividade implica
que o grupamento N-H da tiossemicarbazida ¢ de essencial importancia para a manutencdo da
atividade antibacteriana desses compostos.

Figura 7. Fungdo amina que evidencia a atividade antimicrobiana da tiossemicarbazida
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Fonte: Adaptado de Machado, 2010.

J4 no estudo realizado por Cihan-Ustiindag et al (2016) foi avaliada a atividade
antiviral de derivados tiossemicarbazidicos para sete tipos de virus, bem como os estudos de
relacdo estrutura-atividade dos compostos sintetizados. De forma semelhante ao exemplo
anterior, os pesquisadores demonstraram a importancia da manutencdo da funcdo N-H do
esqueleto tiossemicarbazidico, visto que a ciclizagdo ou a adi¢do de grupamentos volumosos
no nitrogénio retira completamente a atividade antiviral dos derivados para todos os virus
testados (esquema 8).

Esquema 8. Substitui¢do da fungdo tioamida com perda da atividade
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Fonte: Adaptado de Cihan-Ustiindag et al, 2016

A pesquisa de Mavrova et al (2016) foi responsavel por sintetizar uma série de
compostos derivados tiossemicarbazidicos e demonstrou a importancia da fungao tioamida da
tiossemicarbazida para atividade antitumoral através do estudo de Docking (figura 8). A

ligacdo N-H livre fornece um hidrogénio que ¢ capaz fazer ligacdo de hidrogénio com um
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residuo de treonina livre na proteina B-raf que contribui para a sua inibi¢do, uma proteina
essencial para a sobrevivéncia de células tumorais que transmitem sinais de multiplicacdo
celular MAVROVA et al, 2016)

Figura 8. Interacdo farmaco-receptor entre os derivados de Mavrova (2016) com proteina B-

raf

Fonte: Mavrova et al (2016)
3.4 Toxicidade de farmacos

Para a liberagdo de um novo medicamento no mercado, as industrias farmacéuticas
nao poupam esfor¢cos. Em média o custo desse processo ¢ de aproximadamente 1,7 bilhdes de
dolares e de dez a quinze anos de pesquisa para desenvolver um medicamento seguro e eficaz

(GUENGERICH, 2016).

A pesquisa inicia-se com mais de 10 mil moléculas que sdo potenciais hits
promissores, € ao final apenas um farmaco se torna medicamento. Um dos maiores problemas
para o desenvolvimento de fArmacos ¢ a potencial toxicidade dessas moléculas para os seres
humanos. Aproximadamente um terco dos hits promissores sdo deixados de lado por questdes
de toxicidade, sendo muito dispendioso o investimento de tempo e de dinheiro no estudo
desses compostos. Sabendo disso, ¢ de extrema importancia que os efeitos toxicos dos
farmacos em estudo sejam identificados o quanto antes. Caso a toxicidade seja identificada
muito tardiamente na pesquisa, a empresa gastara muito tempo e dinheiro em um composto
que ndo se tornara medicamento, € caso ndo seja encontrada durante a pesquisa as

consequéncias podem ser muito piores (GUENGERICH, 2016).
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A possibilidade de um farmaco causar mais prejuizo do que efeitos benéficos para o
organismo depende de diversos fatores, como idade e predisposi¢do genética a efeitos
adversos. A toxicidade pode ser desencadeada por diversos mecanismos, que sdo divididos
com base em paradigmas gerais em: efeitos adversos sobre o alvo; efeitos colaterais
indesejados; producdo de metabolitos toxicos; resposta idiossincrasicas; producdo de resposta
imune prejudicial (TANIGUCHI et al., 2009).

A produgdo de resposta imune ¢ um problema grave, pois a toxicidade do farmaco ¢
independente da dose — um fendmeno conhecido por hipersensibilidade — e qualquer
concentragdo do farmaco na corrente sanguinea desencadeara a toxicidade. Essa resposta
torna-se de particular importancia quando o farmaco interage com um receptor alvo no
eritrocito. Nesse caso, se os anticorpos do paciente forem capazes de se ligar ao complexo
farmaco-receptor no eritrocito, o anticorpo pode ativar mediadores para destruir a célula, ou o
sistema imune do paciente pode recrutar os fagocitos com o objetivo de destruir a célula
sanguinea causando hemolise (TANIGUCHI et al., 2009).

3.5 Teste de citotoxicidade por hemolise — Red Blood Cell (RBC) Assay

Sabendo que a grande maioria dos farmacos sao distribuidos pela corrente sanguinea,
¢ de extrema importancia que o farmaco em estudo seja completamente desprovido de

atividade hemolitica.

