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RESUMO

Pirimidinas sdo compostos presentes naturalmente em diversos alimentos, sdo constituintes
dos acidos nucleicos e apresentam variadas atividades biologicas. Este trabalho apresenta a sintese
de quatro compostos pirimidinicos ineditos (3a-d). As reacdes de sintese, realizadas entre
intermediarios de Michael e arilamidinas, apresentaram rendimentos variando de 75-96% sendo
identificados por técnicas de Ressonancia magnética nuclear (RMN) de Carbono e Hidrogénio e
Infravermelho. Inicialmente nos ensaios de atividade bioldgica foi determinado a Concentracao
Minima Inibitoria, CMI (ug/mL) e o perfil de resisténcia das cepas originarias de isolados clinicos
frente a antibi6ticos comerciais. A CMI revelou que Staphylococcus aureus UFPEDA 02,
Escherichia coli UFPEDA 224, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416 e Acinetobacter
baumannii UFPEDA 1025B apresentaram resultados de concentracBes mais baixas variando de
125 pg/mL a 250 pg/mL. O perfil de resisténcia mostrou que A. baumannii UFPEDA 1025B e P.
aeruginosa UFPEDA 64 foram classificados como resistentes para Ampicilina-Sulbactan e
Meropenem respectivamente. Foram realizados também testes de atividade anti-biofilme, cinética
de morte, sinergismo além de atividade leishmanicida, tripanocida e atividade citotoxica. Atividade
anti-biofilme e cinética de morte realizados frente a S. aureus UFPEDA 02, E.coli UFPEDA 224,
P. aeruginosa UFPEDA 416 e A. baumannii UFPEDA 1025B, nas concentragdes (2xCMlI, o CMI
e 1/2xCMI) evidenciou que os compostos pirimidinicos 3a-c apresentaram acdo anti-biofilme e a
analise da cinética de morte mostrou que estes foram antagdnicos ao crescimento microbiano. No
ensaio de sinergismo 0s compostos 3a-c combinados a Ampicilina-Sulbactan, frente a A.
baumannii UFPEDA1025B, promoveram efeito sinérgico destacando-se o 3c que reduziu na
concentracéo inicial, em 32 vezes a Ampicilina-Sulbactan. Para atividade leishmanicida, frente a
Leishmania amazonenses o composto 3c apresentou resultado moderado quando comparado ao
controle Miltefosina. A atividade tripanocida, o composto 3b apresentou inibicdo parasitaria,
comparado ao controle Benzonidazol com baixa citotoxidade em células RAW 264.7. O estudo de
3a-d, por Docking molecular frente a T. cruzi, mostou que os compostos foram capazes de uma
interacdo energeticamente favoravel com a cruzaina. Desse modo, os resultados apontam que 0s
compostos pirimidinicos sintetizados (3a-d) sdo promissores para o desenvolvimento de novos

farmacos.

Palavras-chave: potencial farmacolégico; biofilme; sinergismo; docking molecular.



ABSTRACT

Pyrimidines are compounds naturally present in various foods, are constituents of nucleic
acids and have varied biological activities. This work presents the synthesis of four new pyrimidine
compounds (3a-d). The synthesis reactions, carried out between Michael intermediates and
arylamidines, showed yields ranging from 75-96%, being identified by carbon and hydrogen and
infrared nuclear magnetic resonance (NMR) techniques. Initially in the biological activity assays,
the Minimum Inhibitory Concentration, IMC (ug / mL) and the resistance profile of the strains
originating from clinical isolates against commercial antibiotics were determined. The IMC
revealed that Staphylococcus aureus UFPEDA 02, Escherichia coli UFPEDA 224, Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA 416 and Acinetobacter baumannii UFPEDA 1025B showed results of lower
concentrations ranging from 125 pg / mL to 250 pg / mL. The resistance profile showed that A.
baumannii UFPEDA 1025B and P. aeruginosa UFPEDA 64 were classified as resistant to
Ampicillin-Sulbactan and Meropenem respectively. Tests of anti-biofilm activity, kinetics of death,
synergism, in addition to leishmanicidal, trypanocidal and cytotoxic activity were also carried out.
Anti-biofilm activity and death kinetics performed against S. aureus UFPEDA 02, E. coli UFPEDA
224, P. aeruginosa UFPEDA 416 and A. baumannii UFPEDA 1025B, in concentrations (2xCMI,
CMI and 1/ 2xCMI) showed that pyrimidinic compounds 3a-c showed anti-biofilm action and the
analysis of death kinetics showed that they were antagonistic to microbial growth. In the synergism
test, compounds 3a-c combined with Ampicillin-Sulbactan, compared to A. baumannii
UFPEDA1025B, promoted a synergistic effect, highlighting the 3c which reduced the initial
concentration, 32 times Ampicillin-Sulbactan. For leishmanicidal activity, against Leishmania
amazonenses, compound 3c showed moderate results when compared to the control
Miltefosine.The trypanocidal activity, compound 3b showed parasitic inhibition, compared to the
control Benzonidazole with low cytotoxicity in RAW 264.7 cells. The 3a-d study, by molecular
Docking against T. cruzi, showed that the compounds were capable of an energetically favorable
interaction with cruzaine. Thus, the results indicate that the synthesized pyrimidine compounds

(3a-d) are promising for the development of new drugs.

Keywords: pharmacological potential; biofilm; synergism; molecular docking.
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1 INTRODUCAO

Os compostos heterociclicos tém sido um objeto de estudo especial na quimica organica
devido sua abundante presenca em produtos naturais e suas diversas propriedades bioldgicas, o que
torna incessante a descoberta e o desenvolvimento de novas substancias bioativas. A grande
maioria dos farmacos apresentam pelo menos um heterociclico em sua estrutura (KATRITZKY &
RACHWAL, 2011; DUA et al., 2011; SAINI et al., 2013).

Heterociclicos sdo amplamente utilizados na quimica medicinal pois pequenas
modificacBes estruturais, como por exemplo, a inser¢do de novos grupos funcionais, permite
alteracdes nas suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas, podendo vir a potencializar suas
atividades farmacoldgicas (DO MONTE et al., 2016). Diante disso as industrias quimica e
farmacéutica, investem na obtencdo de derivados heterociclicos, que podem ser encontrados em
corantes, agroquimicos, polimeros e principalmente em farmacos (KATRITZKY, 2004,
CASARIN et al., 2008; KATRITZKY& RACHWAL, 2011).

Nas Ultimas décadas a &rea de sintese organica evoluiu muito em pesquisas que
proporcionaram aumento no numero e complexidade dos novos compostos sintetizados.
Atualmente, a sintese de compostos organicos tem fundamental importancia no processo de
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos cuja finalidade é promover a melhoria da satde
em pacientes de todo o mundo. (SANGI, 2016).

A pirimidina é um composto organico heterociclico-aromatico semelhante ao benzeno e a
piridina, contendo dois atomos de nitrogénio nas posic¢des 1 e 3 do anel de seis membros (VYAS
et al.,2017). Pirimidina e seus derivados demonstram uma ampla gama de atividades bioldgicas e
farmacoldgicas, incluindo propriedades anticonvulsivantes, antifangicas, antivirais, antiflamatoria,
antibacteriana além de apresentarem atividades antiparasitaria, ansioliticos e anti-inflamatérios
(SAINI et al., 2013).

A guimioterapia com farmacos antimicrobianos fez avancos notaveis, resultando na visdo
excessivamente otimista de que doencas seriam vencidas em um futuro proximo No entanto a
administracdo destes compostos antimicrobianas no tratamento e prevencao de doencas infecciosas
provocou uma resposta progressiva e constante aos microrganismos que passaram a produzir
resisténcia a estes farmacos (SAGA & YAMAGUCHI, 2009). Sendo assim, infec¢bes por
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organismos resistentes a drogas continuam sendo um problema importante na préatica clinica de
dificil resolucdo (GOULD& BAL, 2013).

Tém-se como exemplo amplamente difundido na evolugdo da resisténcia aos antibioticos a
penicilina que durante a 22 Guerra Mundial era eficaz contra uma ampla gama de doencas
bacterianas, hoje, pouco mais de 70 anos depois, existe um nimero crescente de patdégenos que ndo
sdo apenas resistentes a penicilina e seus derivados, mas também a todos os outros antibiéticos
disponiveis (SENGUPTA et al., 2013; VENTOLA, 2015).

Uma outra preocupacdo da saude publica, além da resisténcia bacteriana a antibioticos,
refere-se a doencgas tropicais negligenciadas. Tomados em conjunto a tripanossomiase humana
africana (HAT), Doenca de Chagas e Leishmaniose afetam a vida de 226 milhdes de pessoas no
mundo todo, principalmente em paises subdesenvolvidos (SCARIM et al., 2018). Causados pelos
parasitas protozoarios Trypanosoma brucei, T rypanosoma cruzi e Leishmania spp.,
respectivamente, essas doencas sdo disseminadas por insetos vetores na América Latina, Africa e
partes do sul da Asia. (SIMARRO et al., 2012; WHO,2015).

Tendo em vista a necessidade de novas alternativas de tratamento seja para infec¢Bes
bacterianas ou parasitarias e tendo conhecimento das propriedades farmacologicas associadas as
pirimidinas, suscitou-se a ideia de sintetizarmos uma nova série de compostos pirimidinicos 3a-d,
caracterizarmos essas estruturas por métodos espectroscépicos usuais (1-H, 13-C RMN e
Infravermelho), posteriormente realizarmos o estudo das atividades farmacoldgicas e docking
molecular determinando se os resultados encontrados foram superior ou similar aos analogos

desses compostos ja descritos.
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OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar novos derivados pirimidinicos e avaliar potenciais propriedades

farmacologicas dos mesmos.
1.1.2 Objetivos Especificos

Obter uma nova série de analogos pirimidinicos;

Determinar as estruturas dos novos produtos obtidos através dos métodos espectroscopicos;
Determinar a concentracdo minima inibitoria frente a diferentes cepas padrdo de microrganismos
Gram-positivos e Gram negativos bem como linhagens de isolados clinicos;

Avaliar o potencial sinérgico por checkerboard ;

Realizar estudo da Curva de Morte - Time Kill;

Avaliar a formac&o de biofilme por diferentes cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
e acédo anti-biofilme;

Avaliar a atividade citotoxica frente a células de macrofagos e a a¢do leishmanicida e tripanocida;

Realizar estudo de modelagem, Docking molecular, dos compostos com agéo parasiticida.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ASPECTOS GERAIS QUIMICOS E BIOLOGICOS DA PIRIMIDINA

As pirimidinas fazem parte da classe de composto organicos que contém um anel de seis
membros, sendo constituida por quatro atomos de carbonos e dois atomos de nitrogénio, sendo
estes Ultimos na posicdo 1,3 do anel (Figura 1) (JOULE; MILLS; SMITH, 2000, EICHER E
HAUPTMANN, 2003).

Figura 1- Anel da Pirimidina

(J

A nomenclatura sistematica segue a mesma regra dos demais heterociclicos, ou seja, 0s
nitrogénios recebem as menores numeracdes. Assim, a pirimidina recebe 0 nome de 1,3-diazina ou
metadiazina, ou 1,3-diazobenzeno (SOLOMONS & FRYHLE, 2009).

A pirimidina ¢ pouco susceptivel ao ataque eletrofilico pelo fato de ser uma estrutura «
deficiente, uma vez que a eletronegatividade do nitrogénio um aceptor de elétrons, confere a
pirimidina as propriedades de uma base fraca (CAREY & SUNDBERG, 1990).

Considerando a distribuicdo de densidades eletronicas e os hibridos de ressonéancia da
pirimidina, o carbono C-5 corresponde ao mais susceptivel sitio de ataque eletrofilico (SINGH,
1982). J& os ataques nucleofilicos seriam confinados as posi¢des C-2, C-4 e C-6 do anel
pirimidinico, pois hd uma maior caréncia eletronica nestas posi¢fes. A adi¢do de substituintes

aumenta este efeito, enquanto que os eletrodoadores o diminuem (BROWN, 1984).

O ndcleo da pirimidina ocorre abundantemente na natureza nomeadamente em substancias
como vitaminas a exemplo de tiamina, riboflavina (encontrada no leite, ovo e figado), &cido félico,
acido, barbitudrico (2,4,6-trihidroxipirimidina), acido urico e alcalbides obtidos de cha, café, cacau
(GUPTA et al., 2010; ASIF, 2017). Destacam-se como uma das duas familias biologicas de
moléculas de maior importancia contendo nitrogénio, as chamadas bases nitrogenadas. O nucleo

da pirimidina € encontrado como o esqueleto interno nos componentes do acido nucleico com a
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uracila, timina e citosina. As pirimidinas sdo conhecidas desde seus primeiros dias como

componentes essenciais do acido nucléico (JAIN et al., 2006; ASIF, 2017).

O anel heterociclico de pirimidina esta associado a muitos compostos ativos. Varias
moléculas que apresentam uma fracao de pirimidina em sua estrutura sdo conhecidas por possuirem
significativa atividade anticancer, anti-HIV, antimalarico e também a propriedade de inibidor da
proteina quinase antifungica (RANI et al., 2015; SUN et al, 2016; BAI et al, 2017)

Outras atividades desempenhadas pelas pirimidinas sdo acdo analgésica, antiinflamatoria,
antimicrobiana, tripanocida, anticonvulsivante, apresenta atividade antiplaquetaria e atua em
atividades no sistema nervoso central ( SAYED et al.,2002; DOGRUER et al., 2003; OKCELIK et
al., 2003; EL-GAZZAR etal., 2008; VYAS et al.,2017).

2.2 SINTESES DE DERIVADOS DA PIRIMIDINA

As primeiras pirimidinas podem ter sido originadas a partir de reacOes cataliticas da
formamida e o HCN sob condigdes de temperaturas moderadas (SALADINO, 2002).

Compostos heterociclicos como as pirimidinas, podem ser obtidos através de reacdes de
condensacdo entre malonitrila ou seus derivados. Grande parte da sintese de pirimidinas ocorre
entre reagentes com grupos contendo N-C-N e C-C-C. Estas reacdes de sintese podem acontecer
em Varias etapas ou em processos mais rapidos de obtencdo, envolvendo poucas etapas de sintese
(TAYLOR & MCKILLOP, 1970; GILCHRIST, 1992).

O composto 2,6-dimetil-4-amino-pirimidina-5-carbonitrila (3), contendo grupos metilicos
nas posicoes 2 e 6 foi obtido através da irradiacdo de 2-metil-4-amino-5-ciano pirimidina (1) e de
4-amino-pirimidina-5-carbonitrila (2), respectivamente, por UV em presenca de metanol e HCI
(2%) (Figura 2) (OCHIAI & MORITA 1967).
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Figura 2 - Reacdo da sintese utilizando irradiagdo com UV de 2,6-dimetil-4-amino-pirimidina-5-
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A reacdo de condensacdo catalisada por uma base, guanidina, ureia ou tioureia com
malonitrila produziu a 4,6-diamonopirimidina (Figura 3), levando-se a prever que a condensacgao
de amidinas (4) com malonitrila (5) produziu analogos (6) (BROWN EMASON, 1962).

Figura 3-Reacdo de obtencao de 4,6-diaminopirimidina
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O 5,7-dimeteil-[1,2,4]-triazolo [1,5a] pirimidina (9) foi obtido entre a reacdo de 3-amino-
1,2,4-triazolo (7) com 4 -hidroxi-6-metelpiran-2ona (8) (ELOTMANI et al., 2002) (Figura 4).

Figura 4-Reacdo de obtencdo de 5,7-dimeteil-[1,2,4]-triazolo [1,5a] pirimidina
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Uma série de cinco 4-amino-pirimidinas-5-carbonitrilas (12), contendo o residuo da
ftalimida foram produzidos pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Sintese e Quimica de
Produtos Naturais (LSQPN) através da reacdo de 6-(amino-aril) pirimidinas (11) com anidrido
ftalico (10) (FALCAO et al., 2003) (Figura 5).
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Figura 5-Reacdo da Sintese de 4-amino-2-aril-5-ciano-6{3 e 4(N-ftalimidofenil)} pirimidina
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A pirimidina-4,6-diol (4) foi obtida pela condensacdo da amidina substituida (13) com
malonato de etila (14) em presenca de etdxido de sodio. A nitracdo controlada do composto (15)
fornece o analogo 5-nitro-pirimidina-4,6-diol (16). A cloracdo resulta na completa conversdo de 5-
nitro-pirimidina-4,6-diol (16) em seu correspondente diclonitropirimidina (17), enquanto que a

reducdo promove a formacao da dicloaminopirimidina (18) (Figura 6) (BAINDUR et al., 2003).

