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INTRODUCAO:

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos utilizados para o tratamento de infeccdes € uma
preocupacao mundial, considerada como uma ameaca global pela Organiza¢cdo Mundial da Saude
(OMS). Dessa forma, estudos com a finalidade de desenvolver novos farmacos que possam atuar
frente as chamadas superbactérias, sdo muito importantes no contexto atual. Grande parte destes
microrganismos causam infec¢des graves que afetam em especial pacientes hospitalizados em
unidades de tratamento intensivo.

A Isoniazida é considerada a base do regime terapéutico da doenca Tuberculose, pois
apresenta especificidade, eficacia e baixo custo. Com base nisso, valores terapéuticos dessa
molécula, derivados de isoniazida, sdo uma alternativa aos farmacos convencionais. A sua poténcia
€ bastante significativa e € 0 motivo pelo qual continua fazendo parte de protocolos terapéuticos,
apesar de sua elevada hepatotoxicidade!. A toxicidade deste farmaco esta associada a formacéo
de metabdlitos toxicos. A Isoniazida é substrato para uma enzima denominada N-acetiltransferase
(NAT). Duas isoformas, NAT1 e NAT2 séo conhecidas, sendo que a Ultima participa ativamente da
acetilacdo de farmacos. O metabdlito acetilado é susceptivel a hidrolise gerando o acido nicotinico
e a N-acetil-hidrazina, gue é novamente um substrato para a N-acetiltransferase. A diacetil-hidrazina
€ apontada como principal promotora de acidose metabdlica ou de hepatite cronica, face ao
tratamento prolongado. A N-acetil-hidrazina pode ainda sofrer reac¢do de hidroxilacdo mediada ou
pela FMO ou CYP 450, formando uma N-hidroxi-hidrazida, gera espécies eletrofilicas (ion acilio ou
a espécie radicalar equivalente), que se combinam com biomacromoléculas?. Os acetiladores lentos
podem sofrer com os efeitos adversos do uso desse farmaco, pois 0 tempo de meia vida ()
praticamente triplica se comparado a acetiladores rapidos. Com o aumento da concentracéo de
Isoniazida, nefrite periférica e sintomas de LUpus eritematoso podem acometer os acetiladores
lentos. Por isso, identificamos a possibilidade de diminuir a nucleofilicidade do grupo amino da
Isoniazida, transformando-a em derivados que conservem parte de sua estrutura, reconhecida
como farmacoforo.

Embora existam muitas lacunas sobre o mecanismo de acao da Isoniazida (INH), a proposta
mais aceita®. A INH é um pré-farmaco bioprecursor, e deve ser ativada por uma enzima da
micobactéria — a KatG, uma catalase-peroxidase férrica. Essa ativacao resulta na formacao de uma
espécie radicalar (INHe) que forma um aduto com o NADH (INH-NADH). A formacao deste, bloqueia

a reducao de acidos graxos insaturados, uma vez que a principal enzima envolvida no crescimento
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da cadeia de acidos graxos — a enoil ACP-redutase, € NADH-dependente. Assim, a biossintese de

acidos micolicos, componentes essenciais da parede celular bacteriana, é bloqueada.

Em virtude disso, o presente projeto tem como objetivo sintetizar e avaliar o perfil
antimicrobiano de acil-hidrazonas derivadas da Isoniazida frente a um painel de cepas bacterianas.
A escolha dos substituintes da porcdo iminica da acil-hidrazona deverd privilegiar a
lipossolubilidade, aumentando a permeabilidade na célula bacteriana. Os anéis aromaticos podem
ser heterociclos e a medida em que os substituintes R1 e R2 variam, é possivel obter série de
derivados, que é importante para estudos de relacdo estrutura-atividade. Por fim, realizar estudo de
citotoxicidade em linhagem de célula hepatica.

METODOLOGIA:

Método de sintese das acil-hidrazonas
A um baldo de fundo redondo adicionou-se 2 mmol de isoniazida (hidrazida ou ftalimida) e o

aldeido aromatico, em proporc¢do equimolar. Em seguida, acrescentou-se 6 mL de metanol e 0,6
mL de dimetilformamida, seguindo a rota sintética descrita na figura 2. A mistura resultante foi
mantida sob agitacdo magnética e refluxo, em torno de 65°C. A reacdo foi monitorada por
cromatografia em camada delgada (CCD). Ao fim da reacédo, a mistura reacional foi filtrada em funil
de Buchner e o soélido lavado com metanol. Apés ter sido coletado, o material foi seco inicialmente
a temperatura e a pressdo ambiente e, posteriormente, a vacuo. Os compostos obtidos foram
purificados por recristalizagéo.

Caracterizacdo dos compostos sintetizados

Os compostos foram caracterizados por espectroscopia de infravermelho, de ressonancia
magnética nuclear (*H e 13C), e Espectrometria de Massa (EM). As analises por difracdo de Raios-
X foram realizadas em um Difratdmetro de Raio-X de monocristal Bruker, modelo Apex Duo.