O ensaio de citotoxicidade por hemolise permite quantificar por meio de
espectrofotometria a toxicidade de farmacos e de outras substancias mediante a membrana
celular das células vermelhas, baseando-se na lise e liberacdo de hemoglobinas e na
desnaturacdo proteica das proteinas dos eritrocitos. A relagdo entre hemolise e a danificagao
das proteinas celulares sdo detectadas com base na mudanca de absor¢do das oxiemoglobinas,

indicador de ambos os processos (ABREU, 2008).
3.6 Bactérias e suas classificacoes

As bactérias podem ser classificadas de acordo com diversas caracteristicas, duas das
mais importantes classificagdes sdo dadas de acordo com suas capacidades de causar doenga,
e de acordo com a estrutura da parede celular. No primeiro aspecto, as bactérias sdo
classificadas em patogénicas ou saprofilas. No segundo, sdo classificadas em Gram-positivas
ou Gram-negativas (SANTOS, 2017).
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A principal diferenca entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas estd nas suas
paredes celulares. A parede celular ¢ uma camada que se localiza fora da membrana celular
bacteriana, e ¢ uma estrutura de muita importancia para a viabilidade bacteriana, responsavel
por manter o formato da célula, impedir o rompimento celular por lise osmética dentre outros.
As designagdes Gram-positivas € Gram-negativas sdo dadas de acordo com a capacidade da
bactéria de reter a coloracdo de gram, que por sua vez depende da estrutura da parede celular
(BROWN, 2016).

As paredes celulares de bactérias Gram-positivas possuem uma Unica € espessa
camada de peptidioglicano. O peptideoglicano ¢ formado por vérias subunidades, em que
cada subunidade contem dois tipos de agucares: N-acetilglicosamina (NAG) e acido N-
acetilmuramico (NAM), e diferentes tipos de aminoacidos (figura 9). J& nas bactérias Gram-
negativas a camada de peptideoglicano ¢ mais delgada, e se localiza no meio do espago
periplasmatico, que corresponde ao espaco entre a membrana celular interna e a membrana
celular externa. A parede celular das Gram-negativas s3o muito mais complexas, e geralmente

sdo mais resistentes as agcdes dos antibioticos do que as Gram-positivas (ALBERTS, 2010).

Figura 9: Estrutura das paredes celulares de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

acido ipotecdice  acido tecomo

L
perplasmice !
m# 7 1 """"l" -'l.'-‘-'l'-‘:""
#.. s, =
Gram-negativo Gram-positivo

Fonte: http://www.klimanaturali.org/

3.6.1 Epidemiologia e resisténcia bacteriana

Ha muito tempo que as infec¢Oes bacterianas correspondem a um dos maiores
problemas de saide em todo mundo. Dentre essas, aquelas que afetam diretamente a corrente
sanguinea (ICS) destacam-se entre as demais, por causa do seu alto indice de

morbimortalidade. Os microorganismos habitualmente adentram a corrente sanguinea através
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de feridas cirtrgicas, queimaduras, infeccdo respiratoria e por abcesso. As infeccdes por
bactérias Gram positivas sdo as mais frequentes, e dentre essas, aquelas que ocorrem por
Staphylococcus aureus correspondem a maioria dos casos. Os casos de infecgdo por Gram
negativas sdo mais raros. No entanto, os indices de mortalidade sdo maiores do que para as
gram positivas. Dentre as principais bactérias gram negativas estdo Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli (LIMA et al., 2013).

O ministério da saude avaliou a magnitude de infeccdes hospitalares em 99 hospitais
do Brasil, e foi identificado que 13% dos pacientes hospitalizados adquiriram infec¢des
hospitalares, dos quais 34% evoluiram a 6bito. De forma semelhante, um estudo na Europa
identificou que 10% dos pacientes hospitalizados adquiriram infecgdes hospitalares, sendo

essas responsaveis por 5000 obitos anuais no continente (SOUZA, 2015).

A resisténcia bacteriana aos antibioticos ¢ um dos maiores problemas enfrentados por
pesquisadores da area de desenvolvimento de novos farmacos e ¢ a principal justificativa para
as incansaveis pesquisas investidas no desenvolvimento de novos antibioticos (ALBERTS,
2010).

As bactérias desenvolvem resisténcia através de quatro principais mecanismos de
aspecto genético e bioquimico. Sdo eles: (1) A inativacdo enzimatica dos antibioticos, que se
caracteriza pela sintese de enzimas que degradam o farmaco através de reacdes como
hidrélise, transferéncia de um grupo quimico ou processo de oxidacdo. O exemplo tipico
desse tipo de mecanismo ¢ a producdo da enzima B-lactamase, que hidrolisa o anel [-
lactamico das penicilinas e cefalosporinas. A B-lactamase ¢ produzida tanto por bactérias
gram negativas quanto gram positivas, estando esse mecanismo de resisténcia presente em
ambos os tipos; (2) modificagdo do alvo do antibidtico. Nesse caso, o farmaco induz uma
mutagdo no gene correspondente do receptor alvo, que impede a interagdo do farmaco com o
receptor bacteriano, sem prejudicar a fungdo normal do receptor para a célula; (3) as Bombas
de efluxo estdo presente tanto em bactérias gram positivas quanto gram negativas, € sdo
responsaveis por expulsar o farmaco do interior celular através de proteinas transportadoras.
Esse mecanismo de resisténcia funciona contra varias classes de antibioticos e envolve a
produ¢do de uma diversidade de transportadores, através de varios genes; (4) a alteragdo na
permeabilidade da membrana ¢ um mecanismo exclusivo das bactérias gram negativas, e

funciona através da modificagdo do contetido de lipopolissacarideos e da estrutura
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membranar, consequentemente alterando a permeabilidade do farmaco através da membrana

(COSTA, 2017).
3.7 Teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA)

Os testes de sensibilidade sdo indicados para qualquer espécie de microrganismo
capaz de causar infec¢do. Essa pesquisa ¢ essencial no desenvolvimento de farmacos
antibidticos para avaliar a atividade antibacteriana do novo composto. Esses testes sdo mais
frequentemente aplicados na clinica para avaliar a sensibilidade de microrganismos resistentes

(ANVISA, 2008).

