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RESUMO

Neste trabalho foi realizada a investigacdo de uma pequena biblioteca de tiocianatos
alilicos frente a bactéria ESKAPE Staphylococcus aureus por meio da técnica de
micro diluicdo de caldo em série. Para a realizacdo dos testes também foram
utilizados microrganismos gram-positivos (Bacillus cereus e Listeria monocytogenes)
e um gram-negativo (Escherichia coli). Foi testado um conjunto de tiocianatos
alilicos aromaticos contendo substituintes Br, Cl, F, NO, e OMe em diferentes
posicoes do anel a fim de serem desenvolvidas racionalizacbes de relagbes de
estrutura e atividade (REA). Este grupo de compostos foi sintetizado por um método
simples, em trés etapas, com 20-64 % de rendimento global a partir de reagentes
comerciais de baixo custo. Os pontos de corte foram determinados utilizando-se
antibiéticos P-lactamicos: penicilina-G, oxacilina e ampicilina, os quais sdo 0s
antibiéticos de escolha para o tratamento de doencas causados pelos patdégenos e
possuem valores de concentracao inibitéria minima (CIM) determinados pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI). Os testes foram realizados em triplicatas
e apresentada uma média dos resultados. Para as bactérias gram-positivas o0s
tiocianatos alilicos contendo os grupos cloro-fenil e naftii foram os agentes
antimicrobianos mais eficientes, apresentando CIM de 16-32 pg/ml. Dos compostos
testados, nenhum apresentou atividade inibitoria frente a bactéria gram-negativa

Palavras chave: quimica medicinal, ESKAPE, antimicrobianos, tiocianatos alilicos,
microbiologia.
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1 INTRODUCAO

As bactérias sdo microrganismos unicelulares de extrema simplicidade
quando comparados a complexidade do ser humano. Ao mesmo tempo em que
necessitamos das bactérias para garantir a nossa sobrevivéncia, travamos uma luta
constante contra esses microrganismos. Similarmente, eles também desenvolveram
mecanismos que permitem a sua sobrevivéncia frente as condi¢cdes adversas
impostas pelo uso indiscriminado de antimicrobianos. Durante décadas, antibigticos
foram administrados sem prescricdo médica e veterinaria para doencas muitas
vezes sem relacdo bacteriana, contribuindo para o surgimento de cepas bacterianas
resistentes aos medicamentos. Tal fenbmeno ficou conhecido como resisténcia
microbiana e hoje é uma das maiores preocupacfes das autoridades da saulde,
devido a reducdo dos agentes antimicrobianos disponiveis para o tratamento de

doencas infecciosas.

Foi identificado um grupo de patégenos mais frequentemente resistentes aos
antimicrobianos convencionais, intitulado ESKAPE, composto por bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas como Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, e

Enterobacter species.

Muitos pacientes contaminados com patégenos resistentes sao infectados
dentro das unidades de tratamento intensivo em hospitais, aumentando ainda mais a
gravidade do risco que os pacientes sdo submetidos nesses ambientes. Além disso,
esses pacientes sdo submetidos a tratamentos ainda mais longos, toxicos e muitas
vezes ineficientes devido a escassez de medicamentos que atuem de forma eficaz

frente aos microrganismos resistentes.

Devido ao baixo numero de novos agentes antimicrobianos eficientes e de
baixa toxicidade lan¢cados no mercado nos ultimos anos, a busca por novas drogas
faz-se necesséaria. Assim, neste trabalho é apresentada determinacdo da
concentragdo inibitéria minima de uma biblioteca contendo 15 tiocianatos alilicos
frente a patbgenos hospitalares e alimentares como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes através de um
método simples, rapido, eficaz e de baixo custo a partir da técnica de micro diluigcdo

em caldo. Também s&o apresentadas as relagbes de estrutura e atividade (REA)
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para os compostos avaliados, bem como propostos analogos a serem preparados
visando o0 aumento da atividade bioldgica.
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2 OBJETIVOS

Promover a triagem de uma biblioteca de tiocianatos alilicos 1 frente a
bactérias Gram-negativos e Gram-positivos para determinacdo de suas CIM
empregando a técnica de micro diluicdo em caldo (WATTS et al, 2008) utilizando
Penilicina-G, oxalilina e ampicilina como antibidticos para determinacdo dos

respectivos pontos de corte.
Figura 1: Tiocianatos alilicos avaliados neste trabalho.
0
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Comparar os resultados obtidos com os reportados na literatura para 0s
mesmos compostos, porém avaliados utilizando-se a técnica de difusdo em agar e

apos a técnica de micro diluigdo em caldo (SA et al, 2013).

Sugerir a preparacao racional de analogos visando o aumento da atividade
antimicrobiana frente aos patégenos ESKAPE.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Desde o0s primordios da civiizagdo o homem necessitou lutar pela
sobrevivéncia, seja na busca por alimento ou na cura de doencas. Na antiguidade,
as doencas infecciosas foram muitas vezes compreendidas erroneamente como
designios divinos, como foi com caso da peste bubdnica. Esta doenca, provocada
pela bactéria Yersinia pestis, dizimou mais de um terco da populacdo europeia no
século XIV (WHO, 2013). Nos ultimos 70 anos, o desenvolvimento de farmacos,
como a Penicilina, permitiu 0 combate as doencgas bacterianas promoveu reducéo
drastica das mortes por doencas infecciosas. No entanto, assim como o homem, as
bactérias também desenvolveram mecanismos de defesa. Em 1960 foram
identificadas algumas variedades de Staphylococcus resistes contra os agentes
microbianos utilizados. Devido a grande velocidade de reproducdo das bactérias e
com o aumento do fluxo do comércio e viagens, o fenbmeno da resisténcia &
espalhado muito rapidamente colocando em alerta a saude publica (CDC, 2013a)
(WHO, 2012).

3.1 BACTERIAS GRAM-POSITIVAS E GRAM-NEGATIVAS

Dentre os varios métodos de classificacdo existentes para as bactérias, a
técnica da coloracdo de Gram é um método de classificacdo que permite a
categorizacdo simples e rapida das bactérias de acordo com a constituicdo da
parede celular em dois grandes grupos: Gram-positivas e Gram-negativas
(TORTORA, FUNKE, CASE, 2000).

Criado em 1884 pelo bacteriologista dinamarqués Hans Christian Gram, a
técnica de identificagdo de Gram consiste na coloracdo de um esfregaco fixado por
calor em uma lamina de vidro. Inicialmente € aplicado sobre o esfregaco um corante
puarpura, normalmente cristal violeta, o qual ird corar todas as células presentes.
Apés a lavagem do corante purpura, é aplicada uma solucédo de lugol contendo iodo.
Em seguida a lamina é lavada com um agente descolorante que ird remover a cor de
algumas espécies de bactérias. Finalmente, aplica-se um contracorante, geralmente
fucsina, para que as células que foram descoradas possam ser visualizadas ao
microscopio. As bactérias de cor parpura da—se a classificacdo de Gram-positivas e

aquelas de cor rosa Gram-negativas (Figura 2).



13

Figura 2: Bactérias coradas pelo método de Gram. (a) Bactéria Gram-negativa. (b)
Bactéria Gram-positiva.
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As diferencas estruturais da parede celular das bactérias estdo relacionadas

com a retencdo ou perda da coloracdo puarpura. As bactérias Gram-positivas
possuem parede celular mais espessa de peptidioglicana que as bactérias Gram-

negativas.
3.2 A PAREDE CELULAR BACTERIANA

A parede celular bacteriana € constituida de peptidioglicana, uma rede
macromolecular que consiste em um polissacariedo (Figura 3) e polipeptideos, que
conferem forma, protecéo e rigidez da célula bacteriana (TORTORA, FUNKE, CASE,
2000). A estrutura dissacaridica € composta por dois monossacariedos derivados da

glicose, acido N-acetilmuramico (NAM) e N-acetilglicosamina (NAG).

