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RESUMO

O aumento dos indices de morbidade e mortalidade ocasionados por infec¢des bacterianas €
um problema de satde publica, e tem provocado uma reflexdo a nivel mundial acerca do
surgimento de micro-organismos multirresistentes. Parte desse fenomeno deve-se ao uso
indiscriminado de antibidticos, que permitiu aos micro-organismos o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia. Por isso, faz-se necessario a constante busca do desenvolvimento
de novos farmacos candidatos a agentes antimicrobianos. Uma das estratégias da quimica
medicinal empregadas no desenvolvimento de antimicrobianos ¢ a hibridizacdo molecular,
que permite a conjuga¢do de diferentes farmacoforos numa mesma molécula, ampliando o
potencial terapéutico das mesmas. Nesse contexto esse trabalho objetivou a avaliagdo da
atividade antibacteriana in vitro de novos compostos hibridos sintéticos contendo os
farmacoforos sulfonamida e 2-amino-tiofeno. Para tanto, sete novos derivados foram
sintetizados em duas etapas reacionais, iniciando pela reagdo de Gewald (obteng¢do de 2-
amino-tiofenos), seguido pela condensacdo desses com cloreto de 4-acetamido-benzeno-
sulfonila utilizando irradiacdo de ultrassom 40 kHz. Os compostos foram purificados,
caracterizados e tiveram suas estruturas confirmadas através de analise de RMN'H. Por
ultimo foram determinadas as concentragdes inibitorias minimas (CIM) e suas atividades
como modificadores da atividade antibidtica (inibidores putativos da bomba de efluxo),
através da técnica de microdiluigdo, em linhagens de Staphylococcus aureus que
superexpressam os genes NorA, MrsA e TetK. Os compostos hibridos foram obtidos em até
80 minutos, em rendimentos satisfatorios (40-99%), demonstrando que a irradiagdo de
ultrassom ¢ uma opg¢do viavel e adequada. Apesar de nenhum dos compostos apresentarem
atividade antibacteriana relevante in vitro (>256ug/mL), alguns compostos, como Sulfa 01,
Sulfa 02 e Sulfa 04, atuaram como modificadores da atividade antibiotica, provavelmente por
inibicao de bomba de efluxo, em especial na linhagem SA-1199B (que superexpressa o gene
norA) ao reduzir a CIM da Norfloxacina em até 16 vezes (128 para 8§ pg/mL). Como as
sulfonamidas ndo t€m ag¢ao inibitoria de bombas de efluxo, nossos resultados nos levam a crer
que a por¢do tiofénica ¢ a responsavel por essa atividade, sugerindo assim, que 0s Novos
compostos hibridizados, quando in vivo (visto se tratarem de pro-drogas) poderdo agir por
dois mecanismos de a¢do distintos, potencializando suas acdes. Os resultados indicam que os
novos derivados hibridos sdo possiveis candidatos a protdtipos de antibidticos, com grande
potencial de agir por um mecanismo de agado sinérgico.

Palavras-chave: hibridizagdo molecular; sulfonamidas; 2-amino-tiofeno; antibidticos;

Staphylococcus aureus; inibidores de bomba de efluxo.
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ABSTRACT

The increased morbidity and mortality caused by bacterial infection is a public health issue
and has lead a debate about the worldwide emergence of multiresistant microorganisms. Part
of this phenomenon is due to the indiscriminate use of antibiotics, which allowed the
microorganisms to develop resistance mechanisms. Therefore, it is necessary to constantly
seeking to develop new drug candidates to antimicrobial agents. One of medicinal chemistry
strategies for the antibiotics development is the molecular hybridization, which allows the
combination of different pharmacophores in a single molecule, increasing them therapeutic
potential. In this context this study aimed to evaluate the in vitro antibacterial activity of novel
synthetic hybrid compounds containing the sulfonamide and 2-amino-thiophene
pharmacophores. Thus, seven new derivatives have been synthesized in two reaction steps,
starting with the Gewald reaction (obtaining 2-amino- thiophenes), followed by condensation
of these with 4- acetamido -benzene sulfonyl chloride using 40 kHz ultrasound irradiation.
The compounds were purified, characterized and have their structures confirmed by 'H NMR.
Finally we determine the minimum inhibitory concentrations (MIC) and its activities as
modifiers of antibiotic activity (putative efflux pump inhibitors) by microdilution, in
Staphylococcus aureus strains overexpressing the NorA , MrsA and TetK genes. The hybrid
compounds were obtained until 80 minutes in satisfactory yields (40-99%), demonstrating
that ultrasound irradiation is a viable and appropriate option. Although none of the
compounds showed significant in vitro antibacterial activity (> 256ug/mL), some compounds
such as Sulfa 01, 02 and 04 acted as modifiers activity antibiotic, presumably by inhibiting
the efflux pump, in particular the strain SA - 1199B (which overexpresses the norA gene)
reducing the Norfloxacin CIM up to 16 times (128 to 8 mg / mL). How sulfonamides have no
inhibitory action of efflux pumps, our results lead us to believe that thiophene moiety is
responsible for this activity, suggesting that the new hybridized compounds when in vivo
(they refer to prodrugs) may act by two distinct mechanisms of action, potentiating their
actions. The results indicate that the new hybrid derivatives are potential candidates for
antibiotics prototypes, with great potential to act by a synergistic action mechanism.

Keywords: Molecular hybridization; sulfonamide; 2-amino-thiophene; antibiotics;

Staphylococcus aureus; efflux pump inhibitors.
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1. INTRODUCAO

O aumento do numero de infecgdes estd se tornando um problema mundial,
especialmente entre pacientes imunocomprometidos devido a AIDS, transplante de 6rgaos,
quimioterapia e outros procedimentos invasivos. (LIMA-NETO et al., 2012). Esse fenomeno
deve-se em grande parte a crescente capacidade de microrganismos patogénicos tornarem-se

resistentes aos antibidticos utilizados na terapéutica.

O uso indiscriminado de antibidticos permite que bactérias, virus, fungos e outros
parasitas desenvolvam mecanismos de adaptagdo e resisténcia a poderosos antibidticos. Ja
foram encontrados mecanismos de resisténcia para cada classe de antibidtico (WERMUTH,
2008) e a busca de novos farmacos eficazes contra varias bactérias multirresistentes ¢
provavelmente um dos desafios mais dificeis da quimica medicinal para a préxima década.
Dessa forma, o desenvolvimento de novas classes de antibioticos ou versdes mais potentes

das classes ¢ essencial para a terapéutica atual.

Investigadores trabalhando em grupos de pesquisas em universidades (entre eles o
LSVM - Laboratério de Sintese e Vetorizagdo de Moléculas da UEPB), em industrias
farmacéuticas e em institutos de pesquisa de todo o mundo realizam sinteses organicas e
testes bioldgicos, na busca por protétipos de novos farmacos, moléculas que, muitas vezes,
podem ser extremamente simples, mas que apresentam potencial acdo farmacologica e que

podem ser empregadas no tratamento de infec¢des bacterianas.

Através da quimica medicinal ¢ possivel realizar o planejamento, descoberta,
invengdo, identificagdo e preparacdo de compostos biologicamente ativos (prototipos), o
estudo do metabolismo, interpretacdo do mecanismo de acao a nivel molecular e a construgao

das relagdes entre a estrutura quimica e a atividade biologica (LIMA, 2007).

Nas ultimas décadas, o processo da descoberta de farmacos utilizou e beneficiou-se do
advento de novas técnicas, como a hibridizagdo molecular que consiste na conjugacao de dois
grupos farmacoforos possuidores de atividade bioldgica ja comprovada na literatura,

ampliando o potencial terapéutico dos compostos.

Dentre os compostos com potencial antimicrobiano que podem ser explorados como
protétipos de novos antibacterianos, estdo os tiofenos e as sulfonamidas, os quais ja sao

amplamente relatados na literatura por apresentar essa atividade.
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Os derivados 2-amino-tiofénicos apresentam além da simplicidade estrutural e
sintética, o que permite que sejam realizadas modificagdes em sua estrutura, diversas
atividades biologicas associadas ja descritas na literatura, em especial atividade
antibacterianas e antifungica (Puterova et al, 2009; SIQUEIRA et al., 2010). Como ja descrito
em trabalhos anteriores realizados no LSVM que demonstraram relevante atividade
antifungica frente a cepas de Candida krusei e Cryptococcus neoformans (LIMA-NETO et
al., 2012) (SCOTTI et al., 2012).

As sulfonamidas, por sua vez, possuem estrutura quimica similar ao acido para-
aminobenzoéico (PABA), e por consequéncia sdo capazes de se ligar a ezima dihidropteroato
sintase, inibindo assim a sintese de acidos nucléicos e de proteinas bacterianas (PATRICK,

2009).