A metodologia da microdiluicdo em caldo ¢ a mais adequada para avaliar a
concentragdo inibitoria minima (CIM), que corresponde a concentragdo minima do farmaco
numa solugdo que € necessaria para exercer o efeito antibacteriano. As CIMs tém sido
determinadas usando concentracdes derivadas, tradicionalmente, de dilui¢des 2X em série
indexadas, por exemplo: 1, 2, 4, 8, 16 pg/mL e assim por diante. Uma das desvantagens do
método de microdilui¢ao em caldo ¢ que ele geralmente ndo fornece a CIM exata do farmaco.
Isto ¢, a CIM encontrada na leitura da placa de microdilui¢do, provavelmente nao ¢ a CIM
verdadeira, uma vez que esse valor exato da CIM estd, frequentemente, entre a concentragao
da dilui¢do do poco no qual foi verificada a inibi¢do do crescimento bacteriano, e do proximo

pogo correspondente (NCCLS, 2015).
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4 METODOLOGIA

4.1 Sintese das moléculas

Os derivados tiossemicarbazonicos foram sintetizadas por uma via linear em duas
etapas, em que primeiramente foi preparada uma quantidade suficiente do intermediario 3, e
esse foi posteriormente condensado com um composto aldeido aromatico substituido
(esquema 9), fornecendo a molécula final.

Esquema 9. Rota sintética dos derivados da série RF sintetizados

L FiliH

b4 B
i
b

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

Todas as reagdes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada analitica
(CCD), e ao final das duas etapas foram obtidos um intermediario tiossemicarbazidico (3) e
quatro compostos derivados tiossemicarbazonicos da série RF, com variagdes na substituicao

do anel aromatico ligado ao grupamento imina.

Foram sintetizadas cinco moléculas, das quais quatro sdo compostos finais derivados

tiossemicarbazonicos da série RF, e uma delas é um intermediario tiossemicarbazidico



32

utilizado como reagente na sintese das moléculas finais. Todos os derivados e suas

caracteristicas encontram-se na tabela 1.
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Tabela 1. Derivados sintetizados e suas estruturas

Composto Nomenclatura IUPAC Estrutura Molecular
RF07 N-fenilhidrazina-1,2-
di(carbotiamida) g % W/
RF10 (2-N'-(4- s .
bromobenzilideno)-N- HN/'RN»“\IN \

H J
fenilhidrazina-1,2- L ()
di(carbotiamida) [ ) Br

RF11 (2-N'-(4- 4
nitrobenzilideno)-N’- 1 H s
A q HN™ “N™ ™y e
fenilhidrazina-1,2- 1 H 15" | B
£ gl
di(carbotiamida) [ = No,
RF13 (2-N'-(2,3- ¥
diclorobenzilideno)-N- MNP ¥
i o, )
fenilhidrazina-1,2- AT 8 B
di(carbotiamida) [ r.
RF07 N-fenilhidrazina-1,2-
di(carbotiamida) S WP
4 fl
il
ELT
RF09 (2-N'-(4- g
! H
clorobenzilideno)-N- H’\)\N’ N y
fenilhidrazina-1,2- A" T [ ;L
di(carbotiamida) [ J ol

Fonte: Dados da pesquisa, 2018
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4.1.1 Sintese do intermediario

A tiossemicarbazida e os aldeidos aromaticos com as diferentes substitui¢des sao
produtos comercias que ja estavam disponiveis no laboratorio, sendo necessaria a sintese
prévia apenas do intermedidrio tiossemicarbazidico RF7 (composto 3 no esquema 1). Para tal,
a tiossemicarbazida disponivel foi recristalizada em dgua com viés de obter seus cristais

purificados.

Na sintese do intermedidrio 3, primeiramente foram pesados 0,302 g de
tiossemicarbazida recristalizada, e adicionados a um baldo de fundo redondo juntamente com
15 mL de etanol. Em seguida foram adicionados 0,4 mL de fenilisotiocianato ao sistema,
resultando numa mistura equimolar dos dois reagentes. Por fim, a mistura foi colocada sem
catalizador sob agitagdo magnética, acoplada com um condensador e aquecida até a

temperatura de refluxo do etanol.

Finalizada a reacdo, formou-se um precipitado branco que foi filtrado, secado em

temperatura ambiente e pesado em balanca analitica e armazenado em vidro de penicilina.