Figura 3: N-acetilglicosamina (NAG) e acido N-acetiimuramico (NAM).
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Os sacarideos NAM e NAG agrupam-se alternadamente em cadeias lineares
de 10-65 unidades que dao origem a porcao glicana da peptidioglicana. As cadeias
sao unidas por polipeptideos, normalmente grupos de quatro amino acidos, ligados a

porcdo NAM da cadeia de sacarideos.

7

A parede celular das bactérias Gram-positivas € constituida de varias
camadas de peptidioglicana, formando uma camada espessa e rigida em contraste
as bactérias Gram-negativas, as quais possuem apenas uma ou algumas camadas

de peptidioglicana, sendo muito mais frageis quanto ao rompimento celular.
3.3 PATOGENOS ESKAPE

As autoridades na area da saude como a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) e a Sociedade Norte Americana de Doencas Infecciosas (ISDA) tem alertado
a populacdo mundial para o desenvolvimento de cepas de microrganismos
resistentes frente aos antimicrobianos utilizados atualmente. O desenvolvimento de
resisténcia dos microrganismos é natural. No entanto, o uso indevido de antibioticos

tem acelerado o processo.

Estudos indicam um grupo de patdgenos altamente resistentes como 0s
responsaveis pela maioria das mortes por doencas infecciosas. O grupo, conhecido
como ESKAPE (PENDLETON, GORMAN, GILMORE, 2013) (RICE, 2010)
(BOUCHER et al, 2009), € composto pelas bactérias: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, e Enterobacter spp, as quais, como 0 proprio nome

sugere, tem a capacidade de “escapar” aos efeitos dos antimicrobianos conhecidos.

A National Healthcare Safety Network estima que mais de 40% das infec¢des
adquiridas em unidades de tratamento intensivo (UTI) envolvam os patégenos
ESKAPE (RICE, 2010). Pacientes infectados com microrganismos resistentes sao
submetidas a tratamentos ainda mais longos e de alto custo, algumas vezes menos
eficientes, mais toxicos e exaustivos. Dessa forma, a busca por novos agentes

antimicrobianos com baixa toxicidade e alta eficiéncia demonstra-se urgente.
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3.3.1 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus (S. aureus) € uma bactéria Gram-positiva e ocorre
em grupos que se assemelham a cachos de uva. Devido a cor amarelada das
coldnias recebeu o nome de aureus (TORTORA, FUNKE, CASE, 2000). E
comumente encontrado na pele, interior das narinas e axilas sendo um proeminente
patbgeno causador de infeccbes em feridas e cortes cirdrgicos por meio da
formacdo de biofimes (PENDLETON, GORMAN, GILMORE, 2013). As
enterotoxinas produzidas pelo S. aureus causam febre alta e vomitos quando

ingeridas e sdo a causa mais comum de intoxicacdo alimentar.

A identificagdo das primeiras cepas de S.aureus resistentes a meticilinas
(MRSA) se deu em 1960. Em 2002, foram confirmadas a existéncia das primeiras
cepas hospitalares resistentes a vancomicina, antibiotico de ultima escolha para o
combate desses microorganismos (SILVEIRA, 2006). Em 2007, estimava-se que
aproximadamente todas as infeccbes hospitalares causadas por S. aureus
existentes nos Estados Unidos fossem originadas de microrganismos resistentes a
penicilina e muitas destas resistentes também a derivados de meticilinas (CDC,
2011) agravando ainda mais a situagdo. Assim, novas classes de antimicrobianos
para o combate a MRSA sdo necessarias, uma vez que 0S antimicrobianos
empregados atualmente apresentam toxicidade elevada, baixa eficiéncia e
resisténcia emergente (BOUCHER et al, 2009).

3.3.2 Escherichia coli

E. coli € um bacilo Gram-negativo, normalmente encontrado no intestino de
humanos e animais. As cepas de E. coli sdo, na sua maioria, inofensivas a saude
dos homens. No entanto, algumas cepas sédo patogénicas, podendo causar diarreia

guando ingeridas em alimentos ou 4gua contaminados (CDC, 2013b).

E. coli € a bactéria mais estudada pelo homem, sendo conhecida tanto sua
bioquimica quanto seu codigo genético. Por ser facilmente encontrada e por
apresentar reproducao e crescimento rapidos, € normalmente utilizada para estudos
in vitro em laboratérios (TORTORA, FUNKE, CASE, 2000).

Em um estudo realizado Tadesse e colaboradores, verificou-se que

aproximadamente 54% das cepas de E. coli isoladas de homens e animais eram
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resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos convencionais. Além disso, foi
identificado um numero maior de cepas resistentes em animais do que em humanos,
como consequéncia do uso indiscriminado de antibiéticos na criacdo de animais
(TADESSE et al, 2012).

3.3.3 Bacillus cereus

B. cereus € uma bactéria Gram-positiva, comum no solo e na vegetacao
sendo considerada inofensiva. No entanto, a formacédo endésporos vinculado ao
consumo de alimentos mal cozidos esta relacionada a infecgBes intestinais
(TORTORA, FUNKE, CASE, 2000) (PRESCOTT, 2002). Além disso, depentendo da
cepa de bactéria, o B. cereus pode produzir enterotoxinas que sao resistentes ao
calor, causando infeccdes mesmo com o consumo de alimentos adequadamente

cozidos.

Devido a producao da enzima P-lactamase a maioria das cepas de B. cereus
isoladas de alimentos apresenta baixa susceptibilidade antimicrobianos derivados
das B-lactamas, como a penicilina e ampicilina. Além desses antimicrobianos, o B.

cereus apresenta resisténcia a cefalosporinas (PHAC, 2012).
3.3.4 Listeriamonocytogenes

L. monocytogenes € um bacilo Gram-positivo encontrado no solo, vegetais e
fezes de animais. E um patdgeno intracelular, reproduzindo-se no interior de células
fagociticas (TORTORA, FUNKE, CASE, 2000).

A listeriose é uma doenca leve, assintomatica em adultos saudaveis. Entretanto,
para pacientes imunodeficientes ou gestantes pode apresentar sérias
consequéncias. L. monocytogenes tem afinidade especial para o crescimento em
células do sistema nervoso central e placenta. O crescimento no SNC é expresso
como meningite e no caso do crescimento na placenta em gestantes pode levar a

abortos espontaneos ou natimortos.

s

A L. monocytogenes € naturalmente resistente a quinolinas, fosfomicinas e
cefalosporinas, mas € altamente sensivel aos antibidticos ativos frente a
microrganismos Gram-positivos. Além disso, dificilmente essa bactéria adquire

resisténcia aos antimicrobianos empregados, sendo observados casos isolados de
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resisténcia adquirida pela transferéncia de genes provenientes de outras bactérias
(MORVAN et al, 2010).

3.4 AGENTES ANTIBACTERIANOS

Os agentes antibacterianos incluem tanto os antibidticos, metabdlitos
secundérios obtidos biologicamente, como as drogas sintéticas obtidas por meio de
reacdes quimicas (TALARO, TALARO, 2002). Eles podem ser classificados ainda
em dois grupos de acordo com a sua abrangéncia, amplo- e estreito-espectro,

abrangendo um grande e pequeno namero de microrganismos, respectivamente.