Sabendo-se que entre os farmacos comercializados atualmente cerca de 62% sao
derivados heterociclicos e que destes, 28% possuem um atomo de enxofre (WERMUTH,
2008), tiofenos heterociclicos contendo um atomo de enxofre conjugados com grupamento
sulfa sao consideradas ainda mais promissoras, € recebem atengdo especial neste trabalho.
Principalmente devido ao fato de que fragmentos de sulfonamida podem aumentar
relevantemente a atividade de agentes antibacterianos contra os microrganismos Gram-

positivo e Gram-negativas (KIM et al., 2008),

Com base na importancia medicinal de por¢des de sulfonamida e de tiofeno, relatou-se
aqui a sintese de uma nova classe de compostos hibridizados contendo em suas estruturas dois
farmacoforos possuidores de atividades antibacterianas (2-amino-tiofenos e sulfonamidas)
visando o desenvolvimento de derivados com atividade mais pronunciada, mais seguros,

eficazes e com menos efeitos toxicos.

As estruturas dos compostos sintetizados foram atribuidas com base no IV, RMN 'H, RMN
BC e dados de espectro de massa. Estes compostos foram avaliados in vitro quanto & sua

atividade antimicrobiana, em diferentes cepas de Staphylococcus aureus.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. RESISTENCIA BACTERIANA

A partir dos estudos realizados nos anos 1930, foi desencadeado uma nova era para o
tratamento de infec¢des - o desenvolvimento de tratamentos com antibidticos como
penicilina,  streptomicina, cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina, vancomicina,
cefalosporinas, quinolonas, entre outros (WERMUTH, 2008). E desde entdo foi observado o

surgimento de cepas bacterianas resistentes ao seu mecanismo de agdo (Tabela 1).

Tabela 1. Agentes por quais foi observado resisténcia.

Antibioticos Introduciao P1:in:eir.0 caso d.e
resisténcia descrita

Penicilina G 1943 1943
Streptomicina 1947 1947
Tetraciclina 1952 1952
Meticilina 1960 1961
Acido Nalidixico 1964 1966
Gentamicina 1967 1969
Cefotaxima 1981 1981
Linezolida 2000 2000

Em populagdes de bactérias que sdo sensiveis aos antibidticos especificos, existem
cepas de ocorréncia intrinsecamente resistentes a pelo menos, um farmaco (resisténcia

natural).

Segundo Nicole Kemper (2008), a resisténcia pode ser provocada pela repetida
exposicao de bactérias a doses sub-letais de antibioticos e que a formagao de resisténcia aos

farmacos ocorre através da transferéncia de genes entre as células bacterianas pertencentes a
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diferentes cepas ou mesmo géneros, durante um processo de recombinagdo (transferéncia

horizontal de genes).

A resisténcia de bactérias patogénicas a sulfonamidas (SNs) pode ser devida a
alteragOes estruturais na enzima dihidropteroato sintetase (DHPS), necessaria ao metabolismo
e reproducao bacteriana, levando a mutagdes pontuais no gene DHPS (folP) (BARAN et al.,
2011). Assim, estas mutacdes afetam a expressdo da enzima DHPS com uma menor afinidade

para SNis.

Resisténcia a SNs também pode ser distribuida por elementos genéticos modveis, tais
como plasmideos, transposons e integrons. Ja foram relatados trés genes conhecidos que
codificam resisténcia a SNs: sul 1, sul 2 e sul 3 (BARAN et al., 2011). O gene sul 3 foi
encontrado em cepas patogé€nicas de E. coli isoladas a partir de porcos. A disseminagdo de
cada gene sul 1 a sul 3 depende do sitio de localizagdo da amostragem e das espécies
bacterianas. Entre as Gram-negativas isolados resistentes a SNs, principalmente E. coli e
Salmonella sp., os genes sul 1 e sul 2 s3o os mais comumente encontrados com frequéncias
iguais (BYRNE-BAILEY et al., 2009). Espécies bacterianas resistentes, no geral, carregam
apenas um destes genes, no entanto, nos tltimos anos observou-se o numero de patdgenos que

possuem os trés genes (BARAN et al., 2011).

SNs tém mostrado a maior resisténcia as drogas, quase o dobro como tetraciclinas e
muitas vezes maior do que outros antibidticos (BARAN et al., 2011). Entre outros fatores, a
presenca de SNs no meio aumenta a resisténcia antimicrobiana dos microrganismos levando a
um aumento sistematico do nimero de cepas bacterianas resistentes aos SNs nos ultimos

anos.

Diante do exposto nota-se que existe uma necessidade crescente para a identificacdo
de novas estruturas e combinagdes que podem ser utilizadas na concep¢do de novos, potentes

€ menos toxicos agentes antimicrobianos.

2.1.1. Mecanismos de Resisténcia

Os mecanismos por meio dos quais as bactérias se tornam resistentes sdo bastante

versateis. Esses mecanismos podem ser agrupados em quatro grupos distintos:
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1) Inativagdo ou modificagdo da droga, onde as enzimas inativam os antibioticos. Por

exemplo, as B-lactamases que hidrolisam os antibioticos da classe dos p-lactamicos;

2) Modificacao do alvo, que ocorre devido a mutagdes no gene da molécula -alvo do
antibiotico, impedindo o reconhecimento do mesmo e consequentemente sua acdo. Esse
mecanismo de resisténcia ¢ bem verificado em fluoroquinolonas, que t€m como alvo duas

proteinas da replicagdo do DNA: topoisomerase e DNA girase;

3) Impermeabilidade da membrana, onde a droga ndo consegue penetrar

eficientemente na célula bacteriana. E o caso da resisténcia a vancomicina;

4) Bombas de efluxo, que promove a eliminacdo de agentes antimicrobianos para o
meio extracelular mais rapido que a difusdo pela membrana plasmatica. Logo, a concentragao
intracelular do agente se mantém insuficiente para bloquear as fungdes celulares (KOHLER et

al., 1999).

Os dois primeiros mecanismos siao especificos para um ou mais antibidticos
relacionados, ja os dois ultimos mecanismos estdo geralmente associados a resisténcia

multipla as drogas (MDR — Multi Drug Resistance) (KOHLER et al., 1999).

2.1.1.1. Bomba de Efluxo (proteina transportadora)

Bombas de efluxo sdo proteinas transmembrana envolvidas no transporte de substratos
toxicos, incluindo todas as classes de antibioticos clinicamente relevantes, do interior da
célula para o ambiente extracelular, diminuindo a concentra¢do intracelular do substrato
antimicrobiano e tornando a célula menos susceptivel ao agente. Assim, a proteina de efluxo
nas bactérias contribui para a sobrevivéncia delas no seu habitat (VAN BAMBEKE et al.,

2003).

A maior proteina de efluxo MDR caracterizado em S. aureus ¢ a NorA, encontrada
tanto em linhagens MSSA como MRSA (GIBBONS et al., 2004; PIDDOCK, 2006). O gene
norA foi o primeiro identificado em S. aureus, em 1990. Sua proteina (NorA) transporta
diversos substratos, tais como: fluorquinolonas hidrofilicas (norfloxacina, ciprofloxacina,
lomefloxacina e ofloxacina), brometo de etidio, acriflavina, rodamina, centrimida, cloreto de
benzalconio, brometo de tetrafenilfosfonio, clorafenicol, além do alcaldide berberina

(NEYFAKH et al., 1993; KAATZ; SEO, 1995). A desativacdo da proteina NorA fornece o
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aumento da susceptibilidade bacteriana de quatro a oito vezes mais para as fluorquinolonas

(YAMADA et al., 1997).

Sabe-se atualmente que as bombas de efluxo contribuem para a resisténcia intrinseca e

adquirida aos antibioticos, estimulando o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.

2.1.1.2. Agentes Modificares de Atividade Antibidtica

Os inibidores de resisténcia, também chamados modificadores de atividade antibiotica
ou adjuvantes de antibidticos, sdo considerados como a alternativa mais apropriada das novas
terapias antibacterianas (VAN BAMBEKE et al., 2006). A estratégia dos inibidores pode estar
envolvida com antibidticos que sdao inativados por enzimas, como o0s bens sucedidos

inibidores de B-lactamase e pelo sistema de efluxo.

Os mecanismos pelos quais os inibidores de bomba de efluxo podem atuar ndo estdo
claramente compreendidos, mas tém sido propostas algumas formas de acdo, como: ligar -se
diretamente a um ou mais sitios de ligacdo na proteina de efluxo, de maneira competitiva ou
nado-competitiva; apresentar afinidade pelo substrato transportado pela bomba, formando um
complexo que podera ndo ser mais reconhecido pela bomba de efluxo; interferir no gradiente
de proton; interagir com a membrana plasmatica modificando a conformagdo da proteina de
efluxo ou inibir a expressao do gene de efluxo. Todos esses mecanismos interferem no efluxo
do substrato da bomba. Assim, a aplicagdao desses inibidores em associagdo com antibidticos
convencionais poderd aumentar a concentragdo intracelular desses antibidticos, restaurando
sua eficiéncia, além de reduzir o emergente desenvolvimento da resisténcia bacteriana

(LOMOVSKAYA; BOSTIAN, 2006; MARKHAM et al., 1999).