Célculo da Lipofilicidade

Para fins de sele¢do dos substituintes (R1), os compostos foram desenhados na plataforma
do SwissADME e os coeficientes de particdo foram calculados. Os compostos mais lipofilicos foram
sintetizados®.

Painel antimicrobiano

O painel antimicrobiano inclui alguns isolados clinicos e ATCC (American Type Culture
Collection (ATCC). Agar Mueller—Hinton e caldo Mueller—Hinton® foram utilizados como meio de
cultura para determinar as zonas de inibigdo (1,0 x 108 UFC/mL), seguindo as especificagfes do
National Committee for Clinical Laboratory Standards®. Os compostos foram testados pelo método
de difusdo em disco’. Resumidamente, o inéculo diluido da bactéria foi espalhado nas placas de
agar. Os discos estéreis foram impregnados com solu¢cdes em concentragbes varidveis dos
compostos. Um disco sem o composto foi usado como controle negativo. Cloranfenicol e
Vancomicina foram utilizados como controles positivos para as cepas G + e G-, respectivamente.
Apbs incubacao de 24 h a 37 °C, a atividade foi medida pela zona de inibicdo do crescimento (halo).
Os experimentos foram realizados em triplicata, e supervisao do Prof. Dr. Marcelo Lancellotti (FCF-
Unicamp).

Estudo de citotoxicidade in vitro pelo método MTT?

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com as linhagens celulares M059J (células
tumorais gliais humanas), Vero (células de rim de macaco) e 3T3 (fibroblasto de camundongo), na
densidade de 1 x10° céls/mL, por poco, em meio RPMI 1640. Os ensaios foram realizados no
Labiotec da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Unicamp. As placas de 96 pocos foram
incubadas a 37°C, em estufa umidificada com 5% de CO., por 24h. Apés esse periodo, a troca de
meio foi realizada e os compostos adicionados em triplicata, com um gradiente de concentracdo de
5 a 200 pg.mL-". ApGs 24h de incubagao, o meio foi removido e cada poco lavado trés vezes com
0.1 mL de PBS pH 7,4. Apés a lavagem, 0,2 mL do meio RPMI 1640 contendo o corante MTT
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(brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazdlio), na concentracado de 0.5 mg-mL-" é
adicionado. A placa serd novamente incubada por 3h na temperatura de 37°C. Apds esse periodo,
0 meio é removido a partir da solubilizacdo com etanol. As placas sédo agitadas por 10 min e a
absorbéncia para cada poco medida, utilizando-se o espectrofotbmetro ELx800 Absorbance
Microplate Reader (BioTek, USA), em 570 nm. Para o célculo do ICso(concentragao inibitéria minima
letal para 50% das células), as concentracdes foram transformadas em mM e plotadas com os
correspondentes percentuais de inibicdo. O calculo é realizado no programa Origin 8.1. Além das
linhagens celulares citadas acima, foi utilizada a linhagem HepG2. Essa linhagem é uma linhagem
celular imortalizada de tecido hepatico (céncer). Incluimos neste estudo, para avaliar a
hepatotoxicidade dos derivados de Isoniazida, um farmaco hepatotdxico.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ:

Foram sintetizadas e caracterizadas um grupo de 13 compostos, dos quais 2 sao inéditos.
As moléculas foram organizadas com a nomenclatura CCF. Um grupo de moléculas sintetizadas e
suas respectivas caracterizacfes estdo descritas abaixo.

[CCF01] Obtida como um soélido branco, sem purificacéo adicional. Rendimento: 80%.
Cl

o Cl

N

N\| H

IV (ATR, Vimax, cm™): 3186 (N-H), 1685 (C=0);
RMN-*H (250 MHz, DMSO-dg, ppm): & 12,36 (s, 1H, NH-C=0), 8,91 (s, 1H, imina), 8,82 (d, 2H, J
= 5,6 Hz, H-Py), 8,01 (dd, 1H, J=1,3 e 7,8 Hz, H-Ar), 7,85 (d, 2H, J = 6 Hz, H-Py), 7,76 (dd, 1H, J
=1,3 e 8 Hz, H-Ar), 7,49 (t, 1H, J = 8 Hz, H-Ar).

RMN-13C (125 MHz, DMSO-ds, ppm): & 162,25 (C=0), 150,89 (2 x CH-Py), 145,17 (CH=N),
140,56 (C-Py), 134,25 (C-Ar), 132,90 (CCI-Ar), 132,36 (CCI-Ar), 131,70 (CH-Ar), 129,07 (CH-Ar),
126,10 (CH-Ar), 122,00 (2 x CH-Py).

EM (ESI+): calculado para Ci3HgCloN3O (M+H™) = 294,0201. Encontrado = 294,0217.