O modo como essas drogas agem sobre um determinado microrganismo
varia de droga para droga, podendo-se destacar cinco mecanismos de acgao: inibicao
do metabolismo celular; inibicdo da sintese da parede celular bacteriana; interacdes
com a membrana plasmatica; interrupcdo da sintese de proteinas; e inibicdo do
transporte e replicagdo de acidos nucleicos (PATRICK, 2009). O estudo detalhado
desses mecanismos permitiu uma maior compreensdo da estrutura e funcgbes
celulares de muito patdgenos contribuindo para a pesquisa e desenvolvimento de

novos agentes antibacterianos.

Atualmente, sdo comercializados cerca de 260 agentes antimicrobianos
diferentes, os quais podem ser agrupados em 20 familias (TALARO, TALARO, 2002)
(Figura 4). Uma mesma droga pode ser comercializada sob diferentes nomes, como
€ 0 caso da Ampicilina que é vendida sob mais de 50 nomes diferentes, dando a

falsa impressdo de um nimero muito maior de drogas disponiveis no mercado.

Figura 4: Algumas familias de antibioticos: a) Penicilinas. b) cefalosporinas. c)

tetraciclinas. d) sulfonamidas.
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3.5 REACAO DE MORYTA-BAYLIS-HILLMAN

A reagcdo de Moryta-Baylis-Hillman (MBH) consiste em uma ferramenta
importante para sintese organica, pois permite a construcdo de ligacdes carbono-
carbono e possibilita a obtengdo de estruturas a-metileno-B-hidroxicarbonil a partir
da reacdo de compostos carbonilicos a,B-insaturados e aldeidos, catalisada por
aminas terciérias ou fosfinas (WEI, SHI, 2013). A reacgdo catalisada por fosfinas foi
primeiramente reportada por Morita em 1968 e, em 1972, Baylis e Hillman
reportaram uma reagdo semelhante, mas catalisada por aminas. No entanto,
somente a partir da década de 80 a reacdo passou a ser novamente estudada e na

década de 90 seu emprego apresentou crescimento exponencial.

Os adutos MBH 3 foram obtidos por meio da reacdo de aldeidos aromaticos e
0 éster a,B-insaturado acrilato de metila 2 catalisada pela amina 1,4-
diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO). A reacdo apresenta rendimentos de 33 a 74%
partindo-se de aldeidos arométicos e (E)-estirilaldeido (Figura 5).

Esquema 1: Obtencao dos adutos MBH 3.

O HO O

RCHO
Hkocm, DABCO R)\H/MOCH3
| 2-30 days

2 (33-74%) 3

R = Aryl, (E)-CgHsCH=CH

3.6 TIOCIANATOS

Compostos organicos contendo o nucleo S-C-N como tiouréias, isotiouréias e
sais de isotiurdnio sdo reconhecidamente interessantes por apresentarem atividade
biologica (ALLAN et al,1986). Porém, poucos exemplos de compostos contendo
tiocianatos haviam sido reportados apresentado atividade bioldgica. Contudo,
recentemente, Silveira e colaboradores (SILVEIRA et al, 2012) apresentaram a
preparacdo de uma biblioteca de tiocianatos alilicos com atividade inibitoria frente a
micobactéria causadora da tuberculose, Mycobacterium tuberculosis (MtB), na

ordem de nanomolar.
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Tiocianatos alilicos séo facilmente obtidos, em altos rendimentos, em trés etapas
sintéticas. Assim, os adutos MBH 3 s&o tratados com uma mistura de brometo de
litio e &cido sulfurico (LiBr/H,SO,4) em acetonitrila, a temperatura ambiente, para a
obtencdo de brometos alilicos 4 em 75-95% de rendimento. Subsequente
substituicdo nucleofilica SN2 do respectivos brometos 4 por SCN™ em meio aquoso
gera os tiocianatos alilicos 1 em excelentes rendimentos (SILVEIRA et al, 2012)

(Esquema 2).

Portanto, a preparagéo de tiocianatos alilicos em escala de centenas de gramas
a dezenas de quilos podem ser realizadas sem grandes dificuldades. Assim, a
sintese de compostos contendo essa funcionalidade, bem como a triagem dessas

substancias frente a microorganismos, € de grande apelo.

Esquema 2: Sintese dos tiocianatos alilicos 1.

OH O o) NaSCN o)
LiBr/H,SO,4 Acetona/H,0
N OCH TN OCH TN OCH
R * see RI- ® 25°C,1h R °
_— . % Br >95% = SCN
4 1

R=Br, CI, F, NO,, OMe



20

4 METODOLOGIA
4.1 DETERMINAGCAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A concentracdo inibitéria minima é a menor concentracdo de agente
microbiano que previne o crescimento visivel de um microrganismo em agar ou em
teste de suscetibilidade, como o método de micro diluicdo em caldo, ap6s um tempo
otimo de incubacao (WATTS et al, 2008) (HANNAN, 2000). Seguindo 0s
procedimentos padrdes para obtencdo da CIM frente a micoplasmas veterinarios
(HANNAN, 2000), foi feita a identificacdo de hits frente a bactérias ESKAPE
(Escherichia coli e Staphylococcus aureus) através da técnica de micro diluicdo em
caldo em série. Todos os procedimentos descritos foram realizados sob chama a fim
de evitar a contaminacdo com microrganismos presentes no ar. Todos os residuos

foram autoclavados para descontaminag¢ao completa e encaminhados para descarte.
4.1.1 Meios de Cultura

O meio de cultura é o material nutriente para crescimento dos microrganismos
(TORTORA, FUNKE, CASE, 2000). Foram utilizados como meio de cultura agar,
caldo Brain Hearth Infusion (BHI) e caldo Mueller-Hinton (MH), HIMEDIA. Para a
preparacao dos caldos BHI e MH, os sélidos foram dissolvidos em agua deionizada

a 90 °C e autoclavados a 121 °C durante 30 minutos em autoclave AB12 Phoenix.

Para preparacdo das placas de Petri contendo agar e caldo, foram utilizadas
placas de Petri com &rea de crescimento de 60,1 cm?, TPP - modelo 93100 e
estéreis. As solucbes de agar contendo BHI como meio nutritivo foram preparadas
de modo anélogo aos caldos. Os sdlidos foram dissolvidos em agua deionizada a
90 °C. A solucao foi autoclavada durante 30 minutos a 121 °C e vertida sobre as
placas. Apos a gelificacdo do agar, as placas foram incubadas a 36 + 1°C em estufa
incubadora COEL TLK48 de Leo, durante 24 horas.

4.1.2 Obtencé&o de Culturas Puras

A fim de garantir a reprodutibilidade e a acuidade dos resultados, a pureza e a
identificacdo dos microrganismos utilizados nos testes foram previamente
confirmadas. Para isso, foram realizados testes de coloracdo de Gram com cada

uma das cepas de bactérias utilizadas neste trabalho.
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Neste trabalho foram utilizadas cepas de bactérias provenientes de cole¢bes
de referéncia como as fornecidas pela American Type Culture Colection - ATCC (S.
aureus e E. coli) e cepas de bactérias isoladas de alimentos (B. cereus e L.
monocytogenes). Contudo, para todas as cepas foi realizado o processo de
isolamento de culturas puras a fim de garantir a natureza do microrganismo utilizado

nos testes.