Figura 6- Reacdo de obtencéo de dicloroaminopirimidina
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O pirazolo[3,4-d]-pirimidinona (21) foi obtido pela reacdo de 5-amino-1-(2-hidroxi-2-
feniletil)1-H-pirazol(19) com formamida(20), que por cloragdo com complexo Vilsmeier
(POCI3:DMF/1:1) produz o derivado di-halogenado (22) direcionando o atomo de cloro para a
posicdo 4 do anel pirimidinico e para 0 N em posi¢do 1 da cadeia lateral do anel pirazélico. A
substituicdo regido seletiva do cloro em C4 do composto (22) com excesso de varias aminas
primarias e secundarias, em tolueno, da origem ao produto desejado 1-H-pirazolo[3,4-d] pirimidina
(23) com bons rendimentos (Figura 7) (SCHENONE et al., 2004).
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A sintese de pirazolopirimidinas(28) ocorre por duas etapas de condensacfes. A primeira

foi obtida a partir da condensacéo entre 1-dimetilamino-2-nitroenamina (24) com hidrazina dando

origem ao pirazol (25), este por sua vez na segunda etapa reagiu com 4-cloro-3-oxo-butanoato (26)

formando 3,5-diamino-nitropirazol (27). Diferentes reacGes foram obtidas entre (27) com

diferentes agentes nucleofilicos em presenca de trietilamina no produto (28) (Figura 8)

(MAKAROV, et al., 2005).

Figura 8- Reagdo da Sintese de Pirazolopirimidinas |1

N

5

H NO,
2 CH,CH20CH,C,
j( NH,NH, HoQ & (26) OEt N NH
EtOH N/ \ MeOH /‘\)\/m
H,N NMe, \N NH; o /
24) H 24 27)

EtZNiEtOH
HoN NO,

C

| Va
AN

~

NC, NO, HyN NO,

O 5-amino-7aril-7,8-dihidro-[1,2,3]-triazolo[4,3-a]pirimidina-6-carbonitrilas  (32) foi

obtido por via de trés componentes, 3-amino-1,2,4-triazolo (29), por aldeido aromatico (30) e
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malonitrila (31) )em meio basico (NaOH) por irradiacdo no ultrassom a temperatura ambiente
(Figura 9) (ABLAJAN, et al., 2012).

Figura 9- Reacdo de Sintese de derivados de triazolo[4,3-a] pirimidina
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O  3,4-dihidro-5-(5-mercapto-4H-1,2,4-triazol-3-yl)-6-metil-4-fenilpirimidin-2(1H)-one
(35) foi obtido pela reacdo da carbotioamida (5-(Carbotioamida)-3,4-dihidro-6-metil-4-
fenilpirimidin-2(1H)-one(34) com NaOH. A pirimidina éster etilico (33) foi preparada a partir do
benzaldeido etila cetoacetato com a ureia tiourea em presenca de um acido mineral pela reacao de
Biginelli (Figura 10) (ANDREWS E MANSUR, 2014).

Figura 10- Reacdo de sintese de 3,4-dihidro-5-(5-mercapto-4H-1,2,4-triazol-3-yl)-6-metil-4-
fenilpirimidin-2(1H)
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O grupo do LSPQN (Laboratorio de Sinteses e Quimica de Produtos Naturais) descreveu a
sintese de 28 derivados de pirimidina, dos quais oito eram novos. Todos 0s 28 compostos foram
avaliados in vitro contra dois diferentes estagios do Trypanosoma cruzi nas formas epimastigota e
tripomastigota. Nove compostos apresentaram maior atividade que o benzonidazol (BZN) para
tripomastigotas. Também foi realizado um estudo de modelagem molecular usando o programa
GOLD 5.2 onde foram obtidas informacdes sobre os locais de interagdes hidrofilicas e hidrofdbicas

da pirimidina com a enzima cruzaina (DE MELO et al., 2018).
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2.3 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia antimicrobiana (AMR) é uma grande preocupacéo sendo considerada um dos
maiores riscos para a saude no século XXI. Muitas cepas de bactérias tornaram-se multirresistentes

e infeccBes previamente trativeis tornaram-se potencialmente fatais (PARISH, 2018).

O uso excessivo e inadequado de agentes antimicrobianos continua sendo um dos fatores
mais importantes que afetam os padrbes de resisténcia aos antibiéticos. O comportamento
socioecondmico (incluindo vendas inadequadas nos balcGes de farmacia, tomada de decisdo
inadequada na clinica médica humana e tratamento em massa na criacdo de animais) propiciam o
uso em excesso de antibidticos levando ao aumento nas taxas de resisténcia entre patdgenos
causadores de doencas (LAXMINARAY AN,2013).

O aumento nesse numero de patdgenos resistentes a compostos antimicrobianos estdo cada
vez mais relacionados as doengas nosocomiais que por sua vez tem impactado significativamente
os sistemas de saude envolvendo custos econdmicos globais importantes. Estes efeitos estdo
relacionados a altas taxas de mortalidade e morbidade, aumento dos custos com tratamento,

incertezas em diagnosticos e falta de confianca nos medicamentos tradicionais (SANTAJIT, 2016).

A Infectious Disease Society of America (IDSA) refere-se a um grupo de patdgenos
nosocomiais registrados com frequéncia como “patogenos ESKAPE”. ESKAPE abrange espécies
Gram-positivas e Gram-negativas sendo constituido por Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Espécies de
Enterobacter (RICE, 2008; BUSH,2010).

Esses microrganismos em ambientes hospitalares acometem principalmente idosos,
causando quadros de pneumonia, infecc¢des urinarias, surgindo em feridas cirurgicas, queimaduras,
causando septicemia e infegOes associadas a cateteres, inclusive sendo relatado uma das principais
causas de morte nos EUA e apresentando altas taxas de mortalidade em paises em desenvolvimento
(OKEKE et al., 2005; LIPSKY et al., 2007).

Apesar da propagac¢do das bactérias resistentes a antibidticos representarem uma ameaca
substancial & morbidade e mortalidade em todo o mundo, a pesquisa e o desenvolvimento da

industria farmacéutica ndo conseguiram atender a necessidade clinica de novos antibioticos (WHO,
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2017). A grande problemética no desenvolvimento de novos antimicrobianos tem sido a supressao
das grandes empresas farmacéuticas deste segmento, no ambito econémico a falta de retorno do

investimento em antibidticos e as dificuldades na aprovacéo regulatoria (PARISH,2018).

Diante disto a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) desenvolveu uma lista de prioridades
visando patégenos multiresistentes para ajudar a focar recursos e atengédo principalmente no que se
refere ao desenvolvimento de novos antibi6ticos nos quais destacam-se como prioridade o
Mycobacterium tuberculosis, e o0s carbapenem resistente como, Acinetobacter baumanii,
Pseudomonas aeruginosa e representantes do género Enterobacteriaceae (TACCONELLI et al.,
2017; WHO, 2017).

A Ultima classe de antibidticos com acdo contra bactérias Gram-negativas, as
fluoroquinolonas sintéticas, foi introduzida hd meio século. Ao longo dos ultimos anos, a
descoberta de novos antibidticos tem sido amplamente limitada a compostos de curto espectro de
acao (IMAl et al., 2019).

No que se refere a resisténcia parasitaria, para leishmaniose, também se tem demonstrado
urgéncia e reavaliacdo das diretrizes de tratamento uma vez que este tem apresentado falhas de
forma crescente principalmente devido a resisténcia a medicamentos. Desde a primeira metade do
século 20 o tratamento da leishmaniose vem utilizando antimoniais pentavalentes de forma eficaz
mas nos Ultimos 20 anos tem-se evidenciado aumento da resisténcia clinica (PONTE-SUCRE,
2017).

A falha terapéutica do benzonidazol (BZ), utilizada no tratamento da doenga de Chagas,
tem sido amplamente registrada e atribui-se a este fato a variacdes na suscetibilidade as cepas de
Trypanosoma cruzi. Muitos desafios estdo envolvidos na epidemiologia da doenca de Chagas,
principalmente no que se refere as limitagdes na quimioterapia especifica disponivel e a cobertura

insuficiente do tratamento para os individuos atualmente infectados (MORENO et al., 2010).

Nesse contexto, pesquisas sobre novas substancias antimicrobianas devem ser continuadas,
bem como, tém sido pesquisadas novas estratégias de terapias antimicrobianas associando novos

produtos sintéticos a farmacos ja disponiveis comercialmente (SILVA, 2019).
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2.4 SINERGISMO ENTRE COMPOSTOS

Na Gltima década houve uma diminuicgdo significativa na quantidade de novos candidatos
a medicamentos que se apresentem como agentes terapéuticos clinicos eficazes (VITALI et al.,
2013).

O desenvolvimento de procedimentos terapéuticos para infecgdes bacterianas tem de forma
tradicional se baseado na triagem empirica para substancias individuais que inibem o crescimento
dos microrganismos. No entanto esse modelo tem se tornado menos favoravel e as empresas
farmacéuticas comecaram a aderir a campanhas de triagem de alto rendimento com base em alvos,
ja que a tradicional se mostrava um processo demorado, com rendimentos e lucros insustentaveis
(PAYNE, 2007).

Uma alternativa economicamente aplicavel seria identificar novos usos para medicamentos
existentes (“reaproveitamento™) sozinho ou em terapias combinadas (CHONG et al, 2007;
BOGUSKI et al, 2009).

Por muitos anos, a combinacdo de dois ou mais antibidticos foram reconhecidos como um
método importante para, pelo menos, atrasar o desenvolvimento do patdgeno e agir na emergéncia
de resisténcia bacteriana (CHAMBERS, 2006).

O termo sinergia é derivado do grego syn-ergos, "trabalhando juntos”. As sinergias tem
descricdo e aplicacdo em diversas situacdes como sistemas técnicos, na mecanica, na vida social
humana entre outros. Em todos as situacgdes, a sinergia descreve o fato de que um sistema, ou seja,
a combinacdo e interacdo de dois ou mais agentes ou forcas € tdo satisfatorio que o efeito

combinado é maior do que a soma de seus efeitos individuais (BREITINGER, 2012).

Existem trés formas possiveis de interacao de agentes, quando as forgas poderiam se somar
(ndo afetando umas as outras), quando sua combinacdo pode produzir um resultado maior do que
0 esperado ou a combinacdo pode levar a um resultado inferior a soma dos efeitos individuais
(BREITINGER, 2012).

De acordo com Wagner & Ulrich Merzenich (2009), interagOes aditivas ocorrem quando o
efeito da mistura de duas ou mais substancias é igual ao simples somatério do efeito destas,

isoladamente. As interacdes sinérgicas, por sua vez, sdo observadas quando o efeito produzido por
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uma combinacdo de substancias é superior ao que se poderia esperar com base na contribuicdo

individual de seus componentes.

A combinacao de substancias com efeito sinérgico pode aumentar a biodisponibilidade de
substancias ativas e/ou reduzir as doses destas. Consequentemente, a toxidez e efeitos adversos
diminuem, contribuindo dessa forma para o aumento da eficacia terapéutica. A sinergia pode
resultar de dois mecanismos principais: (a) efeitos farmacocinéticos, observados quando uma
substancia influencia a solubilidade, absorcdo ou metabolismo de outra, e (b) efeitos
farmacodin@micos, relacionados a atuacdo simultanea sobre diferentes alvos terapéuticos inter-
relacionados (CASANOVA, 2017).

2.4.1 Técnica de Checkerboard "tabuleiro de xadrez"

Entre as técnicas mais empregadas na avaliacdo da combinacdo de dois antimicrobianos
exibindo sinergismo esté a técnica de checkerboard conhecida também como tabuleiro de xadrez.
O método checkerboard é uma técnica que frequentemente tem sido utilizada para avaliacao de
combinacBes de compostos antimicrobianos in vitro. E uma técnica de facil compreensio, a
matematica utilizada para calcular e interpretar os resultados ser simples e poder ser executado em
laboratorios de microbiologia usando equipamentos que normalmente estdo disponiveis (LORIAN,
2005).

Lorian (2005), define o termo "tabuleiro de xadrez" a superficie (tubos ou pogos de
microtitulacdo ou placas de agar) formado por variadas diluicbes dos dois compostos
antimicrobianos sendo testados, em concentracdes iguais, superior e inferior de suas concentragdes

minima inibitéria (CMIs) frente aos organismos que estdo sendo testados.

Nesta técnica a concentracdo inibitoria fracional (CIF) emprega uma metodologia similar a
utilizada para a determinac¢do da concentragdo inibitéria minima (CMI). A combinacéo é dita tendo
efeito sinérgico se houver uma reducédo de 4 vezes na CMI de cada agente antimicrobiano testado
sozinho. O método do checkerboard é um método mais facil de realizar, no entanto é apenas um
indicador da atividade inibitoria (IBEZIN, 2006.; MEDEIROS,2012).

Para execugdo da técnica do tabuleiro de xadrez grandes quantidades de compostos

antimicrobianos e meios de cultura seriam necessarios para realiza-lo em tubos de ensaio por isso
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muitos trabalhadores preferem usar placas de microtitulagédo porque requer menores quantidades
de antibioticos e meio de cultura. Assim, o tabuleiro de xadrez consiste em colunas nas quais cada
poco da microplaca contém a mesma quantidade da droga (droga A) sendo diluida ao longo do
eixo x e linhas em que cada pogo da microplaca contém a mesma quantidade do medicamento
(medicamento B) sendo diluido no eixo y. O resultado é que cada quadrado no tabuleiro de xadrez
(que representa 0 poc¢o) contém uma combinacdo unica dos dois medicamentos testados (LORIAN,
2005).

Embora a técnica apresente algumas limitagdes, estes problemas podem ser solucionados
permitindo a execucdo da mesma com resultados confidveis. Uma problematica abordada é a
evaporacao, ja que em cada poco de microtitulagcdo séo trabalhados pequenos volumes (100 a 200
WL), este erro poderia ser evitado usando tampas adesivas de pléstico disponiveis nos fabricantes
dessas placas. Um outro problema é a anaerobiose, mas pesquisas sugerem que tampas de plastico
(mencionadas anteriormente) ndo inibe o crescimento de aerobios estritos. A eletricidade estatica
de superficie da placa pode ser outra problematica ja que pode se acumular sob certas condicdes e
pode interferir na diluicdo efetiva do antimicrobianos. Limpar o fundo da placa com um pano

Umido geralmente é suficiente para resolver esse problema (KROHN, 2019).

2.5 CURVA DE MORTE - Time Kill

Ao ser desenvolvido estudos de novos antimicrobianos, é importante avaliar o risco de
desenvolvimento de tolerancia e / ou resisténcia (RAPACKA-ZDONCZYK et al, 2019). As curvas
de morte podem avaliar a eliminagéo /crescimento microbiano em fungéo do tempo e concentracdo
do antimicrobiano objetivando ainda otimizar regimes de dosagem com base em uma abordagem
racional e cientifica (MUELLER et al, 2004).

As curvas de letalidade podem ainda ser utilizadas para observar o sinergismo /
antagonismo ou mesmo efeito aditivo quando a combinacdo de duas ou mais substancias sdo
administradas em conjunto (SOPIRALA et al, 2010). No entanto com a técnica do time-kill é
observada uma agao dinamica antimicrobiana e o tempo de interacdo, diferente do checkerboard,
que fornece apenas dados das CMI’s dos antibidticos e a leitura é realizada apenas no final do

periodo de teste determinado, usualmente 24h (MEDEIRQOS, 2012).



31

A técnica da curva de morte monitora o crescimento bacteriano e sua morte em uma ampla
gama de concentracdes antimicrobianas e tém sido frequentemente utilizados para avaliar o efeito
de antimicrobianos ao longo do tempo. A técnica tem sido usada tanto in vitro como para estudos
em modelos animais (FOERSTER et al, 2016).

A técnica pode ser aplicada no modelo in vitro com concentra¢cdes constantes de
antibidticos, que estuda o efeito de uma concentracdo constante de droga frente a bactéria em
funcdo do tempo e aqueles com concentra¢Bes de antibioticos variaveis, em que as concentragoes
de antibidticos flutuam por dilui¢do ou difusdo (MUELLER et al, 2004).

Este é um método que é realizado em meio de cultura liquido em tubos ou placas
multipocos, onde a taxa de mortalidade de um indculo fixo é determinada pela amostra de controle
(microrganismo sem agente antibacteriano) e agentes antimicrobianos contidos em tubos, que séo
semeados e monitorados em diferentes tempos geralmente 0,4,8,10,12 e 24 horas de incubacéo
(LORIAN, 1996)

As curvas de morte resultantes podem ser subsequentemente analisadas como modelos
farmacocinéticos-farmacodindmicos apropriados e esses modelos ajudam a otimizar regimes de

dosagem com base em uma abordagem racional e cientifica (MUELLER et al., 2004).
2.6 BIOFILMES MICROBIANOS

Um dos processos mais comuns que as bactérias realizam de forma cooperativa é o
desenvolvimento de biofilme. Uma diversidade de microrganismos se reune em grandes
comunidades, secretando proteinas e outros componentes moleculares para formar um biofilme o
que lhes possibilita manter um ambiente controlado para crescimento e proliferagdo. Um pré-
requisito da formacéo de biofilme é que as bactérias cheguem perto o suficiente de uma superficie,
sendo essa de origem abidtica ou bidtica. Conforme as bactérias se aproximam da superficie, varias
forcas, tanto atrativas quanto repulsivas participam do processo (SOLANO at al., 2014; RABIN et
al., 2015; AMDREASEN et al., 2019; LIANOU et al., 2020).

Dentro do biofilme, bactérias crescem protegidas de estresses ambientais, como dessecacao,
ataque do sistema imunoldgico, ingestdo de protozoarios e antimicrobianos. E relatado que as

bactérias sesseis sdo entre 500 e 5000 vezes mais tolerante a antibi6ticos em comparacao a sua
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forma plancténica. Prevé-se que a prevaléncia de infec¢des bacterianas intrataveis aumente a uma
taxa alarmante devido a um aumento no numero de cepas de bactérias resistentes a antibioticos
(VERGIDIS& PATEL,2012; OPPENHEIMER-SHAANAN et al., 2013).