A escassez de inibidores de efluxo efetivos leva a constante procura pela identificagdo
e desenvolvimento de novos inibidores, tanto contra os sistemas de efluxo em microrganismos
como em células tumorais resistentes a multiplas a drogas (KAATZ et al., 2003). A procura
por novos agentes tem focado os produtos sintéticos como moduladores da atividade

antibidtica por bomba de efluxo.
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2.2. IMPORTANCIA DOS DERIVADOS TIOFENICOS

Os compostos organicos que contém os anéis de cinco membros heterociclicos
aromaticos estdo largamente distribuidos na natureza e muitas vezes desempenham um papel
importante em varios processos bioquimicos. Derivados tiofénicos pertencem a um grupo
heterociclico aromatico e, consequentemente, eles sdo fragmento estrutural importante em
muitos compostos farmacéuticos e quimicos. Como resultado, eles sdo incorporados em novas

entidades quimicas por quimicos medicinais. (MEOTTI et al., 2003).

Derivados tiofénicos sdo, sem duvida, uma das classes mais importantes de
heterociclos, visto que algumas moléculas contendo o grupo do tiofeno tém sido relatadas por
exibir interessantes propriedades farmacéuticas incluindo antimicrobiana, anticancerigeno, a
atividade bacteriostatica e fungistatica, anti-inflamatério e eficazes cardioprotetores (DESAI

etal., 2011).

O tiofeno ¢ um hidrocarboneto ciclico, de férmula molecular C4H4S (Figura 1). Trata-
se também de um composto heteroaromatico visto que um dos pares de elétrons livres do

enxofre tem potencial para participar da ressonancia conjuntamente com elétrons m das duplas

/

S

ligacoes.

Figura 1. Estrutura do composto heterociclico - tiofeno

Atualmente, a sintese de compostos contendo atomos de enxofre em sua composicao ¢
de grande interesse, tanto pelo seu uso como intermedidrio sintético como pelo seu potencial

bioldgico.

Benzo[b]tiofenos sdao heterociclos importantes como moléculas biologicamente ativas
(FERREIRA et al., 2004). Estudos revelaram que os sistemas de anel de tiofeno ocupam uma
posicdo unica no desenho e sintese de novos agentes biologicamente ativos com atividades

analgésicas e anti-inflamatéria notavel, em adicdo a sua atividade antimicrobiana.
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Tiofenos aromaticos participam em parte no metabolismo animal; por exemplo, na
Figura 2, Biotina, uma das vitaminas (vitamina H) ¢ um tetrahidro-tiofeno. Enquanto que
tiofenos aromaticos ocorrem em algumas plantas, em associagdo com poliacetilenos com o
qual eles estdo ligados biogeneticamente ¢ Banminth (Pirantel®), um medicamento

antihelmintico de uso veterindrio utilizados em quimioterapia. (AMR et al., 2010).

o]

PN

HN NH /
Me
\ N

o
"/(CH,)4COH

Biotina (Vitamina H) Banminth

Figura 2. Estrutura quimica da Biotina e Banminth

Tiofenos possuem um amplo espectro de atividades bioldgicas conhecidas, varios
destes derivados s3o potentes analgésicos, anticonvulsivante (KULANDASAMYA;
ADHIKARI; STABLES, 2009), antidepressivo, anti-inflamatorio e antipiréticos, anti-tumoral,
anti-cancer de mama (AL-SAIDA et al.,, 2011), antimalarico (CARIDHA et al., 2010),
antiparasitaria (ALOMAR et al., 2012), antimicrobiana (LU et al., 2011) (ISLOOR et al.,
2010)., anti-histaminica (H1), anti-arritmico e antagonista da serotonina (AMR et al., 2010;
AL-SAID et al, 2011). Antiepilépticos ativos atualmente disponiveis (AEDs) como tiagabina,

etizolam e brotizolam contém porcao tiofeno em suas estruturas como farmacoforo ativo.

Através da classica reagao de Gewald (Esquema 1) ¢ possivel a obtengdo de 2-
aminotiofenos, os quais tem diversas aplicagdes na quimica combinatéria medicinal. Seus
derivados sdo de grande importancia na industria farmacéutica. Consiste na reagdo de
compostos carbonila (cetonas alifaticas, aldeidos ou compostos de 1,3-dicarbonila) com nitrila
ativada e enxofre na presenca de uma amina secundaria a temperatura ambiente, resultando 2-
aminotiofenos (Esquema 1). O mecanismo da reagdo acredita-se proceder como indicado no

Esquema 2.
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Esquema 1. Procedimento padrdo para sintese de 2-aminotiofenos
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O primeiro passo da reacdo Gewald ¢ uma condensacdo de Knoevenagel de uma
nitrila ativada com um componente cetona ou aldeido para produzir um acrilonitrila, que ¢
entdo tiolada no grupo y-metileno com enxofre elementar de acordo com um mecanismo de
SNX. O composto sulfurado (4) sofre fecho do anel por meio de ataque nucleofilico, ao
mercapteto ciano de carbono para proporcionar o intermedidrio (5). Finalmente, um rearranjo

prototropico proporciona o 2-aminotiofeno (6).

2.3. IMPORTANCIA DAS SULFONAMIDAS

O grupo sulfonamida —SO,NH- estd presente em varios compostos biologicamente
ativos, que incluem drogas antimicrobianas, saluréticos, inibidores da anidrase carbdnica
(LEITANS et al., 2013) (WANG et al., 2013), agentes antitireoidianos, medicamentos anti-
tumorais , (AL-SAID et al, 2011) e entre outros (Figura 3).
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Figura 3. As principais classes de agentes farmacoldgicos desenvolvidos a partir de
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sulfonamidas (1): antibacterianas, como o sulfatiazol (2); inibidores da anidrase carbonica,
como o acetazolamida (3); diuréticos, como o furosemida (4); agentes hipoglicémicos como a
Glibenclamida (5); agente anticancer como o E7070 (6) que estd em fase de estudos clinicos

avangados; e agentes anti-Aids, como o inibidor da HIV protease Amprevanir (7).

Sulfonamidas estdo entre os agentes antibacterianos mais utilizados no mundo,
principalmente por causa de seu baixo custo, baixa toxicidade e excelente atividade contra
doengas bacterianas comuns. A acdo sinérgica de sulfonamidas com trimetoprim trouxe
enorme ressurgimento do uso de sulfonamidas em todos os lugares ao longo da tltima década.

(OZBEK et al., 2007)
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Sulfonamidas agem geralmente como andlogos estruturais de 4cido 4-aminobenzoico
— PABA (Figura 4), constituinte do THF. Estruturalmente, THF consiste de pteridina (derivada
de GTP), &cido p-aminobenzdico (PABA) derivada do corismato ¢ uma extremidade poli-

glutamil (derivado do glutamato), Figura 5.

NH,
O, OH |
NH, NH,
Sulfonamida PABA

Figura 4. Similaridade estrutural das Sulfonamidas e do PABA
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Figura 5. Estrutura do 4cido tetrahidrofolico (THF)

Sulfonamidas por serem estruturalmente similares ao acido 4-aminobenzodico (PABA),
portanto, inibem competitivamente a enzima dihidropteroato sintase (DHPS) (Figura 6). Esta
enzima catalisa a conversao do PABA para diidropteroato, precursor da sintese do folato

(Esquema 1)
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25

Figura 6. Estrutura terciaria da enzima diidropteroato sintase (PDB id: 1ADI1 -
Staphylococcus aureus). Posi¢ao de seu sitio ativo destacados em circulo azul.

O é4cido tetrahidrofélico (THF) participa na sintese de acidos nucleicos que sao
essenciais para construcao do DNA e RNA bacteriano. Por consequéncia, ¢ possivel a inibigao
da sintese de acidos nucleicos e de proteinas. SNs também inibem a permeabilidade da parede
celular bacteriana através do acido glutdmico, o qual também ¢ um componente essencial na

sintese do acido félico (BARAN et al., 2011).

Como as células humanas obtém o seu acido folico da dieta, estas ndo sdo afetadas. Ao
contrario das células bacterianas, que por serem incapazes de absorvé-lo, apresentam seu

crescimento limitado em decorréncia da deficiéncia de THF.