Para a identificagcdo das bactérias por meio da coloracdo de Gram, foi
utilizada a metodologia padrdo da técnica (TORTORA, FUNKE, CASE, 2000). Neste
procedimento, um esfregaco, isto €, uma ponta de espatula de coldnia da bactéria
de interesse foi fixado pelo calor em uma lamina de vidro estéril. O esfregaco foi
tingido com cristal violeta durante um minuto e em seguida lavado com &gua
destilada. Apos, o esfregaco foi recoberto com lugol durante mais um minuto e em
seguida lavado com uma solucdo de alcool-acetona. Por fim, foi adicionado o
corante fucsina, o qual foi lavado 30 segundos apds ser aplicado sobre o esfregaco.
A lamina foi seca com papel filtro e examinada em microscopio éptico com aumento

de 100 vezes.

Para a obtencédo de culturas puras, foi utilizado o método de semeadura por
esgotamento (TALARO, TALARO, 2002) que consiste em inocular uma placa de
Petri contendo meio nutritivo BHI utilizando alca de inoculagéo estéril com cerca de 1
mg de microrganismo. A bactéria foi entdo semeada sobre a superficie do meio
nutriente solido (Figura 5). No final da semeadura, devem restar poucas células
bacterianas sobre a alca e que quando semeadas dardo origem a col6nias isoladas.
A separacao efetiva foi observada pela formacédo de coldnias puras isoladas que
foram identificadas por sua cor e forma. Apds a semeadura, as placas inoculadas
foram incubadas em estufa durante 24 horas a 36 + 1°C.
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Figura 5: Método de semeadura por esgotamento: a) direcdes de semeadura. e b)
colbnias isoladas apds incubacéo.

(a) (b)

Adaptado de (TORTORA, FUNKE, CASE, 2000).

4.1.3 Padronizacao do inoculo para determinacdo da MIC

O método de semeadura por esgotamento garante a obtencdo de colénias
isoladas puras. Apoés a obtencdo das colénias, uma Unica colbnia foi transferida
para um tubo de ensaio estéril contendo de 2 a 3 ml de BHI, que foi entdo incubado
em estufa a 36 £ 1°C de 3 a 4 horas sob agitacdo em agitador rotativo da TECNAL,
modelo TE-165.

Figura 6: Crescimento das bactérias em caldo nutritivo BHI.

Esquerda, tubo contendo caldo nutritivo BHI antes do crescimento do microrganismo. Direita, tubo
apos crescimento do microrganismo.
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Apo6s o crescimento das bactérias em caldo, foi feita uma mensuragdo do
namero de unidades formadoras de colénia (UFC) em solugdo. O numero
recomendado de individuos (HANNAN, 2000) é 103 a 10° UFC/mL. O uso de inoculo

fora desta faixa pode acarretar em valores de CIM abaixo ou acima do esperado.

A determinacdo do numero de individuos foi realizada por densidade 6ptica e
para isso foi utilizado o colorimetro Denville CO7500 Colorwave. O comprimento de
onda utilizado para as leituras foi de 680 nm, as cubetas de acrilico sédo descartaveis
e possuem caminho 6ptico de 1 cm. Neste procedimento, 2 ml de MH foram
adicionados a cubeta e foi medida a absorbéncia. Este valor & utilizado como
referéncia. Em seguida, cerca de 200 pL de inoculo foram adicionados e medida a
absorbéancia da solugéo contendo inoculo. A absorbancia deve situar-se numa faixa

de 0,08 a 0,13 para que se tenha em solucdo cerca de 102 a 10° UFC/mL.
4.1.4 Manutencao e armazenagem das cepas bacterianas

A armazenagem e replicacdo das cepas bacterianas séo realizadas segundo
as recomendacdes apresentadas pelo CLSI (WILKER et al, 2006). Para o
armazenamento prolongado das cepas bacterianas é utilizado o meio nutritivo Skim
Milk (SM) ou simplesmente leite em p6 desnatado. Este meio permite a

armazenagem de bactérias a temperaturas inferiores a — 60° C por longos periodos.

Os microrganismos utilizados durante os testes sédo crescidos e armazenados
em placas de Petri contendo meio nutritvo BHI. As cepas foram replicadas
semanalmente e descartadas ap6s 3 semanas de armazenamento a temperatura de
1°C.

Novas cepas de trabalho foram preparadas a partir das cepas congeladas em
SM. Um pouco da solu¢cdo de SM contendo a bactéria desejada foi transferida para
um tubo de ensaio estéril contendo 2 a 3 mL de BHI, que entdo foi incubado em
estufa a 36 £ 1°C durante 24 horas em agitador rotativo. Decorrido o tempo de
incubacgéo, uma alca de inoculagéo estéril foi utilizada para semear a nova cultura na
placa de Petri seguindo as dire¢cdes de semeadura (Figura 5), sendo incubada por
mais 24 horas a 36 + 1°C.
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4.2 AGENTES ANTIMICROBIANOS

Os agentes antimicrobianos utilizados neste trabalho foram obtidos e
armazenados conforme recomendacdes do CLSI (WILKER et al, 2006) (WATTS et
al, 2008). Para determinacdo dos pontos de corte foram utilizados os antibiéticos de
escolha B-lactamicos penicilina G, ampicilina e oxacilina, os quais possuem CIM
conhecida frente aos patdgenos utilizados (Figura 7). Todos antibitticos utilizados
neste trabalho foram obtidos da Sigma Aldrich, com pureza superior a 95%.

Figura 7: Antibiéticos B-lactamicos utilizados como ponto de corte.

a) Oxacilina, b) Ampicilina e c) Penicilina G.

As solucdes de estoque dos antibiéticos foram preparadas de termos da base
ativa de cada composto (WATTS et al, 2008) (HANNAN, 2000). Isto é, alguns sais
diferem consideravelmente na massa molar quando comparados ao composto na
sua forma &cida. Assim, é utilizado um fator de correcédo considerando-se a massa

molar e a massa molar da sua base ativa, conforme a equagéo (1),

M base
M sal

x p = mb.a. (D

onde:

M base: massa molar do composto na forma basica,
M sal: massa molar do composto na forma de sal;
P: grau de pureza do composto;

mb.a.: massa de base ativa do composto.

As solucdes estoque de penicilina G, oxacilina e ampicilina foram preparadas

em tubos de ensaio estéreis, utilizando caldo MH e homogeneizadas em vortex.
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Iniciou-se em 4096 pg/ml de penicilina G e oxacilina, e 32 pg/ml de ampicilina.
Assim, obtém-se concentragBes iniciais nas placas de 2048 e 16 pg/ml,
respectivamente. Essas solu¢gbes podem ser congeladas a — 5 °C e reutilizadas por

uma vez apos retornar a temperatura ambiente.
4.2.1 Solugdes de estoque dos tiociantos

Foram preparadas solu¢des estoque contendo 5 mg/mL de cada tiocianato alilico
1. Desta forma, 1 a 2 mg de cada amostra foram dissolvidos em dimetilsulféxido
(DMSO) para obter-se a concentracédo final desejada. As mesmas solucdes estoque
foram utilizadas em todos os experimentos ndo sendo observadas variacdes dos
resultados de CIM fora do reportado pelo CLSI (WATTS et al, 2008).

4.3 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE

Para a realizacdo dos testes de susceptibilidade e obtencdo da CIM foi
utilizada a técnica da micro diluicdo seriada em caldo. Nesta técnica sdo utilizadas
placas de Elisa contendo 96 (12 colunas x 8 linhas) pogcos em forma de “U” com 0,1

ml de meio nutritivo MH em cada poco.