Sendo bastante heterogéneo o biofilme apresenta composi¢gdo em cerca de 85% de matriz
polimérica extracelular e 15% de diversas células microbianas que por sua vez apresentam
morfologias variadas (SOLANO at al., 2014; PHILLIPS, 2016).

A substancia polimérica extracelular (EPS) pode representar 50% a 90% do carbono
organico total de biofilmes e pode ser considerado o material matricial primario do biofilme. EPS
pode variar em propriedades quimicas e fisicas, mas é composto principalmente de polissacarideos,
acidos nucléicos, proteinas e lipideos. O comportamento dos microrganismos em biofilme exibe
um estado metabolico distinto ao do crescimento planctnico correspondente, especialmente com
respeito a transcricao e interacdes entre as células (LINDSAY & HOLY, 2008, ANDREASEN,
2019).

Muitos microrganismos, tém a capacidade de formar biofilme em quase todos os tipos de
superficies e desempenham um papel importante nas infec¢bes associadas a salude (SEKHAR et
al., 2009).

2.6.1 Processo de Formacéao do Biofilme

A formacdo do biofilme é um processo de alta complexidade no qual as células do
microrganismo se modificam passando do modo plancténico para o modo séssil de crescimento
(OKADA et al., 2005). Também foi sugerido que a formacdo de biofilme é dependente da
expressdo de genes especificos que orientam o estabelecimento de biofilme (OKADA et al., 2005;
SAUER, 2004). Estudos genéticos reportam uma sinaliza¢do, conhecido como quorum sensing,
entre as células do microrganismo que facilitam o processo de formacédo do biofilme (DONLAN,
2002).

A formacgdo compreende uma série de processos fisicos, bioldgicos e quimicos, ocorrendo
mudancas ao longo do desenvolvimento do biofilme e estas dependem das condi¢bes ambientais e
hidrodindmicas que prevalecem (BRYERS, 2000).
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No biofilme existem canais que separam 0s microrganismos das micro-colonias e a
estabilidade mecanica do biofilme ¢é atribuida as caracteristicas viscoelasticas da matriz de
exopolissacarideos. A formacao de biofilme é complexa, mas, ocorre em poucas etapas: fixagao
inicial do microrganismo a uma superficie ou a outro, formagdo de microcoldnias, maturagdo do
biofilme, e finalmente a dispersdo do biofilme (DONLAN, 2002; FERDELE & BASSLER, 2003,
TOLKER-NIELSEN, 2015).

Os biofilmes foram muito estudados nos Gltimos anos, e muito se sabe sobre o processo de
fixacdo microbiana e de sua formagc&o inicial. E necessério examinar estreitamente as propriedades
do substrato e da superficie celular uma vez que as caracteristicas do substrato podem ter um efeito

significativo sobre a taxa e extensdo da fixacdo dos microrganismos (DONLAN, 2001).

A célula bacteriana chega tdo proximo a uma superficie que tem sua motilidade retardada
e faz uma conexdo a esta superficie ou ao outro microrganismo ja aderido previamente. Nesse
processo de formacéo a interface sélido-liquido entre uma superficie e um meio aquoso que pode
ser por exemplo a 4gua a ou mesmo o0 sangue torna o ambiente ideal para a fixacdo e consequente
crescimento do microrganismo (ANSARI et al., 2012; JAMAL et al., 2015).

Grande parte dos pesquisadores descobriram que 0s microrganismos se ligam mais
rapidamente a superficies hidrofobicas ndo polares, como o Teflon e outros plésticos alem de
materiais hidrofilicos, como vidro ou metais (DONLAN, 2002). Caracteristicas do meio aquoso,
como niveis de pH, nutrientes, forca i6nica e temperatura podem desempenhar um papel na taxa
de fixacdo microbiana a um substrato. Ofek e Doyle (1994) observaram que a energia de superficie
do meio de suspensdo pode afetar as interacdes hidrodindmicas das células microbianas com as
superficies, alterando as caracteristicas do substrato ja que as células se comportam como particulas
em um liquido, e a taxa de sedimentacéo e associagdo com uma superficie submersa dependerd em
grande parte das caracteristicas de velocidade do liquido. Quando estdo submetidas a velocidades
lineares muito baixas, as células devem atravessar a camada limite hidrodinamica consideravel, e
a associacdo com a superficie dependera em grande parte do tamanho da célula e a motilidade

celular.

As celulas microbianas devido a presenca de estruturas locomotoras (pilli e o flagelo) se

fixam a superficie também podem ser favoravelmente anexadas através da presenga de
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polissacarideos ou proteinas associados a superficie além de outras forcas fisicas como as
interacOes eletrostaticas e forcas de Vander Waal etc. (DONLAN, 2002; MARIC, 2007; GARRET,
2008).

Apos a fixacdo da célula microbiana, estas comegcam a se multiplicar e nesse processo
emitem sinais quimicos, quorum sensing, que sinalizam geneticamente a producdo de
exopolissacarideos e desta forma elas continuam sua multiplicagdo dentro da matriz de
exopolissacarideos dando origem a formagdo da microcolonia que é unidade estrutural basica do
biofilme (ANSARI et al., 2012).

A proximidade das células dentro da microcol6nia (ou entre as microcolénias) fornece um
ambiente ideal para criacdo de gradientes de nutrientes, troca de genes e quorum sensing
(DONLAN, 2002). As coldnias bacterianas em um biofilme geralmente consistem em muitos tipos
de micro-comunidades. Essas micro-comunidades se coordenam entre si em multiplos aspectos.
Esta coordenacdo desempenha um papel crucial na troca de substrato, na distribuicdo de
importantes produtos metabdlicos e na excrecdo de produtos finais metabélicos (MCKENNEY et
al, 1998; COSTERTON et al, 1999; JAMAL et al., 2015).

Na fase de maturacéo e arquitetura do biofilme as células microbianas comunicam-se umas
com as outras por meio de sinais quimicos (VASUDEVAN, 2014; DAVIES et al., 1998). Essa
comunicacdo é um processo de grande importancia ja que nesse momento ¢ alcangada a densidade
celular microbiana necessaria e neste estagio de maturacao, certos produtos génicos Sdo expressos,
considerados importantes para a formacéo da matriz de exopolissacarideos. A formacdo da matriz
também constitui a formacao de canais cheios de agua, funcionando em equilibrio dindmico, usado
para distribuir nutrientes importantes e remover os residuos das comunidades de micro-col6nias do
bioma (JAMAL et al., 2015; PRAKASH et al., 2005; ANSARI, 2012).

Apo6s a formacdo do biofilme, os pesquisadores notaram que é comum as bactérias deixarem
0 préprio biofilme regularmente o que leva a bactéria sofrer rapida multiplicacéo e dispersdo.Essa
dispersdo, das camadas mais externas, pode ter razdo puramente mecanicas, ou ser devido a
algumas bactérias pararem de produzir EPS, por diminuicdo dos niveis de nutrientes, quorum
sensing ou cisalhamento de agregados de biofilme devido aos efeitos de fluxo, devido a uma agéo

enzimatica que causa a digestdo do alginato, um dos principais componentes da matriz. As células
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dispersas do biofilme tém a capacidade de reter certas propriedades do biofilme, como a
insensibilidade aos antibidticos. Uma vez dispersas, as células retornam rapidamente ao seu
fenotipo planctdnico normal (SREY, 2013, JAMAL et al, 2015).

2.6.2 Infeccdes associadas a biofilmes e Controle

Infecgdes de repeticdo sdo um grande desafio mundial ocorrendo a perda de milhdes de
vidas anualmente e exigindo enormes recursos médicos e sociais. Nessas infecgdes o hospedeiro
tenta eliminar um patégeno enquanto o patdgeno tenta sobreviver no hospedeiro. A forma
estratégica para sobreviver encontrada pelos microrganismos patogenos é a formacéo do biofilme
que vai Ihe conferir resisténcia aos antibidticos e driblar o sistema imune do hospedeiro (CHEN et
al.,2011).

Em humanos, os biofilmes sdo responsaveis por até 80% do numero total de infeccdes
microbianas de acordo com o National Institute of Health incluindo endocardite, fibrose cistica,
periodontite, rinossinusite, osteomielite, feridas crénicas, meningite, infecgfes renais e infecgbes
relacionadas a proteses e desvios implantaveis (KHATOON et al., 2018; JOO et al., 2012). Os
principais desafios no tratamento de biofilmes sdo o seu diagndstico dificil e a falta de
biomarcadores adequados e, na clinica, os biofilmes também podem ser dificeis para erradicar

devido a uma alta tolerancia aos antibiéticos (PAHARIK et al., 2016).

Nos altimos anos, surgiu o interesse no estudo da formacao de biofilme por um grupo de
bactérias clinicamente relevantes, que causam alta mortalidade, e pertencem ao grupo ESKAPE
que sdo frequentemente associados a infecgdes em biofilme (RABIN et al, 2015; SOLIS-
VELAZQUEZ et al., 2020).

Chen e colaboradores (2011) relata a presenca de formacéo de biofilme por Escherichia
coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae
em sistemas de cateter.Estima-se que Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis causem
cerca de 40-50% das infec¢Oes de préteses valvares cardiacas, 50-70% das infec¢des do biofilme

do cateter e 87% das infeccBes da corrente sanguinea (CHEN et al., 2013).

Pesquisadores ainda debatem quais mecanismos de resisténcia do biofilme frente aos

antibidticos e sugeriram como possibilidades a falha na penetracdo de antibidticos, crescimento
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bacteriano alterado dentro biofilme, resisténcia por meio do transferéncia génica horizontal,
bombas de efluxo de mdltiplas drogas e em biofilmes polimicrobianos interagdes entre bactérias e
fungos também foram consideradas relevantes em uma vez que aumentou a resisténcia
antimicrobiana (DRAGO et al., 2017; HALL & MAH, 2017).

O conhecimento do processo de formacdo relacionado ao suporte de desenvolvimento de
biofilme é de importancia fundamental para abordar qualquer prevencgéo ou estratégia de controle.
Entre as possiveis estratégias de estdo: a inibi¢do da adesdo microbiana a superficie de colonizacéo,
a interferéncia no sinal de modulagdo no desenvolvimento do biofilme e desagregacdo da matriz
de biofilme (FRANCOLINI, 2010).

Em biofilmes de Streptococcus mutans, que causam a cérie dentaria, sdo exploradas
estratégias de mdaltiplas drogas que combinam agentes antimicrobianos com mecanismos
sinérgicos de acdo contra um ou mais mecanismos de resisténcia antimicrobiana. Alvos sinérgicos
para aumentar os efeitos dos agentes antimicrobianos incluem fatores de viruléncia, como producao
de acido e respostas adaptativas ao estresse acido bem como o EPS. Como selecionar os melhores
antibidticos para tratar condi¢Bes associadas a biofilme € um desafio clinico critico (CHEN &
WEN, 2011; PRIYADARSINI et al., 2017; SIMS JR et al., 2020).

2.7 DOENCAS NEGLIGENCIADAS - LEISHMANIOSE E TRIPANOSSOMIASE

As doencas tropicais negligenciadas (DTNSs) consiste em um diverso grupo de infeccdes
identificadas pela Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) como doengas que infectam
principalmente populagdes de baixa renda em paises tropicais, levando a casos de morbidade e
mortalidade (RUTTE et al, 2018). Segundo dados da Organiza¢do Mundial de Satde (OMS), mais
de um bilhdo de pessoas estdo infectadas com uma ou mais doencas negligenciadas, o que

representa um sexto da populacdo mundial.
2.7.1 Leishmaniose

A leishmaniose € uma das doencas tropicais negligenciadas segundo a OMS e atualmente
endémica em 102 paises/areas ao redor do mundo tendo-se observado aumento no ndmero de casos
nessas areas nos Ultimos anos (GALGAMUWA et al., 2018 TEMEL et al, 2019).
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A transmissdo da doenca é causada por protozoarios parasitas de mais de 50 espécies de
Leishmania. No Brasil ja foram isoladas 8 espécies em pacientes doentes sendo estas: Leishmania
(V)braziliensis, Leishmania(V)guyanensis, Leishmania(V)lainsoni, Leishmania (L)
amazonenses, Le.(V) shawi, Le. (V) naiffi e Le. (V) lindenbergi, sendo essas sete causadoras da
forma tegumentar e Leishmania (L) infantum, da forma visceral (SANTOS, 2019). Os hospedeiros
vertebrados, abrange uma variedade de mamiferos como caninos, roedores, marsupiais, mangustos,
morcegos, hiracoides, primatas e humanos (PISCOPO & AZZOPARDI 2007).

Os vetores sdo as fémeas dos insetos chamados flebotomineos pertencentes aos ordem
Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e género Phlebotomus, no Velho Mundo,
e Lutzomyia, no Novo Mundo. Cerca de 30 espécies sao vetores ja comprovados de leishmaniose
e mais de 40 espécies sdo vetores suspeitos. Os insetos apresentam-se normalmente tamanho
peqgueno com cerca 2-3 mm de comprimento (ANVERSA et al, 2018, OPAS, 2018).

Leishmania, o agente etiologico da leishmaniose, possui um ciclo de vida heteroxeno,
oscilando entre forma promastigota flagelada e forma amastigota aflagelada ocorrendo
respectivamente em invertebrados (intestino de mosquito) e vertebrado (macréfagos) (JAMAL,
2020).

A forma amastigota é parasito intracelular obrigatério do sistema fagocitico mononuclear
dos hospedeiros vertebrados, sdo imoéveis (ndo possuem flagelo aparente), esféricas ou ovais e
medem cerca de 2,5-5,0 um de diametro. Se alojam nos fagossomos dos mondcitos, histidcitos e
macrdfagos, onde se multiplicam por divisdo assexuada até o rompimento celular, disseminando-
se por via hematogénica e linfatica, sendo entdo fagocitadas por outros macréfagos (BAILEY et
al, 2017; ESPIAU et al, 2017; ANVERSA et al, 2018)

No trato digestivo do inseto, os amastigotas se diferenciam em promastigotas, que séo
alongados, flagelados, formas mdveis com cerca de 5-15 um de comprimento e com cinetoplastos
localizados entre o nucleo e a extremidade anterior. Ainda no trato digestivo do vetor, as formas
promastigotas passam por VAarios estagios tornando-se promastigotas metaciclicos, que sdo
infecciosos para o hospedeiro vertebrado (ANVERSA et al, 2018).
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As infeccdes por Leishmania tém trés principais formas clinicas, definidas pela localizagdo
do parasita nos tecidos infectados a leishmaniose visceral (LV), leishmaniose cutanea (LC) e
leishmaniose mucosa (LM). A LV ¢ geralmente causada por parasitas do complexo Leishmania
donovani (incluindo L. donovani e L. infantum). A LV € classicamente caracterizada por febre,
definhamento, pancitopenia, hepatoesplenomegalia (especialmente esplenomegalia) e
hipergamaglobulinemia (ARONSON & MAGILL, 2020).

A LC no Novo Mundo é causada principalmente pelas espécies de L. mexicana L.
amazonensis L. pifanoi L. venezuelensis e o complexo L. enrietti. A apresentagdo clinica tipica da
LC é localizada, muitas vezes com lesdo (6es) ulcerativa (s) da pele. Formas apresentadas de LC
menos comuns incluem formas nodulares, psoriasiformes e verrucosas . Também no Novo Mundo,
LM é mais frequentemente associado a L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.)
panamensis e caracterizado por uma lesdo cutanea primaria podendo acontecer meses ou anos mais
tarde o surgimento de lesdes destrutivas nasofaringeas (“Espundia”) (ARONSON & MAGILL,
2020).

Nas Américas de 2001 a 2019, foram notificados a OPAS 1.028.054 casos de leishmaniose
cutanea (LC) e mucosa (LM) em 17 paises endémicos, apresentando em média de 54.108 casos por
ano. Em 2019, os paises com maior nimero de casos notificados foram Brasil (15.484), Colémbia
(5.907), Peru (5.349), Nicaragua (3.321) e Bolivia (Estado Plurinacional da) (2.052), que juntos
representam 77% dos casos na Regido (OPAS, 2020).

A leishmaniose visceral (LV) endémica em 13 paises das Americas, 65.934 casos novos
foram registrados de 2001 a 2019, com uma média de 3.470 casos por ano. Em 2019, do total de
casos, 97% (2.529) foram notificados no Brasil, e 0s demais casos na Argentina, Bolivia (Estado
Plurinacional da), Colémbia, Guatemala, Honduras, México, Paraguai, Venezuela (RepuUblica
Bolivariana da) e Uruguai (OPAS, 2020).

No Brasil, o Ministério da Saude oferece através do Sistema Unico de Salde — SUS
tratamento para Leishmania. A droga de primeira escolha € o antimoniato pentavalente (de
meglumina), com excec¢do dos pacientes coinfectados com HIV e gestantes. Ndo havendo resposta
satisfatoria com o tratamento pelo antimoniato pentavalente, as drogas de segunda escolha sdo a

anfotericina B e o isotionato de pentamidina (BRASIL,2017).
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2.7.2 Tripanossomiase

Reconhecido pela OMS como uma das doencas tropicais negligenciadas do mundo, a satde
publica no Brasil e de outros Paises latino-americanos mesmo ap6s 111 anos de sua descoberta
sofrem os impactos da doencga de Chagas (RASSI JUNIOR et al, 2010; SOUZA & MESQUITA,
2020).