Uma avaliacdo prévia da pureza do intermediario 3 obtido foi verificada por meio de
placa de CCD. Averiguado o funcionamento da reacdo, a mesma foi repetida com 2 gramas de
tiossemicarbazida e com um equivalente molar de fenilisotiocianato, fornecendo uma
quantidade suficiente para as reagdes dos compostos finais.

4.1.2 Sintese dos compostos finais

Finalizada a obtenc¢do do intermediario tiossemicarbazidico 3, os compostos finais
foram sintetizados por uma reacdo de condensacdo em meio etandlico 4cido sob agitacdo

magnética e refluxo.

Nessa etapa de obtencdo dos compostos finais, as reacdes foram feitas partindo de 200
mg de cada um dos aldeidos aromaticos, que foram colocados em baldes de fundo redondo
juntamente com uma gota de acido cloridrico P.A como catalisador. O intermediario
tiossemicarbazidico 3 foi adicionado a mistura em uma quantidade suficiente para obter uma
razdo equimolar dos reagentes. A reagdo foi feita em 15 mL de etanol e aquecida a

temperatura refluxo em um sistema acoplado a um condensador
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A precipitagdo de todos os produtos finais foi for¢ada com a adicdo de dgua destilada
na mistura, e os cristais obtidos foram filtrados e pesados e armazenados em diferentes vidros
de penicilina.

4.2 Purificacao dos compostos

A purificacdo da molécula RF09 (R= 4-Cl) foi feita com sucessivas precipitacdes
forcadas com adi¢cdo de dgua destilada gelada nas solucdes filtradas que foram deixadas em
repouso dentro da geladeira por uma semana (esquema 10). J& para o composto RF10, a
purificagdo foi feita com a precipitagcdo forcada com agua destilada adicionada diretamente na
reacdo, obtendo primeiros cristais purificados que foram filtrados, enquanto o subproduto
permaneceu solubilizado na solucdo filtrada.

Esquema 10. Purificagdo do derivado RF09

RFOS praneiros cristais RFO9 segundos cristais RFO,?_,tegcelms cristals
. com subprodutios com subprockgas | Prncacos
Salugso fitracs Solucad fitrads Sohucao fitrada
dos primeiros ot seqUNdos dos terceiros
cristais — cristais —— cristais : -
R - -
{1 11 I
l,;l S— Y l,;l il L \
[ A - ) ;AN - { Y
f \ I, \ | \
e L3
Filtragdo 1 Filtragdo 2 Filtragdo 3

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

A purificagdo do composto intermedidrio RF07 foi feita através da recristalizacdo dos
primeiros cristais em etanol. Nao foi necessario purificar os derivados RF11 e RF13, pois

aparentavam estar puros nas placas de CCD.

4.3 Elucidacao estrutural e caracteristicas fisico-quimicas

A estrutura quimica dos compostos foi inicialmente avaliada por espectroscopia de

infravermelho (IV) utilizando as amostras s6lidas em pastilhas de KBr.

Foram avaliados somente os espectros de duas das moléculas sintetizadas, o RF07 ¢ o
RF09. Os espectros dessas moléculas podem sugerir de forma adequada o sucesso da reacao.
A formacdo do RFO07 pode ser sugerida pelo desaparecimento das bandas da fungao
isotiocianato destacada em vermelho no esquema 9, e pelo aparecimento de apenas uma

banda de amina primdria. J& a formacdo dos derivados finais pode ser sugerida pelo
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desaparecimento de uma banda sugestiva de amina primaria, e pelo aparecimento da funcao

imina.

Ap0s a sintese de todos os compostos, os mesmos tiveram suas caracteristicas fisico-
quimicas avaliadas. Foram determinados os valores dos fatores de retencdo (FR) feito por
CCDA, as suas faixas de fusdo (F.F), — através do aparelho Quimis, modelo Q-340M —, o
calculo de rendimento de cada uma das reagdes, ¢ os valores de Log P das moléculas, que
foram determinados no Chemdraw Ultra 12.0.

4.4 Atividade hemolitica

O teste para atividade hemolitica foi feito em eritrécitos humanos do tipo O+.
Primeiramente foram pesados 5 mg de cada molécula a ser testada e dissolvidas em 10 mL de
solugdo de DMSO a 1% em solugdo salina. Paralelamente, 2 mL de sangue foram por trés
vezes lavados em solucdo salina e centrifugados. Esse processo foi feito em quatro tubos de
ensaio, totalizando 8 mL de sangue. O sobrenadante foi desprezado apods cada centrifugacao, e
na terceira centrifugacdo o sangue sedimentado foi pipetado e adicionados 4 mL em um baldo
volumétrico de 50 mL. O volume foi completado com solugdo salina, e dessa mistura foram
pipetados 1 mL para 5 tubos de ensaios separados. A cada um desses tubos foram adicionados
I mL de cada solucdo das moléculas dissolvidas em DMSO a 1%, resultando numa
concentragdo de 500 pg/mL de cada composto.