Na primeira linha de cada placa (linha A) foram adicionados 5 pL da solucao
estoque dos compostos a serem analisados, um por poc¢o, e 100 uL dos antibioticos
de referéncia nos pocos de controle. Aos pogos contendo 0S compostos a serem
analisados foram adicionados mais 95 pL de caldo MH. Foi adicionado 50 pL de
caldo MH aos pocos 1-12 de B a H. Em seguida foram retirados 50 pL da linha A e
passado para a linha B utilizando pipeta multi-canal 12 vias GOPET II. Misturou-se 3
vezes e passou-se para a linha seguinte, repetiu-se 0 mesmo procedimento até a
linha H. Os ultimos 50 pL foram descartados. Finalmente, foram adicionados 50 pL
de caldo MH contendo bactéria a todos os poc¢os da placa e a placa foi incubada a
36 + 1°C por 16 a 20 horas.

4.3.1 Leitura das placas

Apés 16 a 20 horas de incubacdo, procede-se a leitura das placas com
determinacdo da CIM para cada composto pela observacdo da nao-turbidez da

solucéo (Figura 8).



Figura 8: Placa de Elisa apés a incubacao.

Placa de Elisa ap6s 18 horas de incubacgéo a 36 + 1°C. As solugGes limpidas indicam a inibicdo do
crescimento bacteriano pelos compostos analisados.

26
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 TREINAMENTO

Inicialmente, com o intuito de aprender o manuseio de pipetadores
automaticos e do pipetador multicanal, foi realizado um treinamento com agua
durante cerca de duas semanas. Neste treinamento buscou-se aperfeicoar a
pipetagem, o preenchimento dos pocos e as diluicdes em série, visto que programas
de graduacdo em Quimica ndo costumam utilizar esses equipamentos na formacao

de Quimicos.

Em seguida, treinou-se o processo de pipetagem utilizando-se bico de
Bunsen desligado para simular a area de trabalho de aproximadamente 20 a 30

centimetros de didmetro ao redor da chama.
5.2 AGENTES ANTIMICROBIANOS

Na sequéncia, promoveu-se a triagem utilizando-se antibidticos B-lactamicos:
penicilina G, ampicilina e oxacilina. Estes agentes antimicrobianos possuem
concentracdo inibitéria minima continuamente avaliada frente a inumeros
microorganismos patogénicos (WATTS et al, 2008). Este procedimento foi realizado
com o intuito de comparar os resultados obtidos nos ensaios preliminares de

treinamento com os resultados reportados pelo CLSI.

Assim, foram primeiramente avaliadas penicilina G e ampicilina frente a E.
coli. Os testes foram realizados na sistematica de duas, trés e quatro linhas para
cada antibiotico com as placas de Elisa na horizontal (Figura 9). Em seguida,
extendeu-se 0 método empregando-se os dois antibiéticos anteriores juntamente
com oxacilina frente a E coli e, posteriormente, S. aureus. Todas as triagens foram
realizadas em triplicata sendo que os resultados correspondem a média das CIMs
obtidas (Tabela 1).
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Figura 9: Esquema da distribuicdo dos antibidticos para verificagdo dos pontos de
corte.
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Pocos azul (penicilina G), laranja (ampicilina) e verde (oxacilina) e branco sem antibiético.

Tabela 1. Resultados dos testes para verificacdo dos pontos de corte dos

antibiéticos R-lactamicos.

CIM CIM
E. coli reportada S. aureus reportada
Composto Estrutura ATCC na literatura* ATCC na literatura*
25922 E. coli 25923 S. aureus
ATCC 25922 ATCC 29213

HoJ/

Ampicilina >( )i ,NY© 2 2-8 0,25 0,5-2

CH3
Oxacilina % oHs 64 NR <16 0,12-0,5
CH.

3

%/ONa
Penicilina
jth 16 NR NA 0,25-2

* Watts et al, 2008. CIM em pg/ml. NR: no reportado. NA: ndo avaliado.

A leitura das CIMs foi realizada por meio da observacdo de precipitados nos
pocos das placas ELISA. A presenca destes indica o crescimento bacteriano. Os
resultados de CIM frente a E. coli (2 pg/mL vs 2-8 ug/mL) e S. aureus (0,25 pg/mL vs

0,5-2 ug/mL) obtidos para a ampicilina no treinamento preliminar corroboram com o
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reportado para o antibidtico de escolha ampicilina frente a esses microorganismos. A
diferenca de uma unidade de diluicdo observada para cepa S. aureus ATCC 25923
vs ATCC 29213 pode ser explicada por modificagbes genéticas esperadas que
lentamente levam a resisténcia bacteriana frente ao antibiético de escolha. Portanto,
a avaliacdo continua de cepas microbianas hospitalares € de suma importancia

sendo este procedimento realizado anualmente pelo CLSI.

Infelizmente, ndo foi possivel realizar comparacdo semelhante para cepas de
E. coli, pois os dados de CIMs frente a este microorganismo ndo foram reportadas
para penicilina G e oxacilina, uma vez que penicilina G e oxacilina ndo sao ativas

frente a bactérias Gram-negativas.

Para a oxacilina, as CIMs reportadas pelo CLSI encontram-se na faixa de
0,12-05 pg/ml. Contudo, como a concentracao inicial utilizada nos experimentos foi
de 2048 pg/ml, ndo foi possivel obter diluicdes inferiores a 16 pg/ml. Porém,
observou-se a reprodutibilidade nos resultados (sempre inferiores a 16 pg/ml).
Entretanto, experimentos estdo sendo realizados para comparacdo com as CIMs
reportadas pelo CLSI utilizando-se esse antibiético frente ao crescimento de S.

aureus.

Portanto, a consisténcia e reproducibilidade dos resultados de CIMs obtidos
nesses treinamentos priliminares encorajou-nos a promover a triagem de uma
pequena biblioteca de tiocianatos alilicos para rapida identificacdo de suas CIMs

frente a uma série de bactérias Gram-positivas e gram-negativa.

53 TRIAGENS PARA IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS PROTOTIPOS:
OBTENCAO DA REA

Recentemente, Silveira e colaboradores (SILVEIRA et al, 2012)
demonstraram a funcionalidade de uma biblioteca de tiocianatos alilicos frente a
Mycobacterium tuberculosis (MtB). Nesse estudo foi evidenciado que tiocianatos
funcionalizados com substituintes fracamente doadores e derivados mono e di-
halogenados apresentaram inibicdo do crescimento da MtB em concentragdes
inibitérias minimas (CIM) na faixa de nanomolar. Posteriormente, Sa e colaboradores

estenderam esse estudo para a identificacdo da atividade antimicrobiana dos
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tiocianatos 1 frente a fungos e bactérias Gram-positivas como S. aureus resistente a
metilcilina (MRSA), microrganismo pertencente ao grupo ESKAPE (SA et al, 2013 —
artigo aceito para publicacdo). Porém, o método da difusdo em agar utilizado por Sa
e colaboradores é bastante oneroso do ponto de vista de material e tempo de
trabalho empregado para a obtencdo dos resultados. Métodos de difusdo em agar
sdo baseados somente na presenca ou auséncia da area de inibicdo do crescimento
bacteriano. Estes ndo informam sobre a susceptibilidade do microrganismo frente
aos antimicrobianos estudados sendo necessarios outros experimentos para a
determinacao das CIMs (WATTS et al, 2008).