Endémica em 21 paises continentais da América Latina, a doenca de Chagas € causada pelo
protozoario parasita hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e estima-se que 6 a 7 milhdes de
pessoas em todo o0 mundo estejam infectadas com T. cruzi sendo transmitida principalmente quando
humanos entram em contato com fezes e / ou urina de triatomineos infectados (transmissao
vetorial) (VEGA-ROYERO & SIBONA, 2019; WHO, 2020).

O parasita T. cruzi pode também ser transmitido por transfusdo sanguinea, da mae para o
feto, pela placenta, no transplante de drgaos e por infeccao acidental em laboratério (RAIMUNDO;
MASSAD; YANG, 2010; RASSI JUNIOR et al, 2010).

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi envolve dois hospedeiros intermediarios: o vetor
invertebrado (insetos triatomineos) e o hospedeiro vertebrado (humanos) e tem trés estagios de
desenvolvimento a forma tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas. Esses estagios de
desenvolvimento se alternam entre as formas infecciosa e ndo infecciosa. Amastigota e
epimastigota sdo estagios nao infecciosos, mas replicativos dentro do hospedeiro mamifero
(vertebrado) e no intestino do inseto vetor (invertebrado), respectivamente. Os tripomastigotas da
corrente sanguinea encontrados no sangue do hospedeiro vertebrado e 0s tripomastigotas
metaciclicos encontrados no reto do vetor do inseto invertebrado sdo considerados os dois
diferentes estagios de desenvolvimento infecciosos, mas ndo replicativos dos tripomastigotas
(ONYEKWELU, 2019).

Depois que a infeccdo € transmitida, em sua fase aguda a maioria dos casos sdo
assintomaticos/ausentes ou sdo leves e inespecificos. Em pessoas picadas por um inseto
triatomineo, os primeiros sinais visiveis de infeccdo sdo uma lesdo na pele ou um inchago purpuro

das palpebras de um dos olhos (o chamado sinal Romaria). Em qualquer via de transmissdo, 0s
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pacientes podem apresentar febre, cefaleia, aumento dos ganglios linfaticos, palidez, dores

musculares, dificuldade em respirar, inchago e dor abdominal ou toracica (WHO, 2020).

Na fase cronica cerca de 30% dos pacientes sofrem de doencas cardiacas e até 10%
apresentam disturbios digestivos, neurologicos ou mistos. Nos anos seguintes a infeccdo pode levar
a morte subita principalmente devido a arritmia cardiaca ou insuficiéncia cardiaca causada pela

destrui¢do do musculo cardiaco e de seu sistema nervoso (WHO, 2020).

Para o tratamento da doenca de Chagas, o Ministério da Saude oferece através do SUS dois
medicamentos antiparasitarios: benzonidazol e nifurtimox. Embora os medicamentos tenham
elevada eficacia de cura da doenca se administrados logo apo6s a infeccdo, incluindo os casos de
transmissao congénita, esta diminui quanto mais tempo a pessoa esté infectada, fase crénica, e as

reacOes adversas sdo mais frequentes em pacientes mais idosos (BRASIL, 2017).

As Drogas nitroheterociclicas, nifurtimox e benzonidazol, tem sido utilizadas na terapia
contra a Doenca de Chagas ha muitas décadas, permanecendo na atualidade como Unicas
disponiveis para o tratamento da doenca. No entanto, seu uso apresenta algumas complexidades.
Eles podem causar efeitos colaterais, algumas cepas ndo sdo suscetiveis a acdo do tratamento,
apresentam toxicidade celular e os regimes de tratamento séo longos. Tratamentos com nifurtimox
precisam ser administrados em 10 mg por kg de peso corporal em trés ou quatro doses por dia em
um periodo de 60 a periodo de 120 dias. Diante disto o curso do tratamento muitas vezes nao é
concluido, podendo ocorrer o desenvolvimento de resisténcia do parasito frente a droga em
questdo. Diferentes estratégias tém sido utilizadas para descobrir novas moléculas ativas para o
tratamento da doenca de Chagas (WILKINSON et al.,2008; MAZZET]I et al., 2021).

2.8 DOCKING MOLECULAR

Docking molecular é um método computacional utilizado para prever a interacdo de duas
moléculas gerando um modelo de ligagdo. Esta técnica é muito aplicada em descoberta de novas
drogas cuja abordagem pode ser feita no encaixe entre uma pequena molécula e um

macromolécula, por exemplo, docking proteina-ligante (PRIETO-MARTINEZ et al, 2018).

Os primeiros métodos de docking foram baseados no modelo de chave-fechadura, proposto

por Fisher (1894) no qual o ligante se encaixa no receptor como uma chave e fechadura, mas tanto
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o ligante quanto receptor foram tratados como corpos rigidos em conformidade. No entanto,
posteriormente uma outra teoria foi proposta por Koshland a do "ajuste induzido™ onde o ligante e
0 receptor deveriam ser tratados como flexivel durante o encaixe e dessa forma, esse mecanismo
poderia descrever os eventos de ligacdo com mais precisdo do que o tratamento rigido (MENG, et
al, 2012; PAGADALA; SYED; TUSZYNSKI, 2017).

A abordagem de docking molecular pode ser usada para modelar a interacdo entre uma
pequena molécula e uma proteina em nivel atdmico, permitindo caracterizar o comportamento de
pequenas moléculas no sitio de ligacdo das proteinas alvo, assim como permite elucidar os
fundamentos de processos bioquimicos (MCCONKEY et al, 2002). O processo de encaixe envolve
duas etapas basicas que seria a previsdo de conformacdo do ligante, bem como sua posicao e
orientacdo dentro desses locais (geralmente referido como pose) e avaliacdo da afinidade de
ligacdo. E importante no estudo de docking saber a localizagdo do local de ligacdo antes dos
processos de encaixe uma vez que esse conhecimento prévio aumenta significativamente a
eficiéncia de encaixe. Pode-se obter informacdes sobre os sitios de ligacdo por comparacdo da
proteina alvo com uma familia de proteinas que compartilham uma funcdo semelhante ou com
proteinas co-cristalizadas com outros ligantes. Docking sem qualquer suposicdo sobre o local de
ligacdo é chamado de encaixe cego (MENG, et al, 2012).

Os resultados obtidos com o teste de docking expressos em termos da energia de ligagéo
indica qual foi a energia necessaria para que a provavel molécula bioativa se ligasse ao sitio ativo
do alvo molecular selecionado. Dessa forma, a molécula que apresentar menor quantidade de
energia necessaria para se ligar ao sitio ativo, serd aquela que, teoricamente, apresentara melhor
resultado de atividade bioldgica (BARROS, 2015).
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3 METODOLOGIA
3.1 SINTESE E CARACTERIZACAO QUIMICA

Para realizar a sintese de quatro compostos inéditos seguiu-se 0s procedimentos
referenciados na literatura e outros desenvolvidos pelo grupo LSPQN (Laboratério de Sinteses e
Quimica de Produtos Naturais) (FALCAO et al., 2006), (figura 11).

Figura 11- Sintese dos analogos de pirimidina
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Inicialmente, aldeidos aromaticos e malonitrila foram dissolvidos em metanol e mantidos
sob agitacdo a temperatura ambiente por 4 horas, a fim de se obter os intermediarios de Michael
(). Enquanto as arilamidinas substituidas em meta e para (2) foram obtidas por meio de duas etapas
reacionais: a primeira sendo a reacdo entre as correspondentes nitrilas e etanol anidro, utilizando
acido cloridrico gasoso, formando assim os iminoéteres. Estes, submetidos a acdo de amoniaco,

formam os cloridratos de amidinas, sendo a segunda etapa reacional.

As 5-carbonitrilas-pirimidinas 3a-d sdo obtidas por reacdo entre intermediarios de Michael
(1) e arilamidinas (2). Os reagentes sdo mantidos sob agitacdo, em refluxo, durante 6 horas,

seguindo protocolo experimental (MELO et al., 2002).

Para realizacdo dos ensaios bioldgicos, descritos posteriormente, 0s compostos pirimidinicos
sintetizadas 3a-d foram solubilizados em etanol a quente (60°C) visto que dessa forma ocorria uma

melhor solubilizagdo das mesmas.
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3.2 LINHAGENS PADRAO PARA REALIZACAO DOS TESTES

Para avaliar atividade antimicrobiana, sinergismo, curva de morte e desenvolvimento do
biofilme foram utilizadas linhagens da Colecdo UFPEDA do Departamento de Antibidticos-UFPE,

conforme tabela 1.

Tabela 1. Lista de Microrganismos teste. Bactérias Gram-positivas e Bactérias Gram-

negativas.
Microrganismos teste Procedéncia/ Sitio de isolamento
- Isolado clinico*
Staphylococcus aureus UFPEDA 02 Cepa padrao
Bactérias | *Staphylococcus aureus UFPEDA 709 Secrecdo de ferida operatoria
Gram- Enterococcus faecalis UFPEDA 138 Cepa padrao
positivas
Escherichia coli UFPEDA 224 Cepa padréo
*Escherichia coli UFPEDA 1020B Amostra clinica
Klebsiella pneumoniae UFPEDA 396 Cepa padrao
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416 Cepa padrao
Bactérias | *Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39 Amostra clinica
Gram- *Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 64 Secrecdo
negativas | *Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 261 Secrecdo ferida operatdria
*Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 262 Secrecdo de Ulcera
*Acinetobacter baumannii UFPEDA 1025B Amostra Clinica

3.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA- CMI

A CMI foi realizada atraves da técnica de microdiluicdo em microplacas de 96 pocos,
conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015; 2017). Foram distribuidos
160 pL de meio de cultura liquido (MH) nos pocos, e em seguida, adicionados 40 pL de cada
amostra 3a-c nos pocos da coluna 1 e realizada a microdiluicdo sucessivamente até a coluna 10,
obtendo-se concentragdes decrescentes (500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,9; 1,8 pg/mL).

Apbs diluicdo, cada pogo foi inoculado com 10 pL do indculo microbiano padronizado (1,5 x 10°



44

UFC/mL), sendo a coluna 10 o controle positivo do in6culo. Os pogos da coluna 11 ndo receberam
o inoculo, sendo assim, o controle do meio de cultura. A coluna 12 foi utilizada com o controle do

antibiotico.
3.3.1 Leitura da Microplaca

Ap6s o cultivo, as microplacas foram reveladas com 20 pL de resazurina a 0,01%
(previamente preparada e esterilizada) e incubadas por 1-3 horas para observar a mudanca de
coloragdo nos pogos. A resazurina € um corante indicador de oxido-redugdo, onde a permanéncia
da cor azul ¢ interpretada como inibicdo/morte do crescimento microbiano, enquanto a presenca da
cor rosa indica presenca de células viaveis, ou seja, ocorreu crescimento microbiano. A CMI é
definida como a menor concentracdo do antibidtico que inibe o crescimento do microrganismo
teste. Enquanto a CMB ¢ definida como a menor concentragdo do antibiético que mata 99,9% o
microrganismo utilizado no teste, dentro do periodo de tempo estipulado (CLSI, 2015). Foi
realizado um subcultivo dos pocos azuis/rosa em placa de Petri contendo o meio MH sdlido,
incubada a 37°C, por 24 horas como uma confirmacéo da revelacdo da microplaca e determinacao
da CMI/CMB. Cada amostra foi testada em duplicata.

3.4 DETERMINACAO DA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS FRENTE A ISOLADOS
CLINICOS

A determinacéo do perfil de resisténcia microbiano foi realizada por meio da técnica de
microdiluicdo em placas multipocos, conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2019). Foram distribuidos 180 uL de meio de cultura liquido (MH) nos po¢os e em seguida,
adicionados 20 pL do antibidtico comercial onde para cada microrganismo foi utilizado um ou

mais antibiotico.

Para determinacdo do perfil dos isolados clinicos de P. aeruginosa, foram utilizados os
antibioticos Ceftazidima e Meropenem ,para os isolados de A. baumannii, foram utilizados os
antibidticos Ceftriaxona e Ampicilina-Sulbactan, para os isolados de S. aureus, foram utilizados o0s
antibioticos Oxacilina e Cefoxitina e para E. coli foram utilizados os antibioticos Ampicilina-

Sulbactam e o Piperacilina-Tozobactam.
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Nos pocos da coluna 1 foi realizada a microdilui¢do sucessivamente até a coluna 10,
obtendo-se concentracfes decrescentes. Apos diluicdo, cada pocgo foi inoculado com 10 uL do
indculo microbiano padronizado (1,5 x 108 UFC/mL) sendo a coluna 11 o controle positivo do
indculo. Os pocos da coluna 12 ndo receberam o in6culo, sendo assim, o controle do meio de

cultura. A leitura da microplaca foi realizada conforme o item 2.3.1.
3.5 AVALIA(;AO DO POTENCIAL SINERGICO

Para realizagdo da avaliacdo do potencial sinérgico foram utilizadas as bactérias que

apresentaram menor valor em concentracdo no ensaio de CMI.
3.5.1 Técnica de Checkerboard

Apbs a determinacéo do perfil de CMI dos microrganismos frente as moléculas de estudo,
0s microrganismos que apresentaram um perfil de resisténcia aos antibidticos comerciais foram
selecionados para ensaio de sinergismo, realizada de acordo com a metodologia do tabuleiro de
xadrez (LORIAN, 2005).

Para interpretagdo dos resultados € realizado o célculo do ICIF (incide de Concentragio

inibitoria das fragdes).

Onde, ICIF < 0,5 = Efeito sinérgico; 0,5 < ICIF < 0,75= Efeito parcialmente sinérgico; 0,75 <
ICIF < 2 = Efeito Aditivo; 2 < ICIF < 4 =Efeito Indiferente e ICIF > 4 = Efeito Antagdnico

3.6 ESTUDO DA CURVA DE MORTE - Time Kill

O ensaio de curva de morte foi realizado de forma adaptada de acordo com as normas
padronizadas do CLSI (2015;2017) e Tiwari (2015). Em microplacas (Kasvi) de 96 pocos foi
inoculado em cada poco, as suspensdes microbianas previamente padronizadas por espectroscopia
e diluida para 1,5x10°UFC/mL juntamente com a combinagdo dos compostos pirimidinicos 3 a-c

em concentracOes pré-determinados (2xCMI, CMI, 1/2xCMI) e incubados a 37°C por 24 horas.

O tempo de morte foi realizado pela reducdo da viabilidade celular nos intervalos de

0,3,6,9,12 e 24 horas e comparado ao tempo Oh. A leitura de absorbancia foi realizada Leitora de
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Microplacas Elisa num comprimento de onda de 625nm. Como controle foram inoculados em
colunas distintas apenas meio de cultura, meio de cultura adicionado dos compostos 3 a-c nas

concentracdes de 2xCMI, CMI, 1/2xCMI e apenas meio de cultura adicionado ao microrganismo.

3.7 ENSAIO DE FORMACAO DE BIOFILME

A formacao de biofilme foi baseada no método adaptado descrito por Stepanovic, 2007. No
estudo foram utilizadas microplacas (Kasvi) de 96 pocos para culturas de células. Os isolados
foram cultivados em caldo BHI sob agitacdo de 150rpm por 24 horas e uma suspencéo no proprio
meio de cultura foi ajustada em espectrofotdmetro numa densidade equivalente a 1,5 x 108
UFC/mL. Posteriormente foi realizada uma dilui¢do de 1:100, obtendo-se uma concentracdo de 1,5
x 10® UFC/mL, e uma aliquota de 200uL da suspenséo de cada microrganismo foi adicionado em
cada poco de uma coluna da placa, obtendo-se uma octuplicata por microrganismo deixando a
Gltima coluna apenas com meio de cultura que foi utilizado como controle. A placa foi incubada
por 24h na temperatura de 37 °C. Apds esse periodo foi removido e descartado os 200uL de
meio/células livres e a placa foi lavada com agua destilada por trés vezes. Foi adicionado em cada
poco 200 L de etanol PA e incubado por 15 minutos. Apés esse periodo o etanol foi removido e
a placa foi seca em temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 200 pL de Cristal Violeta
e a placa foi novamente incubada por 15 minutos. Apds o periodo o Cristal violeta foi removido e
a placa foi lavada com agua destilada, procedimento repetido por trés vezes. A placa foi seca em
temperatura ambiente e entdo foi adicionado 200 L de etanol e incubada para ressolubilizacao por

30 minutos. Apos esta etapa a placa foi lida em leitor de Elisa num comprimento de onda de 630nm.
Para interpretacdo dos resultados séo utilizados os parametros descritos na tabela 2.

Tabela 2 - Valores de referéncia para classificacdo quanto a formacéo de biofilme.

Média OD630nm Formagcao de biofilme
DO <DOc Nao formador
DOc<DO <2 x DOc Fraco formador
2xD0Oc¢ <DO <4 x DOc¢ Moderado formador

4 x DOc < DO Forte formador
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Nota: DO: densidade Optica do microrganismo teste; DOc: densidade dptica do controle negativo

(meio de cultura).