Algumas bactérias do trato intestinal humano, como E. coli, produzem PABA através
do corismato em duas etapas (Esquema 2). Na primeira etapa, as proteinas PabA e PabB
cooperam para substituir o grupo hidroxil do corismato por um grupo amino, resultando o 4-
amino-4-deoxi-chorismato (ADC). Na segunda etapa, ocorre a eliminagdo do piruvato e

aromatizacao do anel do ADC, catalizado pelo ADC lyase (PabC) (WEGKAMP et al., 2007).
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Esquema 4. Producao do PABA através do Corsimato

Apods a descoberta da penicilina, seguido de outros antibidticos, SNs tornaram-se
menos utilizadas, porém mais tarde elas comecaram a atrair a aten¢do para a sua atividade

sinérgica, por exemplo, na combinagdo com trimetoprim. (KRATKY et al., 2012).

A atividade antibacteriana da combinagao de sulfametoxazol (SMX), um farmaco com
um largo espectro amplamente utilizado para o tratamento de muitas infec¢des, com
trimetoprim ¢ mais eficiente devido a inibicao seqiiencial da dihidrofolato redutase (Figura 5),
enzima qua cataliza a sintese do 4cido tetra-hidrof6lico bacteriano e interrompendo assim a

sintese de bases de acidos nucléicos. (KRATKY et al., 2012).

2.4. HIBRIDIZACAO MOLECULAR

A Quimica Medicinal, através do Planejamento Racional de Farmacos permite o
direcionamento da sintese de novas moléculas bioativas contribuindo assim para chances de
sucesso na busca de novas entidades quimicas para o tratamento de doengas e/ou disfungdes

metabolicas.

As acdes farmacologicas de varios compostos sintéticos originais sao um pré-requisito
para a classificagdo de uma droga como altamente eficaz, visto que essas agdes ja
comprovadas na literatura e utilizada na terapéutica oferecem possibilidade de tratamento de

varias doencas. (DESAI et al., 2011).

A hibridizacdo molecular ¢ uma estratégia ja utilizada ha muitos anos na busca de
novos farmacos. Esta consiste na conjugacao (ou jungao) de caracteristicas estruturais de duas

ou mais classes distintas de compostos organicos em uma nova molécula com objetivo de
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potencializar suas acdes (BOURGUIGNON, 1996). Para realizagdo dessa estratégia de
hibridizacdo, os quimicos medicinais tem uma grande preferéncia pelos compostos
heterociclos, seja devido as grande possibilidade sintéticas desses compostos, seja pelo grande

potencial terap€utico que apresentam tanto medicinais como agroquimicos.

Como no caso da Estramustina (Figura 6), conhecido antineoplésico utilizado na
quimioterapia como op¢ao de tratamento de cancer de prostata. A Estramustina ¢ obtido
através da conensacdo de um derivado de estrogénio (especificamente, o estradiol) com uma

mostarda nitrogenada atuando como anti-mitdtico (WERMUTH et al., 2008).

OH OH

N—H * > o
al CI\/\NJ\O
HO

Cl

Mostarda nitrogenada Estradiol Estramustina

Figura 6. Obtencdo da Estramustina através de hibridizagdo molecular

A tropisetrona (Figura 7) também foi planejada a partir da hibridagdo molecular entre
0s prototipos cocaina e serotonina, desenvolvida em 1983 pelo laboratério Sandoz. Esta
hibridacdo molecular incluiu na nova substancia o nucleo inddlico da serotonina com o
sistema biciclico-octano do alcaloide tropanico da cocaina, mantendo a funcao éster presente
na cocaina. Utilizada principalmente como um anti-emético para tratar ndusea ¢ vOmitos
decorrentes de quimioterapia, embora ja venha sendo utilizada experimentalmente como um

analgésico em casos de fibromialgia (WERMUTH et al., 2008).

Ir=z

Figura 7. Estrutura quimica da tropisetrona
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Levando em consideragdo os fatos acima mencionados e, em continuag¢do do interesse
na sintese de heterociclos contendo porcao tiofénica e sulfonamida, para identificar novos
candidatos que podem ser potentes agentes antimicrobianos, seletivos € menos toxicos, neste
trabalho foi feito a sintese e avaliagdo de compostos incorporando tanto a por¢ao sulfonamida

quanto tiofeno.

Esta combinagdo foi racionalizada de modo a incluir dois farmacoforos responsaveis
por atividade antimicrobiana ja comprovada, a fim de investigar a influéncia de hibridagdo e

variagao na estrutura das atividades bioldgicas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar novos derivados sintéticos contendo uma por¢ao 2-amino-
tiofénica associada a uma por¢ao sulfonamida potenciais inibidores da enzima dihidropteroato
sintase e determinar a atividade antibacteriana in vitro, frente a diferentes cepas de

Staphylococcus aureus.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Promover a sintese quimica de novos derivados hibridizados contendo uma porgado 2-

amino-tiofeno associada a uma por¢ao sulfonamida.

— Determinar as propriedades fisico-quimicas, rendimentos e realizar a comprovagao

estrutural dos novos compostos sintetizados;

— Determinar o espectro de acdo antimicrobiana in vitro dos novos compostos
sintetizados frente a diferentes cepas de Staphylococcus aureus, com determinagdo das

concentragcdes minima inibitoria (CMI).

— Determinar a atividade moduladora dos compostos sintetizados em cepas de S. aureus

que super-expressam genes de bombas de efluxo.
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4. METODOLOGIA

4.1. Parte Quimica

4.1.1. Rota Sintética
A rota sintética empregada visando a obtengdo dos novos compostos hibridos conten-

do uma por¢ao tiofeno e uma porgao sulfonamida ¢ apresentado na Figura 8.
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Figura 8. Rota sintética empregada

A sintese foi composta por duas reagdes amplamente descritas na literatura. Primeiro

foi utilizada a classica reacdo de Gewald (GEWALD et al., 1966), visando a obten¢do dos
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compostos de partida 2-amino-tiofenos, que se trata de uma rota convergente, que utiliza con-
di¢des brandas, reagentes de baixo custo, e resulta nos compostos desejados em bons rendi-
mentos (CHAKRABARTI et al., 1993; CALLIGARO et al., 1997). Posteriormente, esses
adutos de Gewald foram condensados ao cloreto de 4-acetamidobenzeno-sufonila através de
uma reacao de N-sulfonilacdo em meio basico, sob irradiacdo em banho de ultrassom 40kHz,

fornecendo 7 compostos finais, as Sulfas 1-4, 6, 7-9.

4.1.2. Procedimento experimental padrio de sintese dos compostos hibridos.

Em um schlenk foram adicionados 1 equivalente do aducto de Gewald (derivado 2-
amino-tiofeno) e 1,5 equivalentes de cloreto de 4-acetamido-benzeno-sulfonila. O ar foi
retirado do meio reacional, e foram adicionados 3mL de piridina anidra ao meio reacional
com auxilio de uma seringa. O frasco foi colocado no banho de ultrassom (40kHz) e foi
ajustado o tempo de irradiacdo (30 a 80 minutos). Apos constatacao do término da reagao,
através de cromatografia em camada delgada, a solucdo reacional foi neutralizada com adigao
de acido cloridrico 1M, até pH 5,0. Foram adicionado 30 mL de diclorometano, e fase
organica foi lavada 5 x com solucao saturada de sulfato de cobre, 2 x com Bicarbonato de
sodio 10% e 2 x com 4agua destilada. A fase organica foi seca sob cloreto de calcio e
concentrada sob pressao reduzida até a secura. O residuo sélido obtido foi purificado através
de crormatografia em coluna de silica, utilizando como solventes um gradiente de
concentracdo de diclorometano/metanol. Apenas para a Sulfa 01 nao foi necessario a etapa de
purificacdo com coluna cromatografica, visto que durante o processo de extracao e lavagem

do meio reacional, o produto desejado, precipitou e estava em elevado grau de pureza.

4.2. Parte Biolégica

4.2.1. Linhagens de Staphylococcus aureus

Foram utilizadas linhagens de Staphylococcus aureus fornecidas pelo Dr. Simon
Gibbons (Universitry of London): SA-1199B, que superexpressa o gene norA que codifica a
proteina de efluxo NorA, responsavel pelo efluxo de fluorquinolonas e outras substancias
(KAATZ et al., 1993; KAATZ; SEO, 1995); RN-4220 que possui o plasmideo pUL5054, o
qual, carrega o gene que codifica a proteina para efluxo de macrolideos (MrsA) (ROSS et al.,

1989) e IS-58, que possui o gene que codifica a proteina TetK para efluxo de tetraciclina
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(GIBBONS; UDO, 2000).
Estas linhagens sdo mantidas em meio de agar solido ( Brain Heart Infusion- BHI,
Difco). Antes de serem utilizadas, as c€lulas crescem em caldo nutritivo de infusdo (Brain

Heart Infusion- BHI, Difco) por 18-24hs a 37°C.