J& a técnica de micro diluicdo em caldo € um método de susceptibilidade que
permite a avaliacdo de um grande numero compostos de forma rapida e barata
comumente utilizada por microbiologistas, de forma automatizada na industria de
farmacos e com obtencéo direta da CIM. Por meio desta técnica é possivel testar o
mesmo composto em Vvérias diluicbes diferentes, economizando amostra e

reagentes utilizados e sem a necessidade de grande espaco fisico.

O estudo das relacdes de estrutura e atividade para um grupo de moléculas
(REA) tem o objetivo de identificar quais partes da molécula sdo fundamentais para
atividade biolégica e como essas partes interagem com um alvo ou possivel alvo
(PATRICK, 2009). Essa andlise pode ser feita por dois caminhos distintos: por meio
do conhecimento do alvo - como sitios ativos de uma proteina; ou sem o
conhecimento do alvo - como triagens em células inteiras. Neste trabalho buscou-se
a compreensdo das CIM observadas relacionando-se os grupos funcionais

presentes em 1 com a célula inteira.

Portanto, foi avaliada uma biblioteca de tiocianatos alilicos previamente
sintetizados (SILVEIRA et al, 2012) frente aos microrganismos S. aureus (Gram-
positivo) e E. coli (Gram-negativo). Para evitar eventuais duvidas quanto a
contaminagdo com outros microrganismos e garantir a reprodutibilidade dos
resultados, as triagens foram realizadas em triplicatas e calculados os valores

médios de CIM para cada molécula (Tabela 2).

Para bactérias Gram-positivas, observa-se atividade antimicrobiana moderada

16-64 pg/ml para os tiocianatos alilicos halogenados onde destaca-se o derivado
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2,4-diclorofenil-alil-tiocianato 11 como o mais promissor da série (16 pg/mL). A
modificacdo dos haletos (bromo e cloro) por fluor na posicdo 4 do anel aromético
levou a uma drastica reducdo na atividade antimicrobiana (4-fluorfenil-alil 10,128 -
>128 pg/mL) frente a essas bactérias. E sabido que fluor e hidrogénio possuem
volumes semelhantes, apesar de suas eletronegatividades e valéncias serem
completamente diferentes. Assim, esses dois substituintes ndo sdo considerados
isésteros (mesmo numero de elétrons de valéncia), mas sim bioisosteros devido a
similaridade de tamanho. De modo interessante, observa-se que ao modificar-se 0
substituinte fluor pelo seu bioiséstero hidrogénio ndo altera o perfil de atividade
(fenil-alil 1g, 128 pg/mL) o que leva a crer que efeitos de eletronegatividade ndo séo
importantes na posicdo 4 do anel aromatico, mas sim efeitos de tamanho do
substituinte. Esta suposicdo também corrobora com o fato da atividade estar
aumentando no sentido do aumento do volume do haleto presente na posicao 4- (4-
clorofenil 1j, 32-64 pg/mL e 4-bromofenil 32-32 pg/mL). E ainda, nenhum efeito é
observado pela presenca do grupo 4-metil-fenil 1i em termos de atividade. Porém,
qguando o grupo neutro 4-metil-fenil € modificado pelo grupo mais volumoso, naftil,
percebe-se um aumento de pelo menos 4 unidades de diluigdo na CIM (naftil 1h, 16
— 32 pg/mL). Por sua vez, a homologacdo da cadeia olefinica representada pelo
grupo estiril no derivado 1c levou a um resultado inusitado visto que a atividade
observada é especifica para B. cereus levando a crer que efeitos conformacionais
nesta regido da droga possam ser importantes num possivel alvo em S.aureus

(estiril 1c, 32 pg/mL vs > 128 pg/mL, respectivamente).

Finalmente, a presenca de grupos fortemente doadores de elétrons no anel
aromatico € deletérea para a atividade biolégica como o piperonil derivado 1d que
nao apresentou inibicdo do crescimento da bactéria nas concentracfes testadas
(efeito bacteriostatico). Por sua vez, grupos fortemente retiradores como nitro
derivados 4-nitrofenil 1a e 2-nitrofenil 1b, apesar de volumosos, também néo
parecem ser importantes para 0 aumento da atividade bacteriostatica sendo que o

melhor resultado obtido foi de 64 pg/mL frente a S. aureus para 1la.

Resultados semelhantes foram obtidos por Sa e colaboradores (SA et al,
2013), onde os derivados halogenados foram avaliados frente a MRSA e S. aureus
sensivel a meticilinas (MSSA) pelo método de teste de difusdo em agar e em

seguida pelo método de micro diluicdo em caldo. Contudo, os valores de CIM
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apresentados por Sa e colaboradores, cerca de 0,72 pug/ml para o derivado 2,4-cloro

1, sao Iinferiores aos encontrados nas triagens realizadas neste estudo. A

comparacao entre os métodos é complexa de ser realizada, pois os antibiéticos de

controle utilizados por eles (imipinen e itraconazol) ndo sdo os antibidticos de
escolha para os microrganismos testados (MEDSCAPE, 2013) (PATRICK, 2009). E
ainda, ndo sdo encontradas availiagbes reportados pelo CLSI de 2008 frente aos

microorganismos S. aureus e B. cereus que possibilitariam comparacdes seguras.

Tabela 2: CIM* dos tiocianatos alilicos frente a bactérias Gram-positivas e negativas

e pontos de corte dos antibidticos utilizados como agentes de controle.

E.coli S. aureus
Composto Estrutura ATCC 25922 ATCC 25923 B. cereus
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*Valores de CIM em pg/mL. As triagens foram realizados em triplicata, sendo apresentados os

valores médios entre os testes. NA = ndo avaliado.
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Devido aos resultados obtidos frente as cepas de S. aureus, buscou-se
realizar a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos tiocianatos alilicos frente a
outras bactérias Gram-positivas. Havendo a disponibilidade de duas cepas de
microrganismos contaminantes de alimentos optou-se pela extensdo da metodologia
e triagem dos compostos 1 frente a estas cepas. A obtencdo dos resultados
complementares foi realizada utilizando os microrganismos L. monocytogenes e B.

cereus.

Para o B. cereus foram observados valores de CIM muito semelhantes ao
encontrados para S. aureus, conforme também apresentado por Sa e colaboradores
(SA et al, 2013) o que demonstra a acuidade dos resultados obtidos neste estudo.
Ja no caso da bactéria Gram-positiva L. monocytogenes nédo foi possivel observar a
formacdo de precipitados (turbidez) nas placas de Elisa para todos 0os compostos
avaliados, inclusive para os antibiéticos de controle. Tal fato pode estar relacionado
ao tamanho das colonias formadas por este microrganismo serem muito inferiores
aos demais, dificultando a observacdo de precipitados a olho nu (TORTORA,
FUNKE, CASE, 2000). Além disso, pouco se sabe sobre o comportamento desse
microrganismo em testes de susceptibilidade uma vez que existe uma caréncia de
informacdes e métodos padronizados pelo CLSI (JORGENSEN, HINDLER, 2007).