3.8 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTI-BIOFILME

Foi utilizado um protocolo adaptado de Antunes et al (2010) e Stepanovik, (2007) onde, em
microplacas(Kasvi) de 96 pocos para culturas de células foi adicionada 80 pL da suspensao
bacteriana de 1,5x108UFC/mL, 80 pL da suspensdo alcodlica dos compostos pirimidinicos 3a-c
nas concentragdes variadas de 2xCMI, CMI e 1/2xCMI e 40 pL de caldo de BHI. A 11% e 128
coluna foi utilizada com o controle positivo e controle negativo respectivamente. A placa foi
incubada 37°C por 24h. Apo0s esse periodo o conteudo dos po¢os removido e 0s pocos foram
lavados trés vezes com solucéo salina estéril. Apds a secagem da placa foi adicionado em cada
poc¢o 200 pL de etanol PA e incubado por 15 minutos. Apos esse periodo o etanol foi removido e
a placa foi seca em temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 200 pL de cristal violeta
e a placa foi novamente incubada por 15 minutos. Apos o periodo o cristal violeta foi removido e
a placa foi lavada com agua destilada, procedimento repetido por trés vezes. A placa foi seca em
temperatura ambiente e entdo adicionado 200 L de etanol e incubada para ressolubilizacao por 30

minutos, seguindo-se da leitura da placa em leitor de Elisa num comprimento de onda de 630nm.

A interpretacao dos resultados é realizada da mesma forma que para o ensaio de formacéo

de biofilme.
3.9 CITOTOXICIDADE EM MACROFAGOS

Macrofagos RAW 264.7 foram usados para avaliar a citotoxicidade celular pelo ensaio
MTT. As células (1x10° células/poco) foram semeadas em microplacas de 96 pocos e incubadas
por 24h (37°C, 5% CO3) para que ocorresse a adesdo celular. Os compostos foram adicionados, em
seis concentracdes variando de 6,2 a 200ug / mL e a placa foi incubada por 48 h. Foram utilizados
DMSO e miltefosina como controle negativo e positivo, respectivamente. Apds este periodo de
incubacéo foi adicionado em cada po¢co o MTT (5 mg/ mL, em PBS) e novamente incubado por
um periodo de duas horas. Posteriormente o meio de cultura foi removido e 100 pL de DMSO

foram adicionados para solubilizacdo dos cristais de formazan. A absorbancia foi medida a 570
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nm. A concentragdo citotoxica para 50% da cultura de células (CCsp) foi calculada por anélise de
regressdo usando o software GraphPad Prism 5.012. Os ensaios foram feitos em triplicata (MONTE
et al. 2020).

3.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA
3.10.1 Ensaio forma Promastigota

Promastigotas de L. amazonensis (1x10°células/mL em meio de Schneider com 10% de
soro fetal bovino) foram incubadas em placa de 96 pogos com compostos em oito concentragdes
diferentes (1,5 a 200pg / mL) por 72h a 26°C. A miltefosina foi usada como medicamento de
referéncia. As células sem tratamento foram utilizadas como controles negativos. O crescimento
celular foi avaliado e 1Cso/72h foi determinado por anélises de regresséo linear. Os ensaios foram
realizados em triplicata (DA SILVA et al. 2017).

3.10.2 Ensaio forma Amastigota

Para a obtencdo de amastigotas, macroéfagos RAW 264,7 foram semeados (3 x 10° células
/ mL em RPMI suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino) em uma placa de 24 po¢os com
laminula de vidro de 13 mm e deixados aderir por 24h, a 37°C em 5% de CO.. Macréfagos aderidos
foram entdo infectados com promastigotas de L. amazonensis na fase estacionaria de crescimento
usando uma propor¢do de 1:15 a 37°C por 6 h. Posteriormente, 0s parasitas nao interiorizados
foram removidos por lavagem e as culturas infectadas foram incubadas com os compostos em
concentragOes de 6,25 a 200 ug / mL por 24h. Apenas o meio RPMI 1640 foi usado como controle
negativo. As laminulas foram coletadas e coradas com o kit de coloracdo Panoético (Laborclin, PR,
Brasil). A porcentagem de macrdfagos infectados foi determinada pela contagem de 100 células e
seus amastigotas intracelulares, ensaio realizado em triplicata. A atividade leishmania foi avaliada
pela diminuicdo de macrdfagos infectados e amastigotas intracelulares nas culturas tratadas (T) e
ndo tratadas (NT), descritas pela férmula:% amastigotas = T x NT / 100. I1Cso foi determinado por
analises de regressdo(DA SILVA et al. 2017).

3.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE TRIPANOCIDA

3.11.1 Ensaio forma Tripomastigota
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A forma tripomastigota (cepa Y) foi obtida a partir da infecgdo in vitro de 107 parasitas em
linhagem celular Vero, apos obter confluéncia em cultivo. Para determinar o efeito antiproliferativo
das formas tripomastigotas da cepa Y, 4x10° parasitas/ml foi mantido em meio RPMI + 1%
antibidtico + 5% SFB, foram semeados em placas de 96 poc¢os a 37°C juntamente com diferentes
concentragdes dos compostos (0,19 , 1,56, 6,25, 25, 100 pg/ml) por 24 horas em atmosfera de 5%
de CO». Apds esse tempo, aliquotas de cada poco foram coletadas e 0 numero de parasitas viaveis
foi contado em camara de Neubauer. Os pocos que ndo receberam 0s compostos foram
considerados como 100% do numero de parasitas viaveis. O medicamento de referéncia,
benzonidazol, foi usado como controle positivo. Cada composto foi testado em duplicata. As curvas
de dose-resposta foram determinadas e a concentracdo de inibicdo de 50% do crescimento do

parasita (I1Cso) foi calculada por regresséo linear (GraphPad Prism, verséo 5.0).
3.12 INDICE DE SELETIVIDADE (IS) — ATIVIDADES PARASITICIDAS

Para verificar o quanto os compostos foram seletivos para parasitas, foi calculado o indice
de seletividade (IS) para as formas amastigota e promastigota de Leishmania e tripomastigota para
T. cruzi. IS consiste na razdo entre CCso / ICso. Valores mais altos de IS indicam maior
especificidade para o parasita. Para a obtencédo do 1S, foram considerados os valores micromolares.
Valores de IS menores que 1 foram considerados como néo indicativos de seletividade parasitaria
(DE MELDO et al. 2018).

3.13 DOCKING MOLECULAR

As estruturas dos derivados pirimidinicos foram desenhadas e suas energias minimizadas

utilizando o software BIOVIA Discovery Studio (https://discover.3ds.com/discovery-studio-

visualizer-download). Os compostos padrdo, miltefosina e benzonidazol, tiveram suas estruturas

obtidas no PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), e todas as estruturas foram salvas. O
receptor investigado foi a cruzaina, alvo validado como de extrema importancia no controle da
doenca de chagas. A enzima foi obtida a partir do Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) com ID PDB: 3LXS. O docking molecular entre os
ligantes e a enzima foi realizado utilizando o Molegro Virtual Docker, v. 6.0.1 (MVD). O processo
de docking foi realizado utilizando um GRID de 10A de raio e 0,30 de resolucio de modo a

englobar todo o sitio de ligagdo da enzima. A proteina, juntamente com as estruturas dos ligantes,


https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download
https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download
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foram submetidas a um conjunto de parametros padrdo do software como: funcdo de pontuacéo
MolDock score [GRID]; ES interno, HBond interno, tor¢bes Sp2-Sp2, todos verificados. Foi
realizada a analise dos resultados obtidos para cada conformagdo dos complexos ligante-enzima e

estabeleceu-se um ranking dos valores de energia de afinidade (KJ / mol) para as melhores poses.
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RESUMO

Pirimidinas sdo compostos que apresentam boas atividades bioldgicas, entre elas antimicrobiana.
Apresentamos a sintese e caracterizacdo de trés novos compostos pirimidinicos 3a-c e algumas
atividades bioldgicas. A determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria CMI (ug/mL) dos
compostos, revelou que Staphylococcus aureus UFPEDAO02, Escherichia coli UFPEDA224,
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA416 e Acinetobacter baumannii UFPEDA1025B obtiveram
resultados de atividade antimicrobiana com concentragdes variando de 125-250 pug/mL. Destes, A.
baumannii (UFPEDA1025B) mostrou-se resistente com concentragdo >4 pg/mL para Ampicilina-
Sulbactan direcionando-o para o ensaio de sinergismo por Checkerboard. Este ensaio demonstrou
sinergia dos compostos 3a-c com destaque para o 3c quando reduziu em 32 vezes na concentracao
inicial da Ampicilina-Sulbactan alterando de 4 pg/mL para 0,125 pg/mL. Nos ensaios realizados de
cinética de morte durante 24h foi identificado que os compostos 3a-c mostraram-se efetivos nas
concentragfes minimas inibitérias e subinibitorias agindo de forma antag6nica ao crescimento
microbiano de A. baumannii UFPEDA 1025B, Escherichia coli UFPEDA 224, Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA 416 e Staphylococcus aureus UFPEDA 02. Quanto a acdo da atividade anti-
biofilme, os microrganismos estudados mostraram-se suscetiveis aos compostos 3a-c, mudando a
classificacdo inicial de formacéo para uma classificagdo inferior com notéavel inibicdo na formacéo
do biofilme de Escherichia coli UFPEDA 224 e Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416.

Palavras-chaves: Pirimidinas. Acinetobacter baumannii. Sinergismo. Biofilme.
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INTRODUCAO

Bacterias multirresistentes aos antimicrobianos representam uma ameaca preocupante para a satde

publica e para economia (Carlet et al. 2014, D’Souza, 2019).

A Organizacdo Mundial da Salde ressaltando o problema de salde publica da resisténcia
antimicrobiana (AMR) identificou a necessidade de um melhor e coordenado esforco global para
sua contencdo (Prestinaci et al. 2015). Microrganismos multirresistentes sdo frequentemente
associados a doencgas nosocomiais sendo principalmente relatados em infec¢des do trato urinério
associadas a cateter, pneumonias adquiridas em hospitais, infeccBes da corrente sanguinea e

infecgdes de sitio cirurgico (Khan et al. 2017).

Entre as bactérias com perfil de multirresisténcia sdo frequentemente relatadas as que pertencem ao
grupo ESKAPE, englobando espécies Gram-positivas e Gram-negativas, com Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e especies de Enterobacter. Essas bactérias normalmente colocam em risco a vida de
pacientes graves e individuos imunocomprometidos e a letalidade desses patogenos esta além de
outros fatores associado ao desenvolvimento de resisténcia contra varios antibioticos empregados

para atingir esses agentes infecciosos (Rice 2010, Vadivoo, & Usha, 2018).

O género Acinetobacter cujo representante mais importante é o Acinetobacter baumannii, patdgeno
humano oportunista, Gram-negativo, ha alguns anos mostrava-se suscetivel ao tratamento a
antibioticos, mas emergiu como um dos patdgenos mais problematicos para instituicdes de salde
em todo o mundo devido a sua propensao a adquirir fen6tipos de resisténcia a maltiplas drogas
(Peleg et al. 2008, Rolain et al. 2013, Giammanco et al. 2018).

A. baumannii também ¢é formador de biofilme, comunidade microbiana cujos produtos
extracelulares (proteinas e polissacarideos) estdo irreversivelmente ligados a superficies bidticas
(por exemplo, dentro da ferida e em curativos oclusivos) ou abidticas (equipamentos associados a
cuidados de satde, como tubos endotraqueais, tanto de policarbonato como aco inoxidavel) ( Ballal
& Vinitha 2009, Thompson et al. 2014, Greene et al. 2016).

Compostos heterociclicos a exemplo das pirimidinas, constitui umas das maiores areas de pesquisa
em quimica organica e tem sido alvo de estudo por mais de um século (Sahi & Paul 2016).
Pirimidinas sdo constituintes principal de muitas moléculas biologicamente ativas e de produtos
naturais e assim como seus derivados demonstram uma ampla gama de atividades biologicas e
farmacoldgicas, incluindo propriedades anticonvulsivantes (Severina et al. 2019), antifingicas
(Maddila et al. 2016) antivirais (Bai et al. 2018), antiflamatorio (Thirumurugan et al. 2018),
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antibacteriano (Goffin et al. 2020) entre outras (Breitinger 2012, Saini et al. 2013). Dessa forma
pirimidinas atuam com papel proeminente na quimica organica e medicinal (Yerragunta et al. 2013,
Sharma et al. 2014).

Quando a antibioticoterapia individual ndo alcanga resultados satisfatorios com diminuicdo e
eliminacdo da carga microbiana a terapia combinada pode tornar-se interessante quando essa
combinacdo oferece um efeito sinérgico. A sinergia ocorre quando a combinacao das substancias

pode produzir um resultado maior do que o esperado nos efeitos individuais (Breitinger 2012).

Diante disto uma nova série de pirimidinas foi sintetizada para analise de seu potencial
antimicrobiano frente a bactérias Gram-negativas e Gram-positivas incluindo alguns membros do
grupo ESKAPE, acdo anti-biofilme, ensaio de curva de morte e o efeito sinérgico (utilizando
checkerboard) dos compostos quando combinados ao antibiético comercial ampicilina-sulbactam

frente a cepa com perfil de resisténcia de A. baumannii.
MATERIAL E METODOS

Sintese e Caracterizacdo dos Compostos Pirimidinicos 3a-c

Todos os materiais de partida, reagentes e solventes foram adquiridos (Sigma Aldrich Chemical
Co., St. Louis) e usados sem purificacdo adicional. O monitoramento das rea¢fes quimicas foi
realizado por cromatografia analitica em camada delgada (CCD), em silica gel 60 F254 embalada
em folhas de aluminio, adquiridas na (Merck, New Jersey) e foram visualizadas em lampada UV
(254 nm). A cromatografia em coluna foi conduzida em silica 60 (35-70 microns) gradiente de
eluente (n-hexano-acetato de etila, 7:3). Os rendimentos e pontos de fusdo foram determinados no
equipamento BUCHI B-540. Para elucidacéo estrutural a Espectroscopia de Infravermelho utilizou-
se 0 Perkin Elmer Spectrum 400 e IFS66 com transformada de Fourrier, sendo as amostras
preparadas com filmes finos ou pastilhas de KBr. Os espectros de 1H-NMR foram registrados em
espectrometro VARIAN VNMRS400 operando a 400 MHz e 100 MHz paranucleos 1H e 13C,

respectivamente, em escala o (ppm), usando DMSO como solvente e TMS como padrao interno.

Os derivados pirimidinicos (3a-c) foram obtidos pela reacéo entre os intermediarios de Knoevenagel
e as arilamidinas substituidas em quantidades equimolares. A reacdo foi catalisada por piperidina
através da metodologia descrita por Monte e colaboradores (2016). As arilamidinas foram obtidas

através da metodologia descrita por Melo e colaboradores (2002).
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Atividade Antimicrobiana

Para determinacdo da concentragcdo minima inibitéria (CMI) cada composto pirimidinico sintetizado
3a-c foi solubilizado em etanol a quente (60°C) visto que dessa forma ocorria uma melhor
solubilizacdo das mesmas. O meio de cultura utilizado foi o Caldo Mueller-Hinton (MH) (Himedia).
Foram selecionadas as seguintes cepas teste: Staphylococcus aureus UFPEDA 02, Staphylococcus
aureus UFPEDA 709, Enterococcus faecalis UFPEDA 138, Escherichia coli UFPEDA 224,
Escherichia coli UFPEDA 1020B, Klebsiella pneumoniae UFPEDA 396, Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 416, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 64,
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 261, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 262 e Acinetobacter
baumannii UFPEDA 1025B todas provenientes da Colecdo de Microrganismos do Departamento
de Antibi6ticos-UFPEDA da Universidade Federal de Pernambuco e todas foram mantidas em Agar

Mueller-Hinton contendo 25% de dleo mineral em temperatura ambiente.

Para determinacdo da CMI foi utilizada a técnica de microdiluicdo em placas multipocos, conforme

procedimento descrito no Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2017).