A mistura final foi deixada em repouso por uma hora, e depois foi centrifugada. Do
sobrenadante foram pipetados 2 MI que foram analisados em espectrofotometro para
determinacdo da concentracdo de hemoglobina. A leitura da absorbancia foi medida no
comprimento de onda de 540 nm, e o resultado foi comparado com a absorbancia no /iquido
de turk que causa hemolise total.

4.5 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana dos novos derivados RF foram testadas no Laboratorio de
Microbiologia de Resisténcia Microbiana Clinica e Contemporanea (LaRMiCC) através do
método de diluigdo em caldo. Essa metodologia ¢ feita com viés de determinar as
concentragdes inibitérias minimas (CIMs) aproximada de cada molécula testada, através da

diluicao sequencial das moléculas em cada pog¢o de uma placa de 96 pogos (figura 9).
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Figura 9. Placa de microdilui¢cdo em caldo

Fonte: www.zatlab.com.br, 2018.

4.5.1 Microorganismos

Os testes foram feitos em cepas padrao de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e de
Escherichia coli ATCC 25922
4.5.2 Suspensao bacteriana

As suspensdes das cepas de bactérias E. coli e S. aureus a serem usadas no teste foram
feitas como descrito no CLSI M7-A6, em solucao salina 0,9 % estéril com bactérias de cultura
de 24 horas. A concentragdo resultante da suspensdo foi de 10® UFC/mL, e foi determinada
através da leitura em espectrofotometro feita no comprimento de onda de 625 nm.

4.5.3 Preparo das solucdes

As solugdes maes para o teste foram preparadas pela dissolugdo de 20 mg dos
derivados RF 07, 09, 11 e 13 em 2 mL de dimetilsulfoxido 20% diluido em 4gua destilada,
para obter uma solugdo com concentracdo de 10 pg/L. A mistura foi submetida a um leve
aquecimento em aparelho de ultrassom com viés de solubilizar os compostos que se

apresentaram insoluveis no DMSO.
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Posteriormente as solugdes estoques foram preparadas com a diluicdo das solucdes
maes em agua destilada estéril, utilizando 0,41 mL da solu¢cdo mae e 0,59 mL agua destilada,
obtendo 1 mL de cada solugdo estoque. Nesse ponto o DMSO encontra-se numa concentragao
de 10% v/v.

Por fim, as solugdes teste foram preparadas pela diluicao de 0,5 ml da solugdo estoque
com 0,5 mL de meio de cultura Caldo Mueller Hinton (CMH), resultando finalmente numa
concentracdo de 5 % de DMSO que ndo € toxica para as bactérias. Foram ainda adicionados
20 pL de Tween 20 na solu¢do mae, com objetivo de melhorar a solubilidade dos derivados
que estavam pouco soluveis. Os derivados encontram-se numa concentragao de 2048 pg/mL
nas solugdes teste, que foi diluida até 1 pg/mL nos pogos contendo Caldo Mueller Hinton
(CMH)

4.5.4 Realizacao dos testes

Os testes foram feitos em triplicata para cada derivado RF, com as concentragdes dos
derivados variando de 1024 pg/mL até 1 pg/mL em cada poco da placa. O meio de cultura
utilizado nos pocos foi o CMH, e a droga de referéncia foi a Amicacina. Alguns pocos foram
reservados para controle de viabilidade de microorganismos e controle de esterilidade, bem

como controle negativo de DMSO.

Primeiramente foram adicionados 100 pL de CMH em todos os pocos da placa. Em
seguida foi feita a diluicdo seriada de cada composto presenta nas solugdes estoques

preparadas previamente, distribuidas nas fileiras A a F da placa com uma pipeta de 100 pL.

Por fim, foram adicionados 10 pL da suspensdo bacteriana em todos os pogos da
placa, com excecdo dos pogos da coluna 1 das fileiras G e H, que foram reservadas para
controle de esterilidade. A placa foi entdo colocada em estufa a 36 °C durante 24 horas

4.5.5 Leitura das placas

Passado o tempo de incubacdo das placas, foram adicionados 20 pL do corante
resazurina em todos os pogos da placa. Feito isso, a placa foi novamente incubada nas
mesmas condigdes durante 2 horas. Passado esse tempo os resultados foram lidos e
interpretados, de forma que os pocos com coloracdo rosa representa crescimento bacteriano e

a cor azul representa auséncia de crescimento.

Os microorganismos possuem enzimas capazes de reduzir a resazurina (azul) a

resafurina (résea), segundo a reagdo na esquema 12.