[CCFQ9] Obtida como um sélido amarelo claro, recristalizado com etanol e hexano. Rendimento:
71%

IV (ATR, Vimax, cm-Y): 3201 (N-H), 1687 (C=0), 1305 (C—F).

RMN-!H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 12,13 (s, 1H, NH-C=0), 8,79 (d, 2H, J = 5,6 Hz, H-Py), 8,49
(s, 1H, imina), 7,81 (s, 2H, H-Py), 7,44 (s, 1H, H-Ar), 7,28 (t, 2H, J = 8,4 Hz, H-A).

RMN-13C (125 MHz, DMSO-dg, ppm): & 164,10 (CF-Ar, Jc.r = 12,5 Hz), 162,37 (C=0), 162,14 (CF-
Ar, Jcr = 12,5 Hz) 150,85 (2 x CH-Py), 146,88 (CH=N), 140,64 (C-Py), 138, 35 (C-Ar, Jc.r =8,75
Hz), 122,02 (2 x CH-Py), 110,51 (2 x CH-Ar , Jcr = 6,25 HZz), 105,99 (CH-Ar, Jc.r = 25 Hz).

EM (ESI+): calculado para CizsHgF2N3O (M+H+) = 262,1. Encontrado = 262 ,4.

[CCF12] Obtida como um sélido branco. Rendimento: 93%
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IV (ATR, Vimax, cm-Y): 3222 (N-H), 1648 (C=0).

RMN-!H (500 MHz, DMSO-ds, ppm): & 12,00 (s, 1H, NH-C=0-1), 8,86 (s, 1H, -N=CH-8), 7,98 (d,
1H, J = 8 Hz, H-9), 7,71 (dd, 1H, J = 8 Hz e 1 Hz, H-11), 7,56 (d, 1H, J = 8 Hz, H-10), 7,47 (d, 1H, J
= 3 Hz, H-3), 7,46 (t, 1H, J = 8 Hz, H-7), 7,07 (d, 1H, J = 8 Hz, H-6), 6,14 (s, 2H, CH,-15).

RMN-13C (125 MHz, DMSO-d6, ppm): & 162,75 (C=0-1), 150,88 (CH=N-8), 147,95 (CO-4), 143,47
(CO-5), 134,60 (CCI-13), 132,83 (CCI-12), 131,92 (CH-9), 131,41 (CH-11), 128,93 (CH-10), 127,22
(C-2), 125,89 (CH-3), 123,50 (C-14), 108,56 (CH-7), 108,10 (CH-6), 102,37 (CH,-15).

EM (ESI+): calculado para CisH10Cl2N2O3 (M+H*) = 337,0147. Encontrado = 337,0151.

[CCF13] Obtida como um sélido branco, recristalizado com acetona. Rendimento: 94%
Cl

1,
4 2 M 10

H4CO"
15

IV (ATR, Vmax, cmY): 3216 (N-H), 1646 (C=0).

RMN-'H (400 MHz, DMSO-dg, ppm): RMN-!H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 12,05 (s, 1H, NH-C=0-
1), 8,88 (s, 1H, -N=CH-8), 7,99 (d, 1H, J = 7,2 Hz, H-9), 7,94 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3,7), 7,72 (dd,
1H, J = 1,6 Hz e 8 Hz, H-11), 7,47 (t, 1H, J = 8 Hz, H-10), 7,08 (d, 2H, J = 9,2 Hz, H-4,6), 3,85 (s,
3H, CHa).

RMN-13C (125 MHz, DMSO-de, ppm): & 163,10 (C=0-1), 143,26 (CH=N-8), 134,67 (C-OCHs-5),
132,82 (CCI-Ar-13), 131,89 (CCI-Ar-12), 131,37 (C-Ar-14), 130,14 (CH-9), 128,97 (2 x CH-3,7),
125,91 (CH-11), 125,47 (C-2), 114,28 (2 x CH-4,6), 55,94 (CH3-15).

EM (ESI+): calculado para CisH12CIoN2O2> (M+H™) = 323,0354. Encontrado = 323,0330.

CONCLUSOES:

No periodo de vigéncia da bolsa foram sintetizados 13 acil-hidrazonas, dos quais 2 sao
inéditas. Estes compostos foram submetidos a purificacdo a partir da técnica de recristalizagéo e

caracterizados por espectroscopia de Infravermelho e de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
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de 1H e de 13C, confirmando as estruturas esperadas. Os rendimentos quimicos variaram de 23 a
94%, sendo que 0s compostos apresentando o nucleo piridinico foram os obtidos em menor
rendimentos.

A avaliacdo do efeito antimicrobiano e os estudos de citotoxicidade, a partir do painel
antimicrobiano e estudo de citotoxicidade in vitro pelo método MTT, descritos na metodologia, estdo
sendo concluidas. Dessa forma, os resultados correspondentes a essas atividades nao constam

neste resumo.
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