Apos crescimento em meio agar Mdieller-Hinton foram preparadas suspensdes bacterianas, em
solucdo salina, seguido de leitura em espectrofotdmetro,625nm, a fim de se obter uma densidade
Optica entre 0,08 a 0,13 (aproximadamente 108 UFC/mL). Os compostos pirimidinicos foram
testados nas concentracdes de 500 pg/mL a 0,975 pug/mL. Foram distribuidos da 12-10* coluna 160
pL de meio de cultura liquido (MH) nos pocos, este volume foi reduzido para receber a adicao de
40 uL da suspenséo alcoolica de 3a-c (volume que solubilizou cada composto), que posteriormente
sofreu uma diluicdo seriada. Apoés diluicdo, cada poco foi inoculado com 10 pL do inéculo
microbiano padronizado (1,5 x 106 UFC/mL). Como controle positivo utilizou-se, 0 meio de cultura
junto a suspensao bacteriana 112coluna e como controle de esterilidade do meio foi utilizado apenas
o caldo MH 12 coluna. As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apos este periodo,
foi adicionado a cada pogo 20 uL de solucdo de rezasurina a 0,001% e novamente incubado pelo
intervalo de 1-3 horas. A rezarsurina atua como indicador de crescimento celular, quando néo existe
célula viavel é observado uma coloracdo azul, quando existe crescimento a coloragdo torna-se
vermelha. Os pogos que ndo apresentaram crescimento bacteriano foram semeados em meio Agar
Mduieller-Hinton, para determinar a concentragdo minima bactericida (CMB) dos compostos frente

as cepas testadas.
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Determinacdo do Perfil de Resisténcia a Antimicrobianos Comerciais

A determinacéo do perfil de resisténcia microbiana, para as cepas provenientes de isolados clinicos,
foi realizada por meio da técnica de microdiluicdo em placas multipogos, conforme o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI 2017, 2019). Foram distribuidos 180 puL de meio de cultura
liquido (MH) nos pocos e em seguida, adicionados 20 pL do antibidtico comercial onde para cada
microrganismo foi utilizado dois antibidticos. Para determinacdo do perfil dos isolados de S. aureus
foram utilizados os antibidticos Cefoxitina numa concentracdo que variou de 32-0,0625ug/mL e
Oxacilina numa concentracdo que variou de 16-0,03125ug/mL. Para os isolados de E. coli foram
utilizados os antibidticos Ampicilina-Sulbactan numa concentragdo que variou de 8-0,0156 pg/mL
e Piperacilina-Tozobactam numa concentracdo que variou de 256-0,5 pg/mL. Para os isolados de
P. aeruginosa, foram utilizados os antibioticos Ceftazidima numa concentracdo que variou de 128-
0,25 pg/mL e Meropenem numa concentragdo que variou de 32-0,0625 pg/mL e para o isolado de
A. baumannii, foram utilizados os antibioticos Ceftriaxona numa concentracdo que variou de 256-
0,125 pg/mL e Ampicilina-Sulbactan numa concentracdo que variou de 32-0,0625ug/mL. Nos
pocos da coluna 1 foi realizada a microdiluicdo sucessivamente até a coluna 10, obtendo-se
concentracOes decrescentes. Apos a diluicdo, cada poco foi inoculado com 10 pL do in6culo
microbiano padronizado (1,5 x 10° UFC/mL)' sendo a coluna 11 o controle positivo do in6culo. Os
pocos da coluna 12 ndo receberam o indculo, sendo assim, o controle do meio de cultura. A leitura

da microplaca foi realizada conforme descrito anteriormente para determinacdo de CMI.

Atividade Sinérgica - Técnica de Checkerboard

Para determinacdo da atividade sinérgica dos analogos pirimidinicos sintetizados 3a-c foi usada a
técnica de checkerboard, metodologia do tabuleiro de xadrez, (Lorian, 2005) e selecionada a cultura
de Acinetobacter baumannii UFPEDA 1025B e o antibiotico comercial Ampicilina-sulbactam.

Ensaio de Curva de Morte- Time Kill

Tendo como referéncia os resultados de CMI, este teste foi realizado de forma adaptada de acordo
com as normas padronizadas do CLSI (2015;2017) e Tiwari (2015). Em microplacas (Kasvi) de 96
pocos foi inoculado em cada poco, a suspensdo microbiana das cepas de P. aeruginosa UFPEDA
416, E. coli UFPEDA 224, A. baumannii UFPEDA 1025B e S. aureus UFPEDA 02 previamente
padronizadas por espectroscopia e diluida para 1,5x10°UFC/mL juntamente com a combinago dos
compostos pirimidinicos 3 a-c pré-determinados (2xCMI, CMI, 1/2xCMI) e incubados a 37°C por
24 horas.
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O tempo de morte foi realizado pela reducédo da viabilidade celular nos intervalos de 0,3,6,9,12 e 24
horas e comparado ao tempo Oh. A leitura de absorbancia foi realizada Leitora de Microplacas Elisa
num comprimento de onda de 625nm. Como controle foram inoculados em colunas distintas apenas
meio de cultura, meio de cultura adicionado dos compostos 3 a-c nas concentragdes de 2xCMI,

CMl, 1/2xCMI e apenas meio de cultura adicionado ao microrganismo

Ensaio de Formacéao de Biofilme

A formacéo de biofilme foi realizada conforme método adaptado descrito por Stepanovic, 2007.
Foram selecionadas as cepas S. aureus UFPEDA 02, P. aeruginosa UFPEDA 416, A. baumannii
UFPEDA 1025B e E. coli UFPEDA 224. Os isolados foram cultivados em caldo BHI Himedia sob
agitacdo 150rpm por 24 horas e uma suspensdo no préprio meio de cultura foi ajustada em
espectrofotdmetro,625nm, numa densidade equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL. Posteriormente foi
realizada diluico para se obter a concentragio de 1,5 x 10% UFC/mL, e uma aliquota de 200uL da
suspensdo de cada microrganismo foi adicionado em cada pogo das colunas da microplaca para
cultura de célula (Kasvi) obtendo-se uma octuplicata por microrganismo deixando a ultima coluna
apenas com meio de cultura que foi utilizado como controle. A placa foi incubada por 24h na
temperatura de 37 °C. Apos esse periodo foi realizado tratamento (lavagem e fixagdo) conforme o
protocolo, seguindo-se leitura em leitor de Elisa em comprimento de onda de 630nm. Os resultados
foram interpretados da seguinte forma OD < ODc (N&o formador), ODc<OD < 2 x ODc (Fraco
formador) 2xODc¢ <OD < 4 x ODc¢ (Moderado formador) e 4 x ODc < OD (Forte formador).
OD: densidade éptica do microrganismo teste; ODc: densidade Optica do controle negativo (meio
de cultura) (Stepanovic, 2007).

Ensaio de Atividade Anti-Biofilme

Para este ensaio foram selecionadas as cepas de P. aeruginosa UFPEDA 416, E. coli UFPEDA 224,
A. baumannii UFPEDA 1025B e S. aureus UFPEDA 02 uma vez que as mesmas apresentaram

maior sensibilidade aos compostos pirimidinicos 3a-c.

Foi utilizado um protocolo adaptado de Antunes et al (2010) e Stepanovik, (2007). Em microplacas
para culturas de células (Kasvi) de 96 pocos foi adicionado 40 pL de caldo BHI e 80 uL da
suspenséo bacteriana (1,5x108UFC/mL), 80 L da suspenséo alcodlica dos compostos pirimidinicos
3a-c (concentracOes variadas de 2xCMI, CMI e 1/2xCMI). O controle positivo, foi constituido de

meio de cultura com suspensao de microrganismo e controle negativo, apenas o meio de cultura. A
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placa foi incubada 37°C por 24h. Apds esse periodo o contetdo dos pogos removido e estes foram
lavados trés vezes com solucdo salina estéril. Apos a secagem da placa foi adicionado a cada pogo
200 pL de etanol PA e incubado por 15 minutos. Apos esse periodo o etanol foi removido e a placa
foi seca em temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 200 pL de Cristal Violeta e a placa
foi novamente incubada por 15 minutos, seguido da remocéo e lavagem da mesma por trés vezes.
A placa foi seca em temperatura ambiente e entdo foi adicionado 200 pL de etanol e incubada para
ressolubilizacdo por 30 minutos seguida da leitura em leitor de Elisa em comprimento de onda de
630nm. A interpretacdo do resultado se deu da mesma forma descrita no ensaio de formacéo de

biofilme.
Analise Estatistica

Os dados foram expressos como a média ou a média percentual + desvio padrdo (DP) utilizando o
Microsoft Office Excel Professional Plus 2016.

RESULTADO E DISCUSSAO
Quimica

Uma rota conveniente para a sintese de novas bases nitrogenadas, pirimidicas derivatizadas 3a-c,
foi obtida através da reacéo de ciclizacdo entre o aduto de Knoevenagel 1 com as arilamidinas meta-
substituida e para-substituidas 2a-c, na presenca de quantidades cataliticas de piperidina, usada

como base (Figura 1).
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Figura 1. Sintese das novas pirimidinas 3a-c
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Os reagentes usados nas sinteses dos compostos 1c e as benzamidinas meta-substituida e para-
substituidas 2c (Figura 1) considerados materiais de partidas foram obtidos da seguinte forma, para
a sintese de 2-benzilideno-malononitrila 1c, descrito por Knoevenagel (1898), procedeu-se uma
modificacdo da reacdo de condensacdo alddlica entre os reagentes de partidas benzaldeido la e
malononitrila 1b, na presenca de piridina, uma base fraca. J&4 os compostos 2c foram obtidas através
do método descrito por Patai (1960) com adaptacOes de Melo e colaboradores (2002). As reacoes
de obtencdo dos compostos 2c¢ ocorreram atraves da substituicdo nucleofilica entre os compostos
imino éter substituidos 2b, um produto instavel e reativo, com o0 gas amoniaco. Ja a sintese dos
compostos 2b, ocorreu entre 0os materiais de partidas a benzonitrilas subsitituidas 2a, com o etanol
grau HPLC, usando um &cido de Lewis, acido cloridrico gasoso, através do método similar ao

descrito por Garigipati (1990).

As estruturas de todos 0s novos compostos pirimidinicos 3a-c foram comprovadas

por espectroscopia *H-RMN, *C-RMN, e infravermelho.
Dados dos espectros do composto: 4-Amino-5-ciano-2-(m-nitrofenil)-6-fenil-pirimidina(3a)

Este composto foi cristalizado em MeOH, 91% de rendimento, p.f. 221-222°C, Rf = 0.31; n-hexano-
acetato de etila, 7:3); IV, KBr, p cm-1: 3494 (NH2asim.), 3388 (NH2sim.), 2214 ( CN), 1621 (C=N
); IH-NMR (DMSO-d6 300 MHz), 6: 8.75 (s, 1H, H2’); 8.56 (d, 2H, H4’ ¢ H6’, J 9.0 Hz); 8.36 ( d,
2H, H2” e H6”,J 9.0 ¢ H5”) ; 13C-NMR (DMSO-d6 300 MHz), 3: 166.2 (1C, C5°); 164.4 (1C, C2);
164.3 (1C, C17) ; 149.2 (1C, C6); 147.5 (1C, C4’); 142.0 (1C, C6%); 137.6 (1C, C4™); 135.0
(1C,C17); 130.3 (1C, C27); 129.6 (2C, C2” ¢ C6™); 125.6 (1C, C37); 123.8 (2C, C3” ¢ C57); 123.4
(1C,C1°); 115.6 (1C, C4) e 86.1 (1C, Cb).

Dados dos espectros do composto: 4-Amino-5-ciano-2-(p-nitrofenil)-6-fenil-pirimidina (3b)

Este composto foi cristalizado em MeOH, 96% de rendimento, p.f. 220-221, Rf = 0.42; (n-hexano-
acetato de etila, 7:3); 1V, KBr pcm-1 : 3336 (NH2asymm.), 3226 (NH2sim.), 2217 (CN ), 1647
(C=N); 1H-NMR 3: (DMSO-d6 400 MHz), 6: 8.46-8.34 (d, 4H, H2”e H6”, H2’ ¢ H6’); 8.77 (, 2H,
C2-NH2); 7.92-7.87 (m, 3H, H3' e H5") 7.90 (t, |H, H4” J 0.9 Hz); ¢ 7.58-7.50 (m, 2H, H3” ¢ H5");
13C-NMR (DMSO-d6 400 MHz), &: 165.9 (1C, C2); 164.4 (1C, C1°”); 164.2 (1C, C6) 147.8
(1C,C4%); 138.0 (2C, C2’ e C6°); 136.2 (2C, C3’ ¢ C5°); 135.0 (2C, C2” e C67); 130.3 (1C, C17);
128.6 (2C, C3” ¢ C5”); 125.5 (1C, C1°); 123.3 (1C, C4”); 116.0 (1C, C4) ; 85.0 (1C, C5).

Dados dos espectros do composto: 4-Amino-5-ciano-2-(p-metilfenil)-6-fenil-pirimidina (3c)
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Este composto foi cristalizado em MeOH, 75% de rendimento, p.f. 220-221, Rf = 0.35; (n-hexano-
acetato de etila, 7:3); IV, KBr, pcm-1 : 3436 (NH2asim.), 3326 (NH2sim.), 2227 (CN ), 1647 (C=N
); IH-NMR 6: (DMSO-d6 400 MHz), 6: 8.47 (d, 2H, J 1.8 ¢ 11.2 Hz, H2’ ¢ H6’); 8.59 (s, 2H, C2-
NH2); 8.05 (d, J 11.2 Hz H2” ¢ H6™); 7.58 (d, 2H, J 11.2 Hz, H3” e H5”) ¢ 7.50 -7.40 (m, 3H, H3,
H4’ e H5%) e 2.11 (s, 3H); 13C-NMR (DMSO-d6 400 MHz), §: 165.8 (1C, C2); 164.3 (1C, C1°);
164.2 (1C, C6), 141.8 (1C,C4’); 138.0 (1C,C4™); 135.0 (2C, C2” e C67); 133.5 (1C,C4%); 130.3 (
2C, C3’ e C5°); 129.2 (2C, C2” ¢ C6™); 128.5 (1C, C17); 125.4 (2C, C3” ¢ C57); 1223.0 (1C, C1°);
116.0 (1C, C4) ; 84.6 (1C, C5) e 22.1(1C,C1™).

ATIVIDADES BIOLOGICAS

Atividade Antimicrobiana (CMI/CMB) e Determinacdo do Perfil de Resisténcia a

Antimicrobianos Comerciais

No ensaio de CMI os compostos pirimidinicos testados 3a-c apresentaram atividade antibacteriana
com resultados mais significativos para 0s microrganismos Gram-negativos P. aeruginosa
UFPEDA 416, E. coli UFPEDA 224, A. baumannii UFPEDA 1025 e Gram-positivo S. aureus
UFPEDA 02 cujas menores concentragfes inibitorias variaram de 125-250 pg/mL, resultados
expressos na tabela I. Os compostos 3a e 3b foram mais efetivos visto que os valores de CMI para

os referidos microrganismos foi de 125pug/mL.

Os compostos 3a e 3b apresentam o grupo nitro ligado ao anel fenil da pirimidina que contribui para
a boa atividade antimicrobiana fato descrito também por Kanagarajan et al. 2009 que ao sintetizar
uma série morfilino pirimidinas e avaliar a atividade antimicrobiana frente a fungos e bactérias
percebeu que o composto que tem grupos funcionais cloro, flor, bromo e nitro de remocéo de
elétrons na posicdo para / meta dos anéis de fenil apresentaram atividades antibacterianas e

antifngicas excelentes

Mallikarjunaswamy e colaboradores (2012) realizaram estudo de CMI da série derivatizada de 2-
(5-bromo-2-cloro-pirimidina-4-ilsulfanil)-4-metoxifenilamina. Foram testados 11 compostos frente
as bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis MTCC 121 e S. aureus MTCC 7443) e Gram-
negativas (Xanthomonas campestris MTCC 7908 e E. coli MTCC 7410) e apenas um dos compostos
da série apresentou boa atividade antibacteriana com halos de inibicdo variando de 29-33 mm
(Gram positivas) e 32—-33 mm (Gram negativas).

Nagender e colaboradores (2014) sintetizaram uma nova serie de pirimidinas 1,2,3 triazol

derivatizadas totalizando oito compostos e também encontraram boa atividade frente a Micrococcus
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luteus MTCC 2470, S. aureus MTCC 96, S. aureus MLS-16 MTCC 2940, B. subtilis MTCC 121,
E. coli MTCC 739, P. aeruginosa MTCC 2453 e Klebsiella planticola MTCC 530 porém as

concentragfes de CMI determinadas foram em sua maioria superiores a 250ug/mL.

Esses estudos realizados, corroboram com os resultados obtidos neste trabalho evidenciando que

compostos pirimidinicos séo efetivos tanto frente a Gram-positivos quanto a Gram-negativos.

Dos microrganismos selecionados para avaliar o perfil de resisténcia mais de 50% mostraram-se
resistentes a pelo menos um dos antibidticos testados segundo valores de referéncia estabelecidos
pela CLSI, 2019 como indicado na tabela I. Dentre as cepas com perfil de resisténcia e que
apresentou maior sensibilidade a acdo dos compostos sintetizados 3a-c cuja CMI foi de 125ug/mL
foi 0 A. baumannii UFPEDA 1025 levando-o dessa forma, a ser a cepa escolhida para determinacéo
da atividade sinérgica bem como o antibiético Ampicilina-Sulbactam a droga comercial escolhida
para ser combinada aos compostos pirimidinicos sintetizados. A possibilidade de modificar o perfil
do microrganismo saindo do caréater de resisténcia para sensibilidade ao combinar-se compostos é

obter o efeito sinérgico, resultado bastante satisfatorio para antibioticoterapia.