Esquema 12. Reacdo de reducao da resazurina
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Compostos sintetizados e caracterizacao fisico-quimica

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas dos derivados RF

Composto Rend FR Faixa de Massa Formula Log P
(%) fusao Molecular molecular
(°C) (g/mol)
RF07 82,86 0,56° 181-182 226,03 CsH;oN4S; 1,63
RF09 48,66 0,80° 278-281 342,02 C15H13CINGS, 5,08
RF10 42,37 0,45° 234-239 391,98  C;5H;3BrNgS, 5,35
RF11 47,52 0,66" 271-275 359,05 Ci5H13N50,S, 2,46
RF13 43,62 0,58" 205-211 383,99 CisH2CLLN4S2 5,64

Rend (%): Rendimento; RF: Fator de Reteng¢do; Log P: Coeficiente de particdo;

“hexano/acetato de etila (1:1); "hexano/acetato de etila (7:3); ‘hexano/acetato de etila (6:4)

De acordo com os dados experimentais obtidos e registrados na tabela, com exce¢ao
do intermediario RF07, todos os compostos finais foram obtidos com rendimento abaixo de
50%, que ¢ considerado insatisfatorio. Esse baixo rendimento deve-se a baixa reatividade da
fungdo tioamida do intermediario RF07. Além disso, os compostos RF07, RF09 ¢ RF10
precisaram ser purificados, pois apresentaram subprodutos que foram observados nas placas
de CCD feitas durante as reacoes.

Com relag@o aos Log P das moléculas obtidas, os compostos RF09, RF10 e RF13 tém
valores de coeficiente de particdo acima de 5, enquanto o intermedidrio RFO7 possui Log P
abaixo de 2. De acordo com esses valores, somente o intermedidrio RF07 possui o Log P
dentro da faixa ideal proposta para compostos Lead de acordo com Lipinski, que determina,
dentre outros fatores, que o Log de P ideal de compostos Lead tenha um Log P menor do que
cinco.

Por fim, com excecao do derivado RF13, que apresentou variagdo da faixa de fusdo
acima de 5 unidades — variagdes abaixo de 5 unidades sdo consideradas ideais (MOURA,

2016) —, todos os outros compostos demonstram variacao aceitavel de faixa de fusao.
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5.1.1 Mecanismo de reagao da obtencao dos RF

Esquema 13: Mecanismo de reagdo dos derivados RF

RF final
Fonte: dados da pesquisa, 2018

5.2 Infravermelho

A interpretacdo de ambos os espectros de infravermelho foram feitos utilizando como
referéncia o capitulo 3 da sétima edi¢ao do livro Identificacdo Espectroscopica de Compostos
Organicos de Silverstein et al (2006).
5.2.1 RF07

Na regifio entre 3346 ¢ 3182 cm™ observa-se quatro bandas circuladas em azul, sendo
aquela em 3258 cm™ um dublete as quais sdo caracteristica de deformagdo axial simétrica e
assimétrica de amina primaria. Em 3054 cm™ observa-se uma banda circulada em vermelho

que ¢ sugestiva de deformacio axial C-H de carbono sp”, presente nos anéis aromaticos.
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Em 1608 cm™ encontra-se uma unica banda de alta intensidade, que é sugestivo de
deformagdo angular de ligagdo N-H. J4 na regido 1537 cm™ aparece outra banda proxima a
varios picos entre 1500 e 1510 cm™ que ¢é sugestivo de deformacio axial de ligagdo carbono-
carbono do anel aromatico. Nesse espectro a banda de deformacdo angular N-H parece ter
encobrido os picos que deveriam aparecer na mesma regido, referentes as ligagdes carbono-

carbono do aromatico.

Em 1260 e 1210 cm™ apareceram dois picos simétricos que provavelmente sdo
correspondentes a aqueles presentes na regido de 1239 ¢ 1207 cm™ no espectro do RF09 ¢ que
sdo sugestivos das duas ligagdes C=S. Entre 1125 e 1040 cm™ apareceram picos também
semelhantes aos encontrados no espectro do RF09, que sdo sugestivos de interacdao de

deformagao axial de ligagdo C-N com uma func¢ao tiocarbonila.

1

Na regido entre 625 e 820 cm™ aparecem varios picos que sdao sugestivos de

deformagdo angular fora do plano de ligacdes C-H de anéis aromaticos.

Figura 10: Espectro de IV do RF07.

Fonte: dados da pesquisa, 2018.
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5.2.2 RF09

Nesse espectro € possivel observar a presenga de trés bandas circuladas em vermelho,
de fraca intensidade e muito simétricas em 3235, 3180 ¢ 3100 cm™, que sdo sugestivos de
deformagdo axial de ligagdes N-H, sendo cada pico derivado de cada uma das ligacdes N-H
no RF09.

Entre 3060 e 3018 cm™ aparecem duas bandas sugestivas de deformagio axial de C-H
de carbono sp”. Assim como no espectro do RF07, apareceram vérios picos de fraca
intensidade na regido entre 1270 e 1020 cm™, que sdo caracteristicos da interagdo entre a
deformacao axial C-N e a deformagado axial de C=S. A auséncia das bandas de absorcao na
regido entre 2600 e 2500 cm™ em ambos os espectros indica que os derivados RF encontram-
se predominantemente na forma de tiona.

Neste espectro ndo apareceram os dupletes presentes no espectro do RF07 que sao
derivados de deformacgdo axial simétrica e assimétrica de N-H, sugestivos de aminas ou
amidas primarias, indicando que a funcdo tioamida priméria do RF07 ndo estd mais presente
na molécula.