4.2.2. Antibioticos

Foram utilizados trés antibioticos, norfloxacina (NOR), da classe das fluorquinolonas,

tetraciclina (TET) e eritomicina (ERI). Todos esses foram obtidos do fabricante SIGMA.

4.2.3. Determinacio da Concentracio Inibitéria Minima (CIM) dos novos compostos e
antibioticos padrao

4.2.3.1. Determinacao da CIM

Os valores das Concentracdes Inibitorias Minimas (CIM) dos novos compostos e dos
antibioticos, foram determinadas em caldo nutritivo (BHI) através da técnica de
microdiluigdo, usando uma suspensdo de c.a. 10° ufc/mL e com concentragdes variando de
256 pg/mL a 4pg/mL (diluigdes seriadas '2) (SMITH et al., 2005). A CIM foi definida como a
menor concentracdo que inibiu completamente o crescimento bacteriano. Para a melhor
visualizacdo do crescimento bacteriano apos 24hs, foi feito uso da solugdo (0,01%) do corante

resazurina (Sigma-Aldrich).

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

4.2.4.1 .Avaliacao da atividade moduladora

Para avalia¢ao das Sulfas 01, 02, 03, 04, 06, 08 ¢ 09 como modificadores da atividade
antibiodtica (inibidores putativos da bomba de efluxo), a metodologia bésica consistiu na
determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) de antibidticos, na presenga e
auséncia do produto sintético (STAVRI et al. 2007). A concentragdo do produto foi aquela
correspondente a 2 ou 1/8 da sua CIM (concentragdo subinibitéria) (STAVRI et al., 2007).

Para a melhor visualizacado do crescimento bacteriano apds 24hs, foi feito uso da solugao
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(0,01%) do indicador resazurina (Sigma-Aldrich).
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Parte Quimica

Os compostos utilizados como produto de partida para a sintese destes novos
compostos, os aductos de Gewald ja se encontram amplamente descritos na literatura, e
tiveram sua sintese realizada através dos procedimentos padrdes utilizando meio etanolico e

morfolina como base (GEWALD, 1965) (GEWALD, K. et al., 1966).

A partir da reacdo de condensacdo dos aductos de Gewald com cloreto de 4-
acetamidobenzeno-sufonila foram obtidos 7 novos derivados hibridos contendo uma porgao
tiofénica e uma porcao sulfonamida, denominados: Sulfa 01 - N-[4-(3-Ciano-4,5,6,7-
tetraidro-benzo[b]tiofen-2-il-sulfamoil)-fenil]-acetamida, Sulfa 02 - N-[4-(3-Ciano-5,6,7,8-
tetraidro-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il-sulfamoil)-fenil]-acetamida;,  Sulfa 03 - 2-(4-
Acetilamino-benzenesulfonilamino)-4,5,6,7-tetraidro-benzo[ b]tiofeno-3-etil éster; Sulfa 04 -
N-[4-(3-Ciano-5,6-diidro-4 H-ciclopenta[ b]tiofen-2-il-sulfamoil)-fenil]-acetamida; Sulfa 06 -
2-(4-Acetilamino-benzenesulfonilamino)-5,6,7,8-tetraidro-4H-ciclohepta[ b]tiofeno-3-etil
éster; Sulfa 08 - N-[4-(3-Ciano-4,5,6,7,8,9-hexaidro-cicloocta[b]tiofen-2-il-sulfamoil)-fenil ]-
acetamida; e Sulfa 09 - N-[4-(3-Ciano-6-metil-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofen-2-il-

sulfamoil)-fenil]-acetamida (Figura 9);

Os resultados obtidos com as etapas sintéticas foram satisfatorios, uma vez que os
compostos foram obtidos em rendimentos de bons a moderados variando de 40% a 99%
(Tabela 2), mostrando que o uso de irradiagdo de ultrassom € uma opcao viavel. Observou-se
também que ndo houve uma coloracdo caracteristica dos compostos, tendo estes apresentado

aparéncia coloragao amarela a marrom e cinza.

Os resultados referentes aos rendimentos e caracteristicas fisico-quimicas dos

compostos sintetizados encontram-se apresentados na Tabela 2.



Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos hibridizados
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. REND.

COMPOSTOS | APARENCIA P.F. (°C) Ry F.M. M.M. %)
(1]
SULFA 01 Amarelo claro 200 - 203 0,52 C,7H17N505S, 375 99

Amarelo
SULFA 02 227 -231 0,62 CisH oN505S, 389 72
escuro

SULFA 03 Marrom 233 -236 0,57 C19H2,N,05S, 422 40,5

SULFA 04 Cinza 235-239 0,67 Ci16HsN;05S, 361 56,5
SULFA 06 Laranja claro 230 -232 0,56 C,oH24N5»05S, 436 61
SULFA 08 Marrom 238 - 240 0,53 CoH,1N505S, 403 40
SULFA 09 Laranja escuro 237 -242 0,68 Ci3HsN;05S, 388 85

P.F. — Ponto de fusdo, Ry — Fator de retencao, calculado em sistema de eluicdo hex/AcOEt (3:7), F.M. — Formula

molecular, M.M. —

Ree¥or)

massa molecular

CN
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Figura 9. Novos compostos hibridos sintetizados
A faixa de fusdo dos compostos, conforme a Tabela 2 foi pequena, oscilando entre 3°C
a 5°C, indicando um aceitavel grau de pureza.
As reacdes tiveram duracdo minima de trinta minutos (Sulfa 01, 02, 03, 04, 06 e 09) a

80 minutos (Sulfa 08).

Atualmente, o banho de ultrassom ¢ amplamente utilizado como uma técnica que
apresenta muitas vantagens em reacdes quimicas, incluindo maior rendimento, menor tempo
de reacao e condi¢des de reagdo mais suaves quando comparado com métodos convencionais.
Principalmente, na quimica verde, ¢ utilizado com objetivo de tornar os processos sintéticos

mais sustentaveis (SADJADI et al., 2010; CINTAS et al., 2011).

A irradiacdo de ultrassom ¢ muito conhecida por acelerar reagdes quimicas
(KOUFAKI; FOTOPOULOU; HEROPOULOS, 2013). A origem desta energia encontra-se no
fenomeno de cavitagdo que envolve a formacao sequencial, crescimento e colapso de milhdes
de bolhas de vapor microscopicas no liquido. Estas rapidas implosdes geram pressoes
extremamente altas, cerca de 1,000 atm e temperaturas de 5000 °C no interior da cavidade (LI
et al., 2013) em escala de tempo de nanossegundos. Além de que a energia sonora ¢
transformada em forma util de energia quimica (SINGHA et al., 2013). Estes efeitos podem
ser usados para acelerar as reagdes quimicas, reduzir o tempo de reacdo e aumentar a

seletividade e a otimizagdo da relagdo custo-beneficio (RAJUA et al., 2013).

A obtengdo de derivados hibridos envolvendo uma por¢do tiofeno e uma porgdo
sulfonamida, j& foi explorada por outros autores (ILIES et al., 2000; MASAKI et al., 2003;
CHAN et al., 2004; INNOCENTI et al., 2005; CARIDHA et al., 2010). Leitans et al. (2013)
obtiveram tiofenos-sulfonamidas acoplados a triazdis em rendimento variando entre 54% e

96% (Figura 10).

(85%) (89%) (90%)



Figura 10. Derivados sintetizados por Leitans em 2013
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Malmstrom et al. (2012) sintetizaram uma série de derivados 4-(1,3-Benzotiazol-2-

il)tiofeno-2-sulfonamida (Figura 11), em rendimentos equiparados aos nossos, variando de

47% a 91%.
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Figura 11. Derivados sintetizados por Malmstrom em 2012

\R2

Apo6s sintetizados e purificados por coluna cromatografia, as estruturas quimicas

; 1 \ o
foram comprovadas através dos espectros de RMN "H. Os dados referentes a caracterizagao

dos compostos sintetizados encontram-se descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Dados dos espectros de RMN 'H 400MHz. (8 em ppm)

H-Aromaticos COCH; NH Ciclo-tiofenos COOEt
1,76 (s, 4H)
b 7,16 (d, 2H, J=9,2) 3,58 (s, 1H)
SULFA 01 2,12 (s, 3H) 2,55 (s, 2H) -
7,40 (d, 2H, J=8,8Hz) 10,68 (s, 1H)
2,73 (s, 2H)
2,64 (m, 4H)
2,88 (m, 2H)
7,69 (d, 2H, J=8,8Hz)
SULFA 02 2,16 (s, 3H) 7,68 (s, 2H) 2,69 (t, 2H, J=5,2Hz) -
7,64 (t, 2H, J=8,8Hz)
2,79 (dt, 2H, J=
2,8Hz, J=2,4Hz)
1,32 (t, 3H,
1,74 (m, 4H)
7,64 (d, 2H, J=8,4Hz) J=7,2)
SULFA 03* 2,20 (s, 3H) 10,51 (s, 2H) 2,80 (m, 2H)
7,83 (d, 2H, J=8,0Hz) 4,25 (q, 2H,
2,64 (m, 2H)
J=7,2Hz)
2,26 (m, 2H)
b 7,67 (d, 2H, J=8,8Hz) 3,45 (s, 1H)
SULFA 04 2,08 (s, 3H) 2,69 (t, 2H, J=6,8Hz) -
7,77 (d, 2H, J=8,8Hz) 10,43 (s, 1H)
2,78 (t, 2H, J= 6,8Hz)
1,27 (m, 4H)
b 7,62 (d, 2H, J=8,4Hz) 3,42 (s, 1H) 1,50 (s, 4H)
SULFA 08 2,07 (s, 3H) -
7,74 (d, 2H, J=8,8Hz) 10,39 (s, 1H) 2,58 (t, 2H, J=5,0Hz)

2,70 (t, 2H, J=6,0Hz)
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*-CDCly, "~ DMSO

Na Figura 12, representa a copia do espectro de RMN 'H do composto Sulfa 08, onde
podem ser evidenciados com clareza e de maneira inequivoca a estrutura do composto
planejado. Os espectros de RMN 'H referentes aos demais compostos de RMN 'H encontram-

S€ €m ancxo.