Devido aos resultados promissores obtidos para as micobactérias por Silveira
e colaboradores (SILVEIRA et al, 2012) e pelo fato desses microrganismos serem
estruturalmente semelhantes as bactérias Gram-negativas quanto a constituicdo da
parede celular, acreditava-se que a triagem de 1 frente a microrganismo Gram-
negativos fosse interessante. No entanto, foi observado que nenhum dos compostos
promoveu a inibicdo do crescimento da E.coli abaixo da CIM inicial de 128 pg/ml.
Esses resultados sugerem a acdo seletiva de 1 contra microrganismos Gram-

positivos em preferéncia do que microrganismos Gram-negativos.
5.4 INFLUENCIA DO NUMERO DE UFC NA CIM

E importante destacar o controle de nimero de microrganismos em solucéo
entre 10° a 10° UFC/mL para a reprodutibilidade dos valores de CIM, ndo devendo
ultrapassar o periodo de 3 a 4 horas de incubacdo. Tempos superiores de incubacéo

geram valores superiores a 10° UFC/mL e que, por sua vez, podem resultar em
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valores elevados de CIM. Por outro lado, tempos de incubacdo menores de 3 horas
levam a valores inferiores a 10® UFC/mL podendo resultar em uma diminuicdo da
CIM (HANNAN, 2000). Além disso, a utilizacdo de microrganismos com 3 a 4 horas
de incubacdo garante que as culturas sejam sempre avaliadas na fase logaritmica
de crescimento para a maioria dos microrganismos, ou seja, durante o seu periodo

de maior replicacdo de células garantindo maior linearidade dos resultados obtidos.

A metodologia utilizada por Sa e colaboradores prevé a incubacéo do inoculo
somente por duas horas (MANN, MARKHAN, 1998), periodo inferior ao
recomendado atualmente pelo CLSI (WATTS et al, 2008). Visto que o0s
microrganismos encontram-se em diferentes estagios de crescimento, podem
ocorrer variagdes da CIM para um mesmo composto, podendo resultar em valores

inferiores de CIM como neste caso.

5.5 DESENVOLVIMENTO DE ANALOGOS DOS TIOCIANATOS ALILICOS

A proposicdo de andlogos tem como objetivo maximizar as interacdes do
farmacoforo com a célula, promovendo aumento da atividade e seletividade.
Buscou-se a proposicdo de novas estruturas sem o aumento significativo do namero

de etapas envolvidas na sintese dos compostos.

As modificagdes sugeridas foram realizadas embasadas em conceitos
importantes da quimica medicinal, como a identificacdo do farmacdéforo e o uso de
isésteros. Farmacoforo € a uma estrutura minima com grupos funcionais especificos
de uma molécula que sdo responsaveis pelas interacdes da molécula com seu
receptor e por consequéncia da atividade (SILVERMAN, 2004). Ja os isésteros sao
atomos ou grupos de atomos os quais possuem o mesmo numero de elétrons de
valéncia, e que possuem semelhancas fisicas e quimicas (THOMAS, 2007). Um
exemplo é o grupo metila (CH3) o qual possui sete elétrons de valéncia podendo ser
uma hidroxila (OH) a qual também possui sete elétrons de valéncia. Esse tipo de
modificacdo estrutural € normalmente utilizada para verificar a importancia de

determinados grupos na molécula que estejam relacionados a sua atividade

bioldgica.
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Tiocianatos alilicos 1 sao facilmente obtidos em sinteses bastante curtas do

ponto de vista do numero de etapas envolvido. Além disso, andlogos podem ser

facilmente obtidos modificando-se o aldeido de escolha para sintese dos adutos

MBH. Para isso foi verificada a disponibilidade comercial de cada um dos aldeidos

sugeridos para a constru¢do dos analogos. As estruturas dos novos derivados dos

tiocianatos alilicos, bem como o aldeido de partida podem ser observados na Tabela

3.

Esquema 3: Rota sintética para obtencdo dos analogos.
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Tabela 3: Novas geracdes de tiocianatos alilicos: modificacdes no aldeido de partida
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Com o intuito de verificar a presenca de interacdes hidrofobicas entre o anel
aromatico e o substrato e efeitos estéricos, optou-se pela construcdo de um derivado
do ciclohexanocarbaldeido 5d. O radical fenila tem estrutura planar e normalmente
relaciona-se com o alvo por meio de interagdes de van der Waals, enquanto seu
parente préximo, ciclohexanila apresenta-se em uma conformacgédo compacta. Essa
caracteristica do radical ciclohexanila faz com que as interacdes hidrofobicas sejam
menos efetivas devido a menor area superficial apresentada por este radical
(THOMAS, 2007). Além disso, a proposicdo do composto 5d visa a confirmacdo da

estrutura proposta para o farmacoforo.

Diante do fato que néo foi observada atividade frente a bactéria Gram-
negativa e conhecendo as algumas das caracteristicas da membrana celular desses
microrganismos (TORTORA, FUNKE, CASE, 2000) (PRESCOTT, 2002)
(PRESCOTT, 2002) propds-se a insercao de grupos hidrofilicos como derivados de
anilinas (5a, 5b, 5k) e fendis (5¢). Além disso, a insercdo desses grupos funcionais
no anel aromatico faz com que sejam possiveis interacdes de hidrogénio entre a
droga e um possivel alvo. A presenca da funcdo éter em le inibe este tipo de
interacdes intermoleculares, pois a presenca da metila causa bloqueio estérico
durante a aproximacdo da molécula com seu alvo. Ja a presenca de grupos nitro
(NOy) em 1a, 1b e 1x, além de impedir as ligac6es de hidrogénio, contribui para o
aumento da toxicidade do composto. Além disso, as aminas desempenham um
papel bioldgico importante, estando presentes em diversas drogas comercializadas e
em inumeros produtos naturais (PATRICK, 2009) podendo atuar tanto como
doadores quanto aceptores de ligacdes de hidrogénio em um possivel alvo na célula

bacteriana.

Por outro lado, é importante ressaltar que os substituintes —NH, e —OH séo
doadores de elétrons por efeito de ressonancia, aumentando a densidade eletronica

sobre o anel aroméatico (MCMURRY, 2009). Este fato pode implicar em perda de
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atividade para microrganismos Gram-positivos, visto que os melhores resultados

foram expressos pelos compostos contendo grupos hidrofébicos ligados ao anel 1j-I1.

Devido a ocorréncia natural de amidas nas ligacGes peptidicas e em
decorréncia dessas serem grupos doadores de densidade eletronica menos efetivos
gue as aminas, essa funcdo organica é normalmente empregada no processo de
otimizagdo do farmacéforo como no derivado 4-amido 5I. O carater parcial de
ligacdo dupla entre C-N faz com a o grupamento amida seja planar restringindo o
namero de possibilidades de interacdo da molécula com o alvo. Além disso, o grupo
amido é um grupo volumoso, podendo ser interessante para atividade biologica

assim como os derivados cloro 1l e naftil 1h.

Ja analogos planejados contendo isésteros possuem maiores chances de
apresentar o mesmo tipo de atividade que o composto de partida. Isosteros
possuem propriedades fisico-quimicas semelhantes, propriedades farmacocinéticas
também podem ser similares (PATRICK, 2009) (THOMAS, 2007). Assim, a
introducé@o de um anel piridinico em 5e ou um anel pirimidinico em 3,5 pirimidil 5] no
lugar da fenila em fenil-alil 1g e a substituicdo do grupo naftaleno em natftil-alil 1h por
um grupo quinolinico em 3-quinolil 5f, inserem hetero-atomos aceptores de ligagao

de hidrogénio sem que ocorra perda do carater aromatico do substituinte.