Tabela | Atividade antimicrobiana dos diferentes compostos pirimidinicos frente aos microrganismos testes e perfil de resisténcia de cepas

frente aos antibidticos comerciais.
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Compostos pirimidicos

Antibidticos Comerciais

3 3b 3c
rl " : APS | CAZ | CRO |CFO | MPM | OXA | PIT
oot | oL | o,
Cepas CMI/CMB | CMI/ICMB | CMI/CMB
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Staphylococcus aureus 125/250 125/250 125/125 - - - - - - -
UFPEDA 02
*Staphylococcus aureus 500/500 500/500 500/500 - - - R - R -
UFPEDA 709
Enterococcus faecalis 500/500 500/500 125/125 - - - - - - -
UFPEDA 138
Escherichia coli 125/125 125/250 125/250 - - - - - - -
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UFPEDA 224

*Escherichia coli
UFPEDA1020B

>500/>500

>500/>500

>500/>500

Klebsiella pneumoniae
UFPEDA 396

500/500

250/250

250/250

Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA
416

125/125

125/125

250/250

*Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA
39

>500/>500

>500/>500

>500/>500

*Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA
64

>500/>500

>500/>500

>500/>500

*Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA
261

>500/>500

>500/>500

>500/>500

*Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA
262

>500/>500

>500/>500

>500/>500

*Acinetobacter
baumannii
UFPEDA1025B

125/125

125/125

125/125
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Nota 1:Concentra¢do minima inibitéria - CMI (pg/mL)
Nota 2:Concentragdo minima bactericida - CMB (ug/mL)

Nota 3: Antibioticos comerciais Ampicilina/ Sulbactam: APS; Ceftazidima: CAZ; Ceftriaxona: CRO; Cefoxitina: CFO; Meropenem:MPM; Oxacilina:OXA e
PiperacilinaTozobactam:PIT

Nota 4: Valores de referéncia, segundo a CLSI (2019) para P. aeruginosa — Ceftazidima (sensivel <8 pg/mL; resistente >32 pg/mL);Meropenem (sensivel
<2 pg/mL; resistente >8ug/mL);A. baumannii - Ceftriaxona (sensivel <8 pg/mL; resistente >64 pg/mL); Ampicilina-Sulbactam (sensivel <8/4 ug/mL; resistente
>32/16 pg/mL); Staphylococcus aureus -Oxacilina(sensivel <2 pg/mL; resistente >4 pg/mL); Cefoxitina(sensivel <4 ng/mL; resistente >8 pug/mL); Escherichia
coli Ampicilina-Sulbactam (sensivel <8/4 pug/mL; resistente >32/16 pg/mL); Piperacilina-Tozobactam (sensivel <4 pg/mL; resistente >64 ng/mL); Resistente
(R) e Sensivel (S).

Nota 5: * Microrganismos isolados de amostras clinicas

Nota 6: (-) Ensaio ndo realizado
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O presente estudo mostrou que ocorreu efeito sinérgico entre os compostos 3a-c

combinados com o antibiético Ampicilina-Sulbactan frente a A. baumanii
(UFPEDA1025B). A CMI inicial de 4pg/mL, Ampicilina-Sulbactan, sofreu reducéo

diante da combinacdo com os trés compostos testados (Tabela I1).

Tabela Il Atividade sinérgica dos compostos pirimidinicos (3a-c) combinados a
Ampicilina-Sulbactam frente a Acinetobacter baumannii UFPEDA 1025B.

Microrganismo Compostos CMI (png/mL) CIF ICIF Resultado
Pirimidinicos /
Sozinho  Combinado
Droga comercial
3a 125 7,81 0,062 | 0,187 Sinérgico
Amp+Sulb 4 0,5 0,125
A. baumannii 3b 125 15,62 0,125 | 0,187 Sinérgico
UFPEDA1025B Amp+Sulb 4 0,25 0,0625
3c 125 31,25 0,25 | 0,281 Sinérgico
Amp+Sulb 4 0,125 0,031

Nota 1 CMI: Concentracéo Inibitéria Minima; CIF: Concentracdo Inibitéria Fracionada; ICIF:

indice de Concentrac&o Inibitdria Fracionada.

Nota 2: Amp+Sulb: Ampicilina-Sulbactam

A sinergia entre 0s compostos possivelmente ocorreu pelo fato de as drogas atuarem em

alvos diferentes. O mecanismo de agdo de ampicilina (B-lactdmico) em associacdo ao

sulbactam (inibidor de B-lactamase) ocorre devido a ligagdo irreversivel do inibidor as -

lactamases produzidas pelas bactérias, que ao formar um complexo inativo, permite a

acdo do pB-lactamico que atua na inibicdo da sintese da parede celular (Peechakara &

Gupta, 2020). Em contrapartida, compostos que apresentam em sua estrutura 0 grupo
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nitro, caracteristica observada nos compostos 3a-b, atua como receptor de elétrons e leva
a liberacdo de compostos toxicos e radicais livres que atuam no DNA inativando-o e

impedindo a sintese enzimatica das bactérias (Olender, 2018).

Quando combinada com o composto 3a a CMI do antibiotico foi reduzida para 0,5ug/mL
e paralelamente houve uma reducao do derivado pirimidinico 3a que possuia sozinho uma
CMI de 125pg/mL e teve a concentragdo reduzida para 7,81ug/mL que representa uma
diminuicdo em aproximadamente 8 vezes da concentracdo inicial do antibiético e 16

vezes para 0 composto, obtendo um ICIF de 0,187 caracterizando efeito sinéergico.

Para 0o composto 3b a CMI inicial do antibidtico foi reduzida para 0,25pug/mL e o
composto reduziu a concentracdo de 125ug/mL para 15,62 pg/mL que representa uma
diminuicdo em 16 vezes para o antibidtico e 8 vezes para o composto, com um ICIF de

0,186 obtendo-se também nesta interacdo dos compostos efeito sinérgico.

Quando associado ao composto 3c ocorreu uma reducdo da Ampicilina-Sulbactan para
0,125 pg/mL e do composto 3c de 125ug/mL para 31,25 pug/mL, representando uma
reducdo em 32 e 4 vezes respectivamente, com um CIF de 0,312. Embora a reducgéo da
concentracdo do antibi6tico tenha sido mais expressiva em 3c ainda assim 0 0s Compostos

3a e 3b mostraram-se mais eficazes quando os valores de ICIF foram mais baixos.

O problema da resisténcia bacteriana esta crescendo e as perspectivas para 0 uso de novos
antibacterianos no futuro ainda sdo incertas, embora a indUstria farmacéutica tenha
produzido nas ultimas décadas novos antibidticos. Pesquisar a sinergia de compostos
aumenta as chances de projetar novos agentes antibacterianos para o tratamento de

infec¢Oes (Stefanovic, 2017).

Sharma e colaboradores (2014) destacaram que medicamentos sulfa contendo pirimidina
apresentam efeito sinérgico e que as sulfa drogas sdo conhecidas por possuir boa atividade
antibacteriana. Wrobel e colaboradores (2020) verificou que Trimetoprim [2,4-diamino-
5- (3,4,5-trimetoxibenzil pirimidina)], combinado com sulfonamida mostra-se eficaz no

tratamento da gonorreia, no entanto sdo necessarias altas doses no tratamento.

Sharma e colaboradores (2016) sintetizaram uma série de 2-Metilimidazo[1,2-a]pirimidil
calcogenetos e verificou que dois compostos apresentaram atividade sinérgica sendo um

deles contra fungos para cepa C. albicans, e 0 outro mostrou atividade sinérgica moderada
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frente cepas bacterianas de E. coli, E. faecalis e a cepa fungica C. keyfer quando testados

em combinacdo a droga rifampicina e droga antifngica anfotericina B.

Varios pesquisadores realizaram ensaios combinando antibioticos pois a possibilidade
de um patdgeno desenvolver resisténcia contra uma combinagdo de dois medicamentos é
inferior a detectada contra um Unico medicamento. Da mesma forma, o efeito sinérgico
dos antibidticos combinados é maior do que o do antibidtico individual. Uma combinagéo
de medicamentos também aumenta o espectro de cobertura (Vazquez-grande& Kumar,
2015).

Ensaio de Curva de Morte - Time Kill

Analisados por 24h, os compostos 3a-c, frente as cepas de A. baumannii UFPEDA 1025,
E. coli UFPEDA 224, P. aeruginosa UFPEDA 416 e S. aureus UFPEDA 02 em todas as
concentracbes testadas (2XCMI, CMI e 1/2XCMI) mostraram-se efetivas para

reduzir/frear o crescimento dos microrganismos (Figura 2).
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Figura 2. Curva tempo de morte - Time Kill do A. baumannii UFPEDA 1025B, Escherichia coli UFPEDA 224, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416 e
Staphylococcus aureus UFPEDA 02 frente ao composto 3a(A), composto 3b(B) e composto 3c (C) nas concentracdes de 2XCMI, CMI e 1/2XCMI nos tempos
0,3,6,9,12 e 24horas.
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Ao analisar a agdo dos compostos 3a-c frente ao A. baumannii UFPEDA1025B e comparado a sua
curva de crescimento, percebe-se que todos, ao final das 24h, foram capazes de reduzir
significativamente o crescimento microbiano inclusive quando foi aplicada a concentracdo
subinibitdria. No entanto o composto 3a mostrou-se 0 mais efetivo pois utilizando as concentra¢es
de 2xCMI/CMI seu efeito antagonico foi observado comprometendo o desenvolvimento do
microrganismo desde as horas iniciais permanecendo da mesma forma no decorrer das 24h
estudadas, embora, foi observado também que os compostos 3b e 3c no tempo final de 24h foram
capazes de reduzir o crescimento microbiano em aproximadamente 85% na concentragdo de

1/2CMI quando comparado a curva do crescimento de A. baumannii UFPEDA1025B.

Resultado semelhante foi obtido para E. coli UFPEDA 224, quando os compostos 3a-b frearam o
crescimento da bactéria na concentracdo do CMI e o composto 3¢ mesmo apresentando resultado
pouco inferior aos demais conseguiu reduzir em aproximadamente 70% o crescimento microbiano

nas trés concentracdes testadas.

A acdo dos compostos 3a-c frente a P. aeruginosa UFPEDA 416 reduziu em até 100% o
crescimento microbiano quando utilizada a concentragdo do CMI com destaque para 0s compostos

3a-b que obteve 0 mesmo éxito quando se utilizou a concentracdo subinibitoria (1/2CMlI).

Frente ao S. aureus UFPEDA 02, os compostos 3a-b mostraram inibicdo do crescimento
microbiano quando aplicada a concentracdo do CMI, reduzindo em até 100% o crescimento da
bactéria. Foi possivel verificar ao fim das 24h, que ao ser empregado o composto 3c, nas trés
concentracOes testadas, 0 S. aureus apresentou uma tendéncia de crescimento e ndo uma fase
estacionaria como é observada em 3a-b na concentracdo de 125ug/mL (valor do CMI). Dessa

forma a administracdo dos compostos 3a-b é mais eficaz no controle do S. aureus UFPEDA 02.

Em todos os ensaios realizados pode-se perceber que concentracdes de CMI e 1/2CMI foram
bastante satisfatorias e que em algumas situacdes as duas apresentaram resultados semelhantes o

que é de grande importancia principalmente quando se pensa numa aplicacéo clinica futura.

Os antimicrobianos normalmente atuam durante o desenvolvimento bacteriano em seu processo de
replicagdo, seja inviabilizando a sintese proteica, sintese de acidos nucléicos e o processo de

formacao de parede celular (Tretin et al. 2013). Estudar a curva de morte € monitorar o crescimento
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bacteriano e sua morte em uma ampla gama de concentragdes e tém sido frequentemente usados
para avaliar o efeito dos antimicrobianos ao longo do tempo. Esses dados podem ser analisados
usando modelos matematicos e muitas vezes sdo a primeira etapa em estudos de modelagem para

farmacocinética/farmacodindmica (Foerster et al. 2016).

De altas a baixas concentragdes, os antibiéticos agem como toxinas, indutores de estresse ou como
estimulos / coergdes, respectivamente. Entre as interacBes mediadas por antibidticos em
concentragBes subinibitorias, as bactérias receptoras podem induzir mecanismos que levam a

resisténcia ou tolerancia aos antibiéticos (Bernier & Surette, 2013).

Estudos sugeriram que a morte celular induzida por antibidticos estava associada ao aumento da
producdo de espécies rativas de oxigénio (ROS), como radicais hidroxila, superdxido e perdxido
de hidrogénio para antibidticos bactericidas pertencentes as familias das quinolonas, B-lactamicos

e aminoglicosideos (Kohanski et al. 2010).

Formacdao de Biofilme e Atividade Anti-Biofilme

Para executar a atividade anti-biofilme se faz necessario verificar se as cepas a serem estudadas
tinham capacidade de formar biofilme. Um microrganismo pode ser classificado em quatro
categorias distintas, como ndo formador, fracamente formador, moderadamente formador ou
fortemente formador de biofilme. Desta forma apds execucdo do ensaio de formacdo foi
evidenciado que o0s microrganismos apresentaram perfil de moderadamente formador
(Acinetobacter baumannii UFPEDAL025B e Escherichia coli UFPEDA 224) e fortemente
formador de biofilme (Staphylococcus aureus UFPEDA 02 e Pseudomonas aeruginosa UFPEDA
416) conforme Tabela I11.
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Tabela Il1. Classificagdo dos microrganismos quanto a formacéo de biofilme e acdo anti-biofilme

dos compostos 3a, 3b e 3c nas concentracBes de 2xCMI, CMI e 1/2xCMI frente a culturas

bacterianas.

Microrganismos Classificacéo Composto
da formacéo de
Biofilme L]
3a 3b 3c
Staphylococcus +++ 2XCMI + + I
aureus CMI + + ++
UFPEDA 02 1/2xCMl + ++ ++
Escherichia coli ++ 2XCMI - - -
UFPEDA 224 CMI - - -
1/2xCMI - - -
Pseudomonas +++ 2XCMI - - -
aeruginosa CMI - - -
UFPEDA 416
1/2xCMI - - _
Acinetobacter ++ 2xXCMI + + n
baumannii
UFPEDA1025B CMI + + +
1/2xCMI + + +

Nota: Classificacdo quanto a formacdo de biofilme: +++ Fortemente formador; ++ Moderadamente

formador; + Fracamente formador, - Ndo formador.

Os microrganismos que foram mais suscetiveis a acdo dos compostos pirimidinicos sintetizados

resultado evidenciado em CMI, foram selecionados para 0 ensaio de atividade anti-biofilme e

testados nas concentracdes de 2xCMI, CMI e 1/2xCMI dos compostos 3a-c.
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Os resultados de acédo anti-biofilme dos trés compostos pirimidinicos 3a, 3b e 3c revelaram que 0s
mesmos apresentaram acdo antagbnica na formacdo do biofilme, com destaque frente aos
microrganismos E. coli UFPEDA 244 e P. aeruginosa UFPEDA cujo desenvolvimento de
formacgédo foi totalmente impedido e 0s mesmos que se apresentavam respectivamente como
moderadamente formador e fortemente formador passaram a categoria de ndo formador de
biofilme. Os compostos 3a-c mesmo na menor concentragdo testada foi capaz de impedir ou reduzir
a intensidade da formacédo de biofilme para todos os microrganismos testados como pode ser

observado na tabela II.

Os compostos 3a e 3b que demonstraram uma excelente atividade e como apresentado contém em
sua estrutura o grupo nitro ligado ao anel aromatico, importante caracteristica fisico-quimica, de
aceptor de elétrons além de existir o fendbmeno de ressonancia entre o nitrogénio e os atomos de
carbono. Essa caracteristica, desencadeia a atividade bioldgica que além de atuar pelo mecanismo
de reducdo pode também ocorrer pela biorreducdo enzimatica resultando na formacéo de radicais

livres com toxicidade para células bacterianas e parasitarias (Paulai et al. 2009).

O composto 3c diferentemente 3a e 3b apresenta um ligante metil ligado ao anel aromatico cuja
propriedade € a doacdo de elétrons, mas esta caracteristica provavelmente é também quem atua
contribuindo para a atividade antibacteriana, uma vez que o composto também apresentou

atividade antimicrobiana, porém quando foram utilizadas concentragdes mais elevadas.

Biofilmes sdo comunidades de microrganismos que estdo ligados a uma superficie e desempenham
um papel significativo na persisténcia de infec¢des bacterianas. As bactérias inseridas em biofilme
sd0 muito mais resistentes aos antibidticos, em comparacgdo as células de vida livre, na forma
plancténica (Rabin et al. 2015).

Um biofilme bacteriano € geralmente incorporado em uma matriz de substancia polimérica
extracelular (EPS) (Flemming & Wingender, 2010) e sua producéo é influenciada por fatores
ambientais, como temperatura, pH, composi¢do do meio entre outros fatores (Mohite et al. 2017).
Estruturas bacterianas externas, como flagelos, fimbrias e capsulas, também sdo fatores

importantes para a formacdo de biofilmes (Murphy et al. 2013, Ribeiro et al. 2016).
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Suresh e colaboradores (2016) sintetizaram 14 compostos da série derivada de tiocromeno [3,4-d]
pirimidina, mas selecionaram apenas dois para estudar a atividade anti-biofilme As cepas
escolhidas foram S. aureus MTCC 96, S. aureus MLS16 MTCC 2940 e B. subtilis MTCC 121 eles
perceberam que 0s compostos mostraram-se ativos quando foi utilizada a concentragdo do CMI
mas quando aplicada a concentracdo subinibitéria ao CMI ndo existiu reducdo significativa em

relacdo ao valor das células ndo tratadas.

Nagender e colaboradores (2014) testando a nova série de pirimidinas 1,2,3 triazol derivatizadas
observou em seu ensaio anti-biofilme que os melhores resultados obtidos foram para as cepas
M.luteus MTCC 2470, S.aureus MTCC 96, S. aureus MLS-16 MTCC 2940, P. aeruginosa MTCC
2453 e K. planticola MTCC5 tendo apresentado atividade apenas trés dos 16 compostos
sintetizados da série.