Figura 12. Espectro RMN 'H do composto Sulfa 08

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) ¢ uma técnica
espectroscopica em que por utilizagdo de campos magnéticos e radio-frequéncia € possivel se
diferenciar os atomos de uma molécula. No caso de RMN de hidrogénio, ¢ possivel
determinar a quantidade e a localizagdo dos hidrogénios de um dado composto.

Dessa forma, e para o estudo dos compostos quimicos sintetizados nesse trabalho, a
interpretacdo do espectro de RMN 'H proporciona riqueza de informacdo necessaria para
caracterizagdo destas moléculas.

Segundo Silverstein (2000), a regido situada entre 6 2,0 e 5,0 ppm ¢ caracteristica dos
deslocamentos quimicos de hidrogénios alifaticos, e todos os hidrogénios dos anéis
cicloalquiltiofénicos dos compostos foram encontrados dentro dessa faixa (ou melhor entre
1,27 e 2,88 ppm). Todos os hidrogénio aromaticos, também foram encontrados em suas
regides especificas, entre 6 6,0 ¢ 9,0 ppm.

Devido as aminas e amidas estarem sujeitas a formacao de ligacao de hidrogénio, a
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posicdo do sinal pode oscilar a depender da concentragdo, do solvente e da temperatura. O
sinal de NH das amidas ¢ observado entre ~ & 8,5 e 10,0. Enquanto que as aminas aromaticas
aborvem entre ~ 6 5,0 ¢ 3,0. Ambos sinais de NH foram observados dentro de suas regides
caracteristicas.

O radical metila da acetamida, apareceu em todos os compostos sob a forma de
singletos intensos, integrando para 3 hidrogénios, na regido entre 2,07 e 2,20 ppm. O éster
etilico na posi¢ao 3 da Sulfa 03, também se mostrou da forma esperando, se mostrando como
um tripleto integrando para 3 hidrogénios (CH3) em 1,32 ppm, acoplado a quarteto integrando
para 2 hidrogénio (CH;) em 4,25 ppm.

Apesar dos compostos ndo estarem completamente caracterizados (faltarem espetros
de RMNBC, IV e espectro de massas, além dos RMN 'H da Sulfa 06 ¢ da Sulfa 09), os dados
de RMN'H sdo suficientes para afirmar que os compostos hibridos planejados foram obtidos

Ccom Sucesso.

5.2. Parte Biologica

Foram realizados primeiramente experimentos para determinar a concentragao
inibitoria minima (CIM) dos novos compostos derivados do tiofeno hibridizados com

sulfonamidas (Tabela 4) frente as linhagens de Staphylococcus aureus.

Tabela 4: Concentragdo Inibitéria Minima dos compostos derivados do tiofeno hibridizados

com sulfonamidas frente as linhagens de Staphylococcus aureus.

CIM (ng/ mL) /Linhagens Bacterianas
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Compostos Hibridizados RN-4220 SA-1199B
(MrsA) IS-58 (TerK) (NorA)

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

Para as trés linhagens de Staphylococcus aureus utilizadas, os valores das CIM para os
compostos hibridizados ndo foram significativas (>256 pg/mL), ou seja, os compostos nao
foram capazes de promover a inibi¢cdo do crescimento das cepas analisadas.

Esse resultado ja era em parte esperado, visto que os compostos avaliados encontram-
se acetilados em sua por¢ao amina terminal, sendo assim, sulfonamidas sob a forma de pro-
drogas. Portanto, para que sejam ativas precisam sofrer uma etapa preliminar de desprotecao
que apenas acontece in vivo. Essa caracteristica também ¢ observada em outras sulfas, a
exemplo do Prontosil (Figura 11) (CZEIZELA et al., 2001) que foi o primeiro medicamento
eficaz contra infecgdes bacterianas (descoberto em 1932), que apenas era ativo quando
administrativo em seres vivos. Da mesma forma que em nossos resultados, anos mais tarde,
foi descoberto que o Protonzil sofre metabolismo enzimatico e o verdadeiro agente bacteriano
¢ seu metabolito: a sulfanilamida (Figura 13), obtida apods hidrolise e desprotecdo do

grupamento amino (CORREA, 2006).

N NH,

n—/°0
N
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Protonsil



Figura 13. Estrutura Quimica do Protonsil e da Sulfanilamida (seu metabolito ativo)

NH»

Sulfonilamida
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Em seguida, foram determinadas as concentragdes inibitorias minimas dos antibidticos

(eritromicina, tetraciclina e norfloxacina) usando-se concentragoes crescentes ¢ dobradas

(4pg/mL até 256 pg/mL) na auséncia, bem como, na presenca dos compostos heterociclicos

(< % da CIM) (Tabela 5). E importante mencionar que o uso de uma concentragio tdo baixa

quanto 7 da CIM ¢ recomendado para evitar possiveis resultados falso-positivos (STAVRI et

al., 2007).

Tabela 5. Atividade Moduladora dos compostos hibridizados

CIM (ng/ mL) /Linhagens Bacterianas

Compostos RN-4220 SA-1199B
(MrsA) IS-58 (TerK) (NorA)
Antibioticos™ >256 64 128
Sulfas 01 >256 64 8(16x)
02 >256 64 32(4x)
03 256 64 64(2x)
04 >256 64 32(4x)
06 >256 64 64(2x)
08 >256 64 128
09 >256 64 64(2x)

*QOs antibioticos Eritromicina, Tetraciclina e Norfloxacina foram avaliados respectivamente

frente as linhagens RN-4220, IS-58 ¢ SA-1199B

Foram utilizadas linhagens de Staphylococcus aureus RN-4220 que possui o

plasmideo pUL5054, o qual, carrega o gene que codifica a proteina para efluxo de

macrolideos (MrsA). IS-58, que possui o gene que codifica a proteina TetK para efluxo de

tetraciclina e SA-1199B, que superexpressa o gene norA que codifica a proteina de

efluxoNorA, responsavel pelo efluxo de fluorquinolonas e outras substancias.



41

Como podem ser observados na Tabela 5, os resultados relevantes foram obtidos dos
compostos hibridizados com radical 3-nitrila (Sulfas 01, 02 ¢ 04) os quais se observou uma
modulagdo com redugao da CIM da norfloxacina em até 16x, indicando uma possivel inibi¢ao
da bomba de efluxo.

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

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

Em relagdo as linhagens que codificam as proteinas de efluxo especificas, RN-4220
(MsrA) e IS-58 (TetK), os compostos nao modularam atividade para eritromicina nem para
tetraciclina. Poucos compostos tem sido relatados como inibidores da resisténcia a
tetraciclina, como o 13-CPTC (HIRATA et al., 1998), o Ro 07-3149 (HIRATA et al., 1997), e
recentemente a baicaleina (5,6,7 trihidroxiflavona) (FUJITA et al., 2005), sendo todos
reportados como inibidores de TetK.

No efluxo continuo do antibidtico, os genes mutantes superexpressam proteinas
transportadoras de membrana responsaveis pela entrada e saida de substancias no meio
citoplasmatico, fazendo com que a retirada do antibidtico para o meio extracelular seja mais
rapida que a sua difusdo pela membrana bacteriana, mantendo uma concentragdo insuficiente
para atuar como bloqueador de fungdes celulares (SILVEIRA et al., 2006).