Na regido entre 1614 ¢ 1424 cm™ aparecem bandas de média a alta intensidade que
sdo bastante caracteristica de anel aromatico devido a deformacao axial das ligacdes duplas
carbono-carbono do anel. Assim como sugerido na literatura, a banda do nimero de onda em
1502 cm™ é a mais intensa das quatro, seguido das bandas de média intensidade em 1424,
1580 ¢ em 1614 cm™ . Essas bandas também apareceram no espectro do RF07.

E provavel que a banda de deformagdo angular de N-H que deveria aparecer em 1500
cm’ tenha sido obscurecida pelo pico intenso de anel aromatico que aparece na mesma
regido. O mesmo deve ter ocorrido com a banda de absorg¢do da fungdo imina, que tem
intensidade variavel e ocorre na mesma regiao de deformagao axial de C=C.

Na regido entre 689 e 864 cm™ é possivel observar uma variedade de picos de média a
alta intensidade, que sdo picos sugestivos de anel aromatico, devido a deformacdo angular
fora do plano das ligagdes C-H do anel. Mais precisamente no niimero de onda de 747 cm™
aparece um pico intenso que ¢ caracteristico de deformacao axial de ligagcdo C-CI presente na
estrutura quimica.

A presenca dessas bandas caracteristicas de anel aromatico com ligagdo C-Cl, somado
a auséncia de uma banda sugestiva de deformacao axial de grupo carbonila, e ainda a auséncia
de uma banda sugestiva de deformagao axial de N-H de uma amina primaria, ja ¢ indicio de

que ocorreu a condensacdo do benzaldeido clorado com o composto RF(07.
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A espectroscopia no IV ¢ uma das principais ferramentas de elucidacdo estrutural de
compostos organicos. Entretanto, a elucidacdo ¢ feita através de varias técnicas, e a
espectroscopia de IV ¢ apenas uma delas. Dessa forma, para a elucidagdo completa da
estrutura dos derivados RF € necessario prosseguir com andlises por espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio e de carbono, bem como analises por

espectrometria de massa.

Figura 11. Espectro de absor¢do de IV do RF09
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Fonte: Dados da pesquisa, 2018

5.3 Atividade hemolitica
Os resultados das hemolises causadas pelos derivados RF em concentragdo de 500

png/mL encontram-se na tabela 3.
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Tabela 3. Resultados da hemolise dos derivados RF

Composto Hemolise (%)

0,00
RF07

0,92
RF09

4,03
RF10

22,41
RF11

0,00
RF13

Fonte: Dados da pesquisa, 2018

Como apresentado na tabela, apenas o composto RF11 apresentou citotoxicidade
consideravel. A elevada citotoxicidade desse composto se justifica pela presenca da
substituicdo nitro (-NO;), que ¢ conhecida por ser dotada de atividade citotoxica. O
grupamento nitro ¢ um potente agente oxidante, capaz de oxidar componentes biomoleculares
como lipideos e proteinas, podendo lisar facilmente as membranas celulares (OGA et al.,
2009).

O grupo de pesquisa de He et al (2012), sintetizou varios compostos contendo
grupamento tiossemicarbazidicos e testou a atividade desses derivados em células tumorais.
Os resultados evidenciaram a importancia de um grupamento fenilamida com substituicdes
halogénicas em R para a atividade. Tendo em vista a baixa atividade hemolitica dos derivados
RF07, RF09, RF10 e RF13, e a semelhancga estrutural desses derivados com a série 5a-5j de
He et al, pode-se considerar a possibilidade de estudo de atividade antitumoral dos derivados
RF (figura 11).

Figura 11. Algumas semelhangas estruturais entre os derivados de He et al e os derivados RF
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Fonte: Dados da pesquisa, 2018
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5.4 Atividade antibacteriana

Foram testadas as atividades antibacterianas dos compostos RF07, RF09, RF11 e
RF13 em cepa de bactéria Escherichia coli ATCC 25922, que é uma bactéria gram negativa, e
em cepa de bactéria Staphyloccocus aureus ATCC 25932, que € uma bactéria gram positiva.
O RF10 nao foi testado por conta de dificuldades sintéticas desse produto.

O RF07 e RF13 foram os unicos que apresentaram solubilidade razoavel no meio de
cultura. No entanto, todos os compostos testados precipitaram no meio de cultura, o que

provavelmente comprometeu os resultados obtidos (figura 12).

Figura 12. Solugoes teste

Fonte: dados da pesquisa, 2018.

As concentragdes dos derivados RF sintetizados variaram na placa de microdiluicao
em caldo entre os valores de 1024 pg/mL e 1 pg/mL. Os resultados das concentracdes

1nibitorias minimas encontram-se na tabela 4.

Tabela 4. CIMs dos derivados RF

. Concen.trag.;ﬁo In.ibitéria minima (ug/mL)
Escherichia coli Staphylococcus aureus
RF07 >1024 >1024
RF09 1024 1024
RF11 1024 1024
RF13 >1024 >1024

Fonte: Dados da pesquisa, 2018
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Pelos resultados de CIM encontrados nos testes, € comparando com a amicacina que
foi usada como referéncia, verificou-se que nenhum dos derivados da série RF ndo
apresentaram atividade antibacteriana abaixo de 1024 pg/mL.