O potencial de acdo de um anti-biofilme visa ao controle direto do biofilme, agindo principalmente
na matriz EPS, mais especificamente na estabilidade estrutural, formada de pontes i6nicas de ions
de célcio e de magnésio, e no enovelamento de cadeias vizinhas de polissacarideos, inibindo desde
seu estagio inicial de formacédo até a destruicdo de um biofilme j& consolidado (Wingender e al.
1999).

CONCLUSAO

A busca incessante por novos antimicrobianos se faz necessaria principalmente diante da incidéncia
no numero de bactérias multirresistentes. As Pirimidinas destacam-se por ser um importante
composto heterociclico e ja possuir representantes no mercado sendo comercializados. Em
concluséo, trés compostos pirimidinicos inéditos foram sintetizados, caracterizados quimicamente
e demonstraram atividades biolGgicas promissoras contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas demonstrando seu amplo espectro seja em sua forma de vida livre, plancténica como
também de forma séssil, em biofilme. A realizacdo deste trabalho ainda ressaltou o efeito sinérgico
dos compostos 3a-c quando associados ao medicamento comercial ampicilina-sulbactam. Dessa
forma os compostos podem ser desenvolvidos como um potente e novo antibidtico, além de

apresentar possibilidade de eficécia frente a outras atividades biologicas ainda ndo exploradas.
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RESUMO

Pirimidinas tém sido usadas como tipos de plataforma para a obtencdo de agentes
leshimanicidas e anti-Trypanosoma cruzi. Apresentamos a sintese de 4 pirimidinas 3a-d e suas
atividades leshimanicida e tripanocida, além da citotoxicidade frente a linhagens celulares de
mamiferos. 4-Amino-5-ciano-2-(m-metoxifenil)-6-fenil-pirimidina (3d) é um composto €
inédito. O composto 3b apresentou inibi¢do potente do T. cruzi na forma tripomastigota (cepa Y)

em baixas concentracGes de citotoxicidade de células RAW 264.7, com (ICso = 1,73 e CCxp =
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48,85) e foi mais ativo que o farmaco controle Benzonidazol (ICso = 14,60 e CCso =129,54) uM.
A atividade leishmanicida frente promastigotas(ICso = 48,47 e CCso = 56,72) UM e amastigota
(1Cs0 = 39,32 e CCs0 = 56,72)UM de L. amazonenses apresentaram melhor resultado para 3c. Os
resultados de Docking molecular dos compostos 3a-d apresentaram baixas energias de ligacdes e
foram notavelmente mais favoraveis energeticamente em relagdo ao composto padréo
benzonidazol. Os compostos 3b,c possuem sistema para subsitituidos no fenil da posi¢do do C2
do nucleo pirimidinico e obtiveram maior interacdo quimica com os residuos da cruzaina em
comparagéo ao controle podendo ainda justificar o melhor resultado da a¢do contra T.cruzi ser oito

vezes e meio mais ativo para 3b que o padrdo utilizado.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Docking molecular, Pirimidinas

INTRODUCAO

A populacdo de regides tropicais e subtropicais tem sido fonte de preocupacdo da Organizagao
Mundial da Satde (OMS) e da Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) em decorréncia das
doengas que afetam essas regides. Dentre as doencas estdo a leishmaniose e a tripanossomiase
americana também conhecida por doenga de Chagas (WHO, 2019). Essas doencas parasitarias
continuam sendo o problema de salde publica mais grave em paises localizados na América Latina
(Monte et al, 2020; De Melo et al, 2018).

A leishmaniose € causada por protozoarios do género Leishmania. A doenca é causada por mais de
20 espécies de Leishmania, cuja transmissdo ocorre através da picada de flebotomineos fémeas
(Méndez-Arriaga et al., 2018). A leishmaniose afeta mais de 12 milhdes de pessoas em todo o
mundo e estima-se que 2 milhdes de pessoas desenvolvam doencas sintomaticas anualmente
(WHO, 2019).

Em paises em desenvolvimento é uma doenca grave que, se ndo tratada, pode chegar a 90% de
mortalidade (Maia-Elkhoury et al. 2008, Cavalcante & Vale 2014, WHO 2019). A leishmaniose é
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classificada em duas formas clinicas principais: leishmaniose visceral (LV), leishmaniose

tegumentar (LT).

Os tratamentos atuais séo caros e causam efeitos colaterais graves e resisténcia emergente aos
medicamentos (Mohapatra, 2014). A maioria dos medicamentos de primeira linha, como
estibogluconato de sddio, antimoniato de meglumina, pentamidina, anfotericina B e miltefosina,
causam efeitos colaterais graves e toxicidade (Pimentel et al. 2011). A resisténcia € bem descrita
para antimoniais, enquanto a resisténcia a anfotericina B e miltefosina est4 em risco, e apenas a

Gltima pode ser administrada por via oral (Ponte-Sucre et al. 2017)

O tratamento para a doenca de chagas esta baseado na administracao de duas drogas: Nifurtimox e
Benzonidazol. Embora possuam atividade significativa na fase aguda da doenca, na fase cronica
sua eficacia é muito limitada (Toloza et al. 2016, De Melo et al. 2018). De modo semelhante, o
tratamento para todas as formas de leishmaniose esta baseado na administracdo de agentes a base
de antimonio, que sdo utilizados desde a década de 1940 (Guimaraes et al. 1968). Estima-se que,
mundialmente, 7 a 8 milhdes de pessoas estejam infectadas por esse parasita (Hidron et al. 2010,
WHO, 2017, De Melo et al. 2018).

Portanto ocorre uma grande necessidade de opcdes de drogas mais eficazes e menos toxicas. Para
isso, sd0 necessarios ao desenvolvimento de novas substancias quimicas com efeitos tripanocida e

leishmanicida.

Os derivados da pirimidina tém desempenhado um papel importante na quimica medicinal por
possuirem um amplo espectro de atividades biologicas (Do Monte et al. 2016). Existem varios
relatos na literatura de interessantes atividades bioldgicas para derivados que contém o nucleo das
pirimidinas em suas estruturas, como atividade antimicrobiana, antitumoral, antichagasica, anti-
leishmaniose, entre outras (Da Silva et al. 2008, Hashimoto et al. 2012, Monte et al. 2020).

Diante disso, o presente estudo utilizou-se de ferramentas da quimioinformatica para entender
melhor quais as interacdes intermoleculares entre os compostos pirimidinicos e a cruzaina podem
ser fundamentais para que ocorra uma resposta inibitoria. Estudos mostram que o uso de docking
molecular pode acarretar em uma maior taxa de acertos por possibilitar a analise das conformacoes

do ligante no local sitio ativo (Silva-Janior, 2018).
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Portanto, os resultados apontam que os compostos planejados sdo promissores para as atividades
bioldgicas testadas e justifica a ampliacdo da pesquisa por novos farmacos que sejam mais eficazes

e seguros no tratamento dos pacientes acometidos por uma dessas doencas.
MATERIAIS E METODOS

Todos os materiais de partida, reagentes e solventes foram adquiridos (Sigma Aldrich Chemical
Co., St. Louis) e usados sem purificacdo adicional. O monitoramento das reacdes quimicas foi
realizado por cromatografia analitica em camada delgada (CCD), em silica gel 60 F254 embalada
em folhas de aluminio, adquiridas na (Merck, New Jersey) e foram visualizadas em lampada UV
(254 nm). A cromatografia em coluna foi conduzida em silica 60 (35-70 microns) gradiente de
eluente n-hexano-acetato de etila, 7:3). Os pontos de fusdo foram determinados no equipamento
BUCHI B-540. Os espectros de *H-NMR foram registrados em um espectrémetro VARIAN
VNMRS400 espectrometro VARIAN VNMRS400 operando a 400 MHz e 100 MHz para ndcleos
1H e 13C, respectivamente, em escala d (ppm), usando DMSO como solvente e TMS como padréo

interno.

Sintese e caracterizacdo das pirimidinas 3a-d

Os derivados pirimidinicos 3a-d foram obtidos pela reacdo entre os intermediarios de Michael 1a-
d e as arilamidinas derivadas 2a-d em quantidades equimolares. A reacdo foi catalisada por
piperidina através da metodologia descrita por Do Monte e colaboradores (2016). As arilamidinas

2a-d foram obtidas através da metodologia descrita por Melo e colaboradores (2002).
Avaliacao da atividade Tripanocida
Forma tripomastigotas

A forma tripomastigota (cepa Y) foi obtida a partir da infecgdo in vitro de 107 parasitas em
linhagem celular Vero apos obter confluéncia em cultivo. Para determinar o efeito antiproliferativo
das formas tripomastigotas da cepa Y, 4x10° parasitas/ml foi mantido em meio RPMI + 1%
antibidtico + 5% SFB, foram semeados em placas de 96 pocos a 37°C juntamente com diferentes
concentragfes dos compostos (0,19, 1,56, 6,25, 25, 100 ug/ml) por 24 horas em atmosfera de 5%

de CO». Apds esse tempo, aliquotas de cada poco foram coletadas e o0 numero de parasitas viaveis
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foi contado em camara de Neubauer. Os pocos que ndo receberam os compostos foram
considerados como 100% do numero de parasitas vidaveis. O medicamento de referéncia,
benzonidazol, foi usado como controle positivo. Cada composto foi testado em duplicata. As curvas
de dose-resposta foram determinadas e a concentracdo de inibicdo de 50% da proliferagédo do
parasita (ICso) foi calculada por regressao linear (GraphPad Prism, versao 5.0)

Avaliacéo da atividade Leishimanicida
Ensaio Promastigota

Promastigotas de L. amazonensis (1x108células/mL em meio de Schneider com 10% de soro fetal
bovino) foram incubadas em placa de 96 pogos com compostos em oito concentracOes diferentes
(1,5 a200ug / mL) por 72h a 26°C. A miltefosina foi usada como medicamento de referéncia. As
células sem tratamento foram utilizadas como controles negativos. O crescimento celular foi
avaliado e 1Cso/72h foi determinado por analises de regressdo. Os ensaios foram realizados em
triplicata (Da Silva et al. 2017).

Ensaio Amastigota

Para a obtengdo de amastigotas, macrofagos RAW 264,7 foram semeados (3 x 10° células / mL em
RPMI suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino e antibidtico) em uma placa de 24 pogos com
laminula de vidro de 13 mm e deixados aderir por 24h, a 37°C em 5% de CO.. Quando o0s
macrofagos estavam aderidos foram entdo infectados com promastigotas de L. amazonensis na fase
estacionaria de crescimento usando uma propor¢do de 1:15 a 37°C por 6 h. Posteriormente, 0s
parasitas ndo interiorizados foram removidos por lavagem e as culturas infectadas foram incubadas
com 0s compostos em concentracdes de 6,25 a 200 pg / mL por 24h. Apenas 0 meio RPMI 1640
foi usado como controle negativo. As laminulas foram coletadas e coradas com o kit de coloragéo
Pandtico (Laborclin, PR, Brasil). A porcentagem de macréfagos infectados foi determinada pela
contagem de 100 células e seus amastigotas intracelulares, os ensaios foram realizados em
triplicata. A atividade leishmanicida foi avaliada pela diminuicdo de macréfagos infectados e
amastigotas intracelulares nas culturas tratadas (T) e ndo tratadas (NT), descritas pela formula:%

amastigotas = T x NT / 100. 1Csq foi determinado por analises de regressao(Da Silva et al. 2017).
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Citotoxicidade em macro6fagos

Macréfagos RAW 264.7 foram usados para avaliar a citotoxicidade celular pelo ensaio MTT. As
células (1x10° células/pogo) foram semeadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24h (37°C,
5% CO,) para adesdo. Os compostos foram adicionados, em seis concentracdes (6,2 a 200pug / mL)

e incubados por 48 h.

Foram utilizados DMSO e miltefosina como controle negativo e positivo, respectivamente. Apos
a incubacdo com os compostos, foi adicionado MTT (5 mg / mL, em PBS). Duas horas depois, o
meio de cultura de células e o excesso de MTT néo reduzido foram aspirados e 100 pL de DMSO
foram adicionados para solubiliza¢do dos cristais de formazan. A absorbancia foi medida a 570 nm
no espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC.

A concentracdo citotéxica para 50% da cultura de células (CCso) foi calculada por andlise de
regressao usando o software GraphPad Prism 5.012. Os ensaios foram feitos em triplicata (Monte
et al. 2020).

Indice de seletividade

Para verificar o quanto os compostos foram seletivos para parasitas, foi calculado o indice de
seletividade (IS) para as formas tripomastigota, amastigota e promastigota. IS consiste na razao
entre CCso / 1Cso. Valores mais altos de IS indicam maior especificidade para o parasita. Para a
obtencéo do IS, foram considerados os valores micromolares. Valores de IS menores que 1 foram

considerados como ndo indicativos de seletividade parasitaria (De Melo et al. 2018).
Analise estatistica

As analises de regressdo linear para obter os valores de CCso e 1Cso foram feitas no programa
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, Califérnia, EUA).

Docking molecular

As estruturas dos derivados pirimidinicos foram desenhadas e suas energias minimizadas

utilizando o software BIOVIA Discovery Studio (https://discover.3ds.com/discovery-studio-

visualizer-download). Os compostos padrdo, miltefosina e benzonidazol, tiveram suas estruturas
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fornecidas pelo PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), e todas as estruturas foram salvas
no formato .sdf. O receptor investigado foi a cruzaina, alvo validado como de extrema importancia
no controle da doenca de chagas. A enzima foi baixada do Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) com ID PDB: 3LXS. O docking molecular entre os
ligantes e a enzima foi realizado utilizando o Molegro Virtual Docker, v. 6.0.1 (MVD). A enzima
cruzaina consiste em uma cisteina protease com funcdes essenciais em todo o ciclo de vida do
parasita T. cruzi como, imunoevasao, obtencdo de nutrientes e diferenciacdo do parasita (Chen et
al. 2010). O processo de docking foi realizado utilizando um GRID de 10A de raio e 0,30 de
resolucdo de modo a englobar todo o sitio de ligacdo da enzima. A proteina, juntamente com as
estruturas dos ligantes, foram submetidas a um conjunto de parametros padrao do software como:
funcédo de pontuacdo MolDock score [GRID]; ES interno, HBond interno, tor¢des Sp2-Sp2, todos
verificados. Foi realizada a analise dos resultados obtidos para cada conformacgédo dos complexos
ligante-enzima e estabeleceu-se um ranking dos valores de energia de afinidade (KJ / mol) para as
melhores poses.

RESULTADO E DISCUSSAO

Sintese

Uma rota para a sintese de analogos da pirimidina 3a-d € alcancada por condensacdo entre a
benzamidina com o benzilideno Malononitrila m,p-substituidos apropriados catalisada por base, a
piperidina foi convinientemente obtida.

Dentre esses analogos estd um novo composto 0 4-Amino-5-ciano-2-(m-metoxifenil)-6-fenil-
pirimidina (3d), um heterociclo pirimidinico 2,4,5,6-substituido, que contem trés anéis aromaticos
(Esquema 1). O composto 3d foi obtido com um excelente rendimento de 90,6%.

Os compostos 3a-c ja foram reportados na literatura por Sobral e colaboradores (2022).

Ry
CN ==
/ NH MeOH O\ie H
@CH:C + Ry =,
N, NH Reﬂuxo
CN Plpendlna
R4

Esquema 1: Sintese do composto 4-Amino-5-ciano-2-(m-metoxifenil)-6-fenil-pirimidina (3d)
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O composto 4-Amino-5-ciano-2-(m-metoxifenil)-6-fenil-pirimidina (3d) foi cristalizado
em metanol, o ponto de fuséo foi entre 226-228 °C, e o fator de retencéo foi de 0,32 em (n-hexano-

acetato de etila, 7:3).

A estrutrura quimica do composto 3d foi elucidado por Ressonancia Magnetica Nuclear de
hidrogenia e Cabono 13 (RMN de 1H e 13C).

Os dados do espectro do composto 3d foram 1H-NMR 6: (DMSO-d6 400 MHz), 6: 8.75
(s, 1H, H2); 8.43 (t,2H, H4' e H6’,J 5.7 Hz); 8.36 (d, 2H, H2” ¢ H6”, J 8.7 Hz); 7.95-8.55 (b,
2H, C2-NH2); 7.89 (t, IH, H5"); 7,08 (d, ] 8.7 Hz, 2H, H3”, ¢ H5”) ¢ 3.84 (s, 3H); 13C-NMR
(DMSO-d6 400 MHz), 8: 165.8 (1C, C3°); 164.3(1C, C2); 163.9 (1C, CI”™); 162.3 (1C, C6);
147.8 (1C, C3’) 138,1 (1C,C2%); 134.9 (1C,C5’); 130.4 (1C, C6°); 130.3 (2C, C2” e C6”);
128.6 (1C, C4%); 125.4 (1C, C1%); 123.3 (1C, C4”); 116.1 (1C, C4); 113.9 (2C, C3” e C5”); 84.1
(1C, C5) e 55.4 (1C,C1°”). O Infravermelho (IV), KBr pem™ : 3567 (NH2asymm.), 3278
(NH2sim.), 2268 (CN ), 1665 (C=N ).

Citotoxicidade e Atividade Tripanocida

A atividade tripanocida