Esta atividade pode ser relacionada com a lipofilicidade dos compostos, caracteristica
comum de varios inibidores putativos de bomba de efluxo (Gibbons et al, 2004). A
lipofilicidade do composto ¢ importante para a sua solubilidade na membrana bacteriana e a
ligacdo as proteinas de efluxo, bem como ligacdo com os substratos da bomba (ZLOH et al.,
2004), acarretando na inibicao da remocao da droga. Outros meios de inibicdo da bomba de
efluxo ndo podem ser descartados, como um efeito sobre a transcri¢do/traducao da proteina de
efluxo (SMITH et al., 2007).

A auséncia de uma atividade significativa da Sulfa 08 sobre os valores da CIM de
norfloxacina pode estar relacionada, ao menos em parte, a sua grande hidrofobicidade

(superior aos valores das Sulfas 01, 02 e 04 que reduziram a CIM em até¢ 16 vezes para a
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linhagem AS-1199B (NorA)), visto que esse composto entre os testados, € o que apresenta
mais valor de LogP, fator este que pode reduzir o reconhecimento e transporte pela bomba de
efluxo (PIDDOCK et al., 2001; GIBBONS et al. 2003).

Resultado semelhante foi observado por Ambrus et al. (2008), que apds uma analise
teorica COMFA (3D-QSAR), foi sugerido que a substituicdo do grupo 5-nitro-indol do INF55
(Figura 14) por outros substituintes poderia ser favoravel para a inibi¢cdo da proteina de efluxo
NorA. Ambrus et al. (2008) concluiu que a substitui¢ao do grupo 5-nitro por um grupo nitrila

leva a atividade de inibi¢ao de efluxo semelhante ao INF55.

O,N. I \

Figura 14. Estrutura quimica do INFF55

O INF55 (Figura 12), apesar de ser uma estrutura muito simples, foi ativa como
inibidor de bomba de efluxo em concentragdes inferiores a Sug/ mL. Além disso, diminuiu
significativamente o ICsy da ciprofloxacina contra Staphylococcus aureus SA-1199 em
concentragodes de oito vezes menor que reserpina (CHABERT et al., 2007).

Chabertet al. (2007), sintetizaram uma série de derivados arilbenzo[b]tiofenos,
tiofenos e benzofuranos (Figura 15) cuja atividade foi observada em concentracao duas vezes

menor que a reserpina. Compostos foram eficientes com CIM de 10 a 20 ug/ mL.

o %@
y 0

Figura 15. Estrutura quimica dos compostos sintetizados por Chabertet al. (2007)
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A diminui¢do da atividade moduladora das sulfas 03 e 06, ambos compostos ciclohexa
e cicloheptano com radicais do grupo éster, também foi relatada por Ambruset al. (2008),
onde a substituicdo do 5-C INFF por grupos carbonila retiradores de elétrons (CO,Me e
CO;H) eliminaram todas as atividades, bem como a substitui¢do por grupos acidos sulfonicos,

ésteres ¢ amidas em C-5 (SOs;H, SO,NH; e SO,OCHj3).
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Diante do exposto, fica claro que a por¢ao sulfa acetilada ndo colabora para atividade
bacteriana in vitro, como ja observado por outros autores (AMBRUS et al., 2008), nos
levando a concluir desta forma que a porgdo tiofénica estd sendo responsavel pela possivel
inibicao da bomba de efluxo. Sugerindo que os compostos hibridizados podem agir por dois
mecanismos de acdo quando in vivo. A por¢do que possui a sulfonamida inibindo a enzima
diidropteroato sintase e a por¢ao tiofénica contribuindo para a inibicdo da bomba de efluxo.

A aplicacdao de combinagdes de antibidticos de agdo sinérgica ja vem sendo adotada ha
anos. Varias sulfonamidas ja sdo comumente combinadas com trimetoprim e utilizadas na
terapéutica atual. O Trimetoprim ¢ frequentemente co-administrado com a sulfametoxazol
tendo em vista que eles agem sinergicamente no bloqueio da sintese de folato em bactérias
(CZEIZELA et al., 2001; LE-MINH; STUETZ; KHAN, 2012; ZHI-GANG et al., 2012).

Outro exemplo ¢ a cldssica combinacao clavulanato-amoxicilina (Clavulin®), ainda
hoje uma arma eficiente contra grande parte das infecgdes bacterianas adquiridas em
comunidade (SILVEIRA et al., 2006).

Neste sentido, relevamos a atengdo que deve ser dispensada ao desenvolvimento de
substancias com agdes sinérgicas e que possivelmente podem atuar através de dois
mecanismos de acdes distintos, agindo como moléculas duais. Promovendo uma acao
antibacteriana mais eficaz (contribuindo para diminuicdo da concentragdo do antibacteriano
necessaria), ou ainda fazendo com que microorganismos resistentes a um determinado
antibiotico voltem a ser sensiveis aumentando o tempo de vida util dos antibidticos ja

disponiveis.
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6. CONCLUSOES

Sete compostos hibridos contendo os farmacédforos 2-amino-tiofeno e sulfonamida
foram sintetizados em rendimentos satisfatorios (40-99%), mostrando que o emprego da

energia do ultrassom, ¢ um método rapido, viavel e adequado para obtengdo de sulfonamidas.

Os compostos foram obtidos sob forma de cristais em elevado grau de pureza.
Comprovado pelas estreitas faixas de fusdo (3°C a 5°C) e pela clareza dos espectros de RMN

'H, que foram aptos a confirmar as estruturas inicialmente propostas.

Observa-se que os compostos hibridizados ndo apresentam atividade antibacteriana
relevante in vitro, porém sao possuidores de relevante atividade moduladora agindo como
potenciais inibidores putativos do sistema de efluxo em S. aureus, em especial a Sulfa 01 que
reduziu em 16 vezes a quantidade necessdria do antibidtico para inibir o crescimento
bacteriano (linhagem AS-1199B (NorA)), indicando que esses derivados podem aumentar a
atividade antibacteriana ou mesmo reverter a resisténcia bacteriana, agindo como modificador
da atividade antibidtica em linhagens de Staphylococcus aureus portadoras de bombas de
efluxo.

Como as sulfonamidas ndo possuem atividade inibidora de bombas de efluxo, nossos
resultados nos levam a acreditar que a porcao tiofénica ¢ a parte responsavel por essa
atividade. Sugerindo assim, que os novos compostos hibridizados, quando in vivo, poderao
agir por dois mecanismos de agdo distintos. A por¢do sulfonamida inibindo a enzima
diidropteroato sintase e a por¢do tiofénica inibindo a bomba de efluxo atuando, portanto de
maneira sinérgica, e caracterizando o sucesso da hibridizagao.

Devido aos emergentes problemas relacionados a resisténcia bacteriana e a constante
busca por novos antimicrobianos, nossos resultados obtidos demonstram que derivados
hibridos como as Sulfas 01, 02 e 04 sdo possiveis candidatos a prototipos de antibidticos, com

grande potencial de agir por um mecanismo de a¢do sinérgico.

Testes complementares de atividade in vivo, assim como novos ensaios in Vitro,
utilizando os compostos na forma desprotegida (amina desacetilada) serdo conduzidos para
comprovagdo dessas hipoteses e avaliacdo mais aprofundada do potencial antimicrobiano

desses derivados hibridos.
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Comment

The various uses and applications of 2-amino thiophene derivatives have been well documented (Paterovi er ol 20007
Amongst these appplications, 2sthioureidosthiophene denvatives presents antifungal (Sseed or al, 20010) and antibacterial
activities [Arhin & all, 2006). I this work, we report the stiructure of the tile compound prepared by the condensation of
Zamino-3 G-dinydro-dif-cyclopenia] ] thiophene3=carbonitrile with phenyl issthiocyanate.

The angle between the least-squares plane defined by the atoms of the 3 6-dilydro-4i{-cyclopenia| #jthiophene maiety
{mms deviation=0.19 A) and the phenyl rings is 72.5%2). There is an imramodecular Nemf:-(F imieraction giving an %6)
ring motif. In the crysial Ne=H--5 hydrogen-bond intersctions limk the molecules into pairs giving an 8:78) motif which
exiends pamlliel io the plane {1200 (Table 2, Fig 2).

Experimental

Equimplar amounts of 2=aming=3, t=dihydro-dfi-cyclopeniablthiophene-3=carbonitrile (4.19 mmol) and phenyl isothio=
cyanmate {4.1% mmol} were heated under reflux for 16 h, in the presence of dry toluene | 10 ml), and 3 drops of trietyls
amine. The solid product formed was collectied by filiration, washed with ethyl acetate (3 x 10 ml) and crystallized from
abenlute etanol, affarding the titke compound &= pale yellow crysiaks (1.07 g, 74%), M.p. 185=187 °C. Crysals asiablz
fior singlescrysial Xy diffmciion were grown by slow evaporation at room iempersiure of a solaibon of the pure title
campound in shsolute ethanol. MMB H ($00 MHz, CDCh)E: 125 (5, 3H, =64 Hr), 228 {d, 2H, S = 6.0 Hz), 2. 76=2.81
{m, 4Hp, 4.200d, 2H, F= 6.0 Hz}, 7.24 (s, |HL 7.3%(d, 2H, F=&.8 Hz), 7.48 (d, 2H, /= 7.2 Hz), 1100 (b=, 1H); 11.58
(s, [H.