5.4.1 Relagao estrutura-atividade dos derivados RF

O grupo de pesquisa de Wos (2017) sintetizou uma série de derivados
tiossemicarbazidicos fenil-substituidos que foram testados para atividade antibacteriana em
cepa S.aureus ATCC 25923. Esse estudo demonstrou a importancia dos grupamentos 4-
nitrofenil e 2,4-clorofenil (figura 13), os quais se apresentaram muitas vezes mais potentes do
que os andlogos sem essas substituicdes.

Figura 13:
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Fonte: dados da pesquisa, 2018

Comparando os resultados dos compostos 1-9 de Wos (2017) com os derivados RF,
observa-se uma discrepancia de valores entre o derivado 8 (-2,4-diclorofenil) — o mais potente
da série — e o derivado RF13 (-2,3-diclorofenil), que ndo apresentou atividade para nenhuma
das bactérias testadas.

Esses resultados indicam que o cloro na posi¢do 4 ¢ uma substitui¢do importante para
a atividade antibacteriana. Essa hipotese ¢ ainda corroborada pela discreta atividade
bacteriostatica do derivado RF09 (-4-clorofenil) na concentracdo de 1024 pg/mL em
S.aureus.

Apesar de ser o mais soluvel da série, derivado RFO7 ndo apresentou nenhuma
atividade em nenhuma das cepas, indicando que a fungdo imina e o grupamento fenil
substituido sdo importantes para a atividade dos derivados RF09 e RF11.

O derivado 4 de Wos (2017) apresenta um grupo carboxila e outro grupamento nitro
ligado ao anel aromatico A, que ndo estdo presentes nos derivados RF. Apesar disso, a
atividade do derivado 4 foi muito semelhante ao do RF11 em S.aureus — CIM = 1000 ¢ 1024
pg/mL  respectivamente —, sustentando ainda mais a hipdotese de que a atividade dos

derivados RF se deu devido a fungdo imina ou fenila substituidas na posigao 4.
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O composto RF11, que apresentou inibi¢do do crescimento em ambas as bactérias,
demonstrou-se citotoxico pelo ensaio de hemolise (22% de hemolise), o que sugere que a agdo
antibacteriana do RFI11 pode ter ocorrido através lise membranar. Como j& citado
anteriormente, a atividade citotoxica desse composto pode ser justificada pela presenca do
grupamento aromatico com substituicao 4-NO,.

Na placa de microdiluicdo foi possivel observar que o RF11 apresentou atividade
bacteriostatica em 1024 pug/mL para a cepa gram negativa, e atividade bactericida na mesma
concentragdo para a cepa gram positiva. J&4 para o RF09, a inibicdo em 1024 pg/mL foi
somente bacteriostatica para ambas as bactérias.

A melhor atividade foi da molécula RF09 frente a Staphylococcus aureus pois na
concentragdo de 1024 pg/mL apds adicionar resazurina ndo notou-se mudanga para rosa.
Mesmo assim quando inoculou-se 1 puL do pogo em agar BAB quantificou-se 200 000
colonias por mL, comprovando que a CIM ndo ¢ igual a concentragdo bactericida minima.

Abaixo encontram-se as fotos da placas de microdilui¢do coradas com resazurina.



Figura 24. Placas de microdiluigdo coradas com resazurina

Teste de RF07 e RF09 em E.coli Teste de RF09 e RF07 em S.aureus

Teste de RF13 e RF11 em E.coli Teste de RF13 e RF11 em S.aureus

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.
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6 CONCLUSAO

Foram sintetizados quatro derivados tiossemicarbazonicos € um tiossemicarbazidico
conforme reagdes descritas em artigos académicos, e determinados a suas caracteristicas
fisico-quimicas. A rota sintética para os derivados finais RF 09, RF10, RF11 e RFI13
demonstraram-se insatisfatorias, pois o rendimento de todas apresentou-se menor do que 50%,

com excecdo da sintese do RF07 cujo rendimento foi de 83%.

A elucidacdo estrutural ¢ muito dificil de ser feita somente por espectroscopia de
infravermelho. Porém, os espectros apresentados fornecem indicios de que a reacdo ocorreu
formando os produtos esperados. Outras técnicas de elucidacdo como a espectrometria de
massas, espectroscopia de RMN de hidrogénio ¢ de carbono devem ser feitas para e

elucidagdo completa dos derivados RF.

Os resultados dos testes de atividade hemolitica para os derivados RF — com excecao
do RF11 — foram todos menores do que 15%, sendo considerado de baixa citotoxicidade. O
RF11 apresentou hemolise de 22%, provavelmente devido a substituigdo nitro no anel

aromatico, que ¢ conhecida pelo seu potencial oxidante de biomoléculas.

A baixa solubilidade dos derivados sintetizados podem ter culminado nos resultados
de baixa atividade antibacteriana dos derivados RF. E possivel que os derivados RF possuam
atividade antibacteriana mais potente do que se pode verificar no teste de microdiluicdo em

caldo, visto que para tal, as moléculas precisam estar solubilizadas no meio.
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