A rigidez estrutural estad intimamente relacionada com a toxicidade e a
atividade de drogas. Estruturas rigidas prendem a molécula em uma determinada
conformacao, de forma que esta somente sera efetiva quando ligada ao seu sitio
ativo. Na auséncia de rigidez, rotacdes podem produzir conformagdes moleculares
que sejam capazes de interagir com outros sitios ativos, causando efeitos colaterais
ou até mesmo inativacado desses sitios. Para estudar os efeitos da rigidez sobre a
CIM, propbs-se um analogo de 2,4-cloro 1l, contendo dois substituintes cloro em
diferentes posicoes do anel aromatico como em 2,6-cloro 5g e um analogo
complementar com trés substituintes cloro 2,4,6-cloro 5h. Substituintes nessas
posi¢cdes do anel aromético tendem a impedir que ocorra livre rotagcdo do mesmo
devido ao impedimento estérico causado pelo encontro dos cloros com o grupo
metileno na posi¢gdo a ao grupo tiociano. Isso faz com que ocorra uma redugcdo no
numero de conformacdes possiveis para a molécula e por consequéncia no numero

de tipos de interagBes com a célula bacteriana.
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Além de modificagdes dos substituintes no anel aromatico, podem ser obtidos
analogos variando-se a porcéao éster do farmacoéforo (Tabela 4). Visto que o derivado
2,4-cloro 1l apresentou os menores valores de CIM dentre os compostos avaliados,
optou-se por manter essa estrutura do anel aromatico. Esteres normalmente atuam
como aceptores de ligagdo de hidrogénio do ponto de vista quimico e sao
suscetiveis a hidrolise em organismos vivos (PATRICK, 2009). Sua importancia pode
ser avaliada utilizando os éteres ou acidos carboxilicos equivalentes, como o
composto derivado do etilacrilato 5m ou o derivado do acido acrilico 50. A
introducdo de acidos carboxilicos em moléculas pequenas pode levar a um aumento
da solubilidade destes compostos devido a possibilidade da formacdo de um sal in
vivo (THOMAS, 2007). Além disso, a formacdo de um sal também faz com que

ocorra a possibilidade de intera¢des ibnicas com o substrato.

Tabela 4: Novas geracdes de tiocianatos alilicos: modificacdes no composto a,[3-

insaturado de partida
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A variacao dos substituintes alquila do composto a,B3-insaturado de partida
permite a avaliacdo das interacdes lipofilicas com a célula. Dessa forma a introducéo
do grupo terc-butila (t-Bu) em 5n ou do grupo benzil (Bn) em 5m, além da avaliacao
das interacdes hidrofébicas com a célula, permite um estudo da seletividade e da
conformacdo da molécula, uma vez que a presenca de um grupos volumosos

impede que ocorram ataques a carbonila e impede a livre rotacdo do grupo SCN.

Do ponto de vista quimico, cetonas sdo muito menos reativas que seus
analogos ésteres (MCMURRY, 2009). Assim, a produ¢édo de um analogo contendo a
funcd@o cetona 5p visa estudar a reatividade do grupo carbonilico. A presenca do
grupo metila (CH3) no lugar do grupo metoxido (OCH3) impede que ocorra a

hidrolise, dificultando a excrecdo do composto da célula.

De modo semelhante ao grupamento t-Bu a introducdo de amidas como em
5¢g-r também pode contribuir para 0 aumento da rigidez estrutural. As amidas séo
grupos planares pouco reativos devido ao carater parcial de ligacdo dupla. Além
disso, as amidas secundarias nado realizam ligacdes de hidrogénio devido ao
comprometimento do par de elétrons do nitrogénio. Por outro lado, amidas primarias
podem atuar como doadoras de ligagcdo de hidrogénio e em meio acido podem

formar sais, aumentando a solubilidade do composto (PATRICK, 2009).

O derivado naftil-alil 1h também apresentou excelentes valores de CIM (16
pug/ml) dentre os compostos avaliados frente a S. aureus. Da mesma forma que se
utilizou o derivado 2,4-cloro 1l para construir uma série de analogos variando-se o
composto carbonilico a,p-insaturado, uma série de analogos contendo o grupo

naftaleno também pode ser construida (Figura 10).
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Figura 10: Analogos do composto naftil-alili 1h para diferentes compostos

carbonilicos a,B-insaturados de partida.

X SCN

R = halogénios, alquil; X = oxigénio ou nitrogénio; R’ = H, -CH,CHjs, t-Bu, N(CH5),

De uma maneira geral, agentes antimicrobianos sdo comparados com base
na sua eficiéncia em testes in vitro, no entanto poténcia nem sempre significa
seguranca. A atividade inibitéria dos compostos pode ser enganosa, uma vez que
por mais esforcos que sejam empregados para isso, o0 meio de cultura in vitro &
muito diferente de um organismo vivo. Dessa forma, ao propor os analogos foi
preciso ter em mente a toxicidade de alguns substituintes, como por exemplo,

grupos NO>, e propor estruturas com carater menos nocivo.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho buscou-se avaliar um grupo de pequenas moléculas sintéticas
utilizando o método de micro diluicho em caldo frente ao patdbgeno ESKAPE S.
aureus e ao patdgeno Gram-negativo E. coli. Além disso, foram avaliados dois
outros patdgenos Gram-positivos que sdo importantes contaminantes de alimentos
B. cereus e L. monocytogenes. A técnica de micro diluicho em caldo mostrou-se
altamente eficiente, pois proporcionou uma grande quantidade de resultados em um
curto periodo de tempo e sem a demanda de ampla quantidade de reagentes e
espaco fisico ou de técnicas complementares. Além disso, o0 método pode ser
estendido para a criacdo de pequenas bibliotecas de compostos que visam a
obtencdo de compostos lideres para a producdo de novas moléculas biologicamente
importantes, trabalho que vem sendo realizado em paralelo a este estudo.

Este trabalho permitiu o desenvolvimento de conhecimentos na area da
microbiologia, um assunto que ndo é abordado durante o curso de graduacdo em
Quimica, além de desenvolver o conceito da interdisciplinaridade que € bastante
pertinente par o Quimico atual. Foi possivel realizar o isolamento e replicacdo de
colénias. Além disso, foi realizado um breve estudo sobre a parede celular de
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos e propostas algumas relacdes

com o0s compostos avaliados.

A partir dos resultados obtidos observou-se que nenhum dos compostos
avaliados foi efetivo contra a bactéria Gram-negativa E. coli. Por outro lado, frente
aos microrganismos Gram-positivos S. aureus e B. cereus, 0s compostos contendo
substituintes volumosos como halogénios 1j-I ou como o grupo naftil 1h,
apresentaram CIM na faixa de 16-64 pg/ml, o que demonstra uma dependéncia da
CIM com o tamanho do substituinte no anel aromatico. Infelizmente nédo  foi
realizavel a avaliacdo dos tiocianatos alilicos frente a bactéria L. monocytogenes,
uma vez que néo foi possivel a realizacdo das leituras nas placas preparadas com
esse microrganismo. Para a L. monocytogenes sera necessario o emprego de outro
teste de susceptibilidade ou modificagdes no método empregado neste trabalho que

permitam a realizacdo das leituras da CIM.

A analise de REA permitiu a identificacdo do farmacdéforo e possibilitou a
proposta de modificacdes estruturais importantes para o aumento da atividade dos
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compostos avaliados tanto pela modificagdo do aldeido como do composto
carbonilico a,p-insaturado. Com base na analise realizada neste trabalho, propbs-se
de forma racional dois novos conjuntos de moléculas que também poderdo ser
efetivas frente aos patégenos ESKAPE e a patdégenos alimentares. A sintese e

avaliacdo destes compostos € uma das perspectivas deste trabalho.
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