Refinement

All H atoms stinched o C atoms and M atom were fixed peometrically and treaied as riding with CemH = .93 A4
{aromatic) or .97 & methylene) and Nt = 086 & with DiafH) = 1.2800C or ). The maximum and minimum:
residual eberiron demsity peaks were locaied 060 and 082 A, from the C2 znd 52 aioms respectively.

Compuling details

Data callecton: COLLECT (Nonius, 1997); cell refinement: SCALEM O (Oiwinowsk & Mimar, 199T); data reduction:
DENZC and SCALEPACK (Otwinowski & Minos, 1997 program(s) used to solve stnsctare: SHIELYSST (Sheldrick,
2008 program(s) used 1o refine strocture: SHELYL ST (Sheldrick, 2008); molzcular gmphics: QETEP-J for Wimdois
{Farmugia, |997); sofiware used (o prepare maierial for publication: BeGY (Famoga, |99,
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Projection of CgHaMy0:S,, with 50% peobability displacement ellipsaids.

Figure 1
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Figure 2

Wiew of the packing along e axis.

Crysal dane

CaHeMa:5; L=

M, = 346,45 (M) = S

Triclinic, 1 D= 1370 Mg !

Hall symbail: <P 1 Mo Ka mdistion, i = 071073 A
a= 50755 (2 A Cell parameiers from 3829 reflections
b= | 25088 (6) A =2 e} 55

£ = 13,3304 {5) A =033 mm

=Gl 562 (3 F=Hi5K

F=95.TIl (3)° Prism, vellow

r=94.178 (2* 132017 = 001 mm
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Monins KappaCCD
diffraciometer

Radiation source: Enraf Monius FRS50

Harizonally mounied graphite orystal
monachramatar

Detectar resolution: 9 pixels mm™

CCD rotation images.thick slices scans

9172 measured refleciions

Refimement

Refinement on

Leasi-squares mabn: full

R[F = 2o FY] = 0043

wh =] 28

5= L0d

3R Té reflections

3 parameters

) resirminis

Primary stom site location: strocture-invariznt
direct methods

Special details

3876 independent reflectians
2727 reflections with { = Jm(J)
Ba= 0]

g = 3755, B = 11°
fm—Fieti

k= —l6—16

P=—1T—17

Secondary atom site kocation: difference Foarier

L

Hydrogen site bocation: inferred from
neighthouring sites

H=atom parameders consimined

w= L1 ES)+ (006077 + 021455
where P={F} + 255/

(A = 010D

A = 028 e A7

ﬁpn-—ﬂjj e A7

Genmetry. All ex.d.'s (except the es.d. in the dihedml angle between two Ls. planes) are estimated using the full
oovariance matrix. The cell es.d.'s ane taken into sccount mdividually i the estimation of £.5d.% in distances, angles and
iprsion angles; correlations between e.s.d's in cell parmeters are only used when they are defined by crystal symmetry.
An apprecimate {Eolropic ) treatment of cell es..'s is used for estimating e.s.d.’s involving Ls. planes.

Refinement. Refinement of F* against ALL reflections. The weighted B-factor wR and goodness of fit § are based on F5,
canventional B=fzctors K are based on F, with F st 1o zero for negative /2. The threshold expression of £ > o) is med
only far caleulating B-factors(g) eec. and i not refevant 1o the choice of reflections for refinement. B-factors based on £
are statistically about twice & large as those hesed on F, and 8- fasctars based on ALL dam will be even larger.
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Apéndice B— Resumo apresentado ao 6th Brazilian Symposium on Medicinal Chemistry

Braziian Chermical Socialy (S50}, Dhdsion of Madicinal Chemisiry: Gih Brasiian Symposiom on Megioinal Chemistny

Preliminary Antimicrobial Evaluation of some Thiophene Derivatives
Oliveira, J. G. B.'*; Lima, E. 0.% Diniz, L 0."; Mendanga Junior, F. J. B."; *franciscojaime@pg.cnpg.br

'Lahoratdna de Sinfaso o Wﬂm,ﬁmﬂﬂﬁm BE.CEL540 Brasf; * Lahoraldng o
Micoiogia, Depaviamenio do Gdnolas Famacéuticas, URPE, Jodo Pessoafl 80670570, Srasl
Keywarnds: Thiophene denvatives; Gesald reaction, Antifungal activity; Antbacherial activity

Infections caused by opportunistc fungl species ane
COMman N immunocompramised pﬂhﬂﬂ.ﬂ- and carry
significant frealment cosls and rm:IHhI:g,l Slandard
sysiemic  antibiobic  therapy B frequenty
unsatisfaciony dus their oxicity, and ofher drawhacks
regarding their spechum, fissue distnbution, central
farvous syslem penelration, and high cosl Alse,
more atberdion is being focused on addressing the
problem of mulli drug resistand bacieria caused by
the indiscimirabe use of anibiolics. The emengng
resistance of microorganiems o some Symihebc
antimicrabial agerts makes il necessany o conlinue
the seanch for new andimicrobial substances. Some
thiophene derivalives have been reporbed as
anlimicrabial and arifungal agenls™. In this work
we repart the synibesis, and the anSfungal and
antibacterial activities of some iophense derivatines.

Ten thiophene derivalives were synfesiosd by
condermation  of differernt  Zsaminosthiophens
derivatives oblained through de Gewald reaction with
aylmaliccyanale  affording  Z-(3-amyl-Riouraida)-
cycloalylbjfiophene-3-zubsiided. Cydizabon of
these thioursido-thiophene dedvatives with efyle
chioraacetale  aflording new  2-{d-tan=3-amgd-
thiazolidin-2-yidere-amina oycloalkyijblihiopheni=3-
subsiiuled.  Afer  punification and  sinecteral
caomprowation by IR and NMR, the compounds were
screened against some fungi and bacteria The
microanganisms wsed were represented by yeasis:
Candida aibicans [ATOC-TESBS and LM-V4Z),
Candida impicalis (ATCC-13805 and LMe1d]),
Cryplococcws neaformans (ICB-59 and LM-0310),
and bacleria: Staphpococcus dwews (ATOE - 25823
and 1222B), Eschevichia cof (ATOC-10536 and
ATCC-BT35) and Pesudormanas sanpinoss (ATCC-
25853 and P-03). These strans wene supplied by the
URM Culiure Collection of bhe Laboratory of
Myoalegy, Depardment af Pharmaceutical Scencas,
Federal Universily of Paraiba, Brasl. Minimom
Inhibitary Concentration (MIC) values were
debemined in duplicabs, by the micrediution beoth
method using micredilubion plales according fo e
puidelines of fe Mational Comemibies for Clinical and
Labaratory Standards  (NCCLSY.  Miconazohs

(50ugimL} and chiloramphenical (SbugfmL] were

used as pasilive condral for yeast and bacieria
respecively. All  pesied compounds  Showed
anlifungal aciwvity against all fungi species besied.
The MIC vahmes observed were between 256 and
2 04 Bugémil . Among these compounds, thres Acid 2-
| dl=t000 3= gyt hi mnol idineZeplid en seamine

crclalkyllbjhiophene-3-elfnd =~ aster  dendvalives
showed the besi inhibibory activity, wilh lowesl MIC
value (258 pgiml), against all fungi speciss besled,
Ofhers o derivalives possesoed great inhibiony
effect with MIC values ranged from 256 1o 512
pe'ml. In #e anbbaclerial evaluaton three
compounds  inhibiled the gnoath of al baclesia
sirang and teo compounds presented no acliiby.
Eight compounds mhibied e growih of the 5
aureus strains; Four and six compounds were
efficient against E. cof ATCC-10538 and E. col
ATCC-RTAS, mspectively. Against Possdomonas
aganst lhe srans ATCC-25853 and P-03,
respecively. The MIC vakes for the anlibacieisl

activity ranged from 512 to 2,048pg/mL.

In shar, ban thiophans defvalives were aynthesized
in goad yields (58-80%), characierized on the bass
of their physical, analylical and spectral dala, and
were  prelminary evalusied for their n o wiro
antimicrobial properBes.  Anlimicrobial  sensibilty
tEsls sganst 12 different sraing induding yeasl and
bactera were dane, and he resulls showed that he
compounds had moderate fo poar aclivity agains] the
microomanizms  [esled.  Apid  2-[d-pao-J-and-
thiazolidine2-plidena-amins oycloalk i Bfthiophere-3-
ethyl ester derivatives were e most promising
compourds in thes series.
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ANEXO 02 - RMN 1H DO COMPOSTO SULFA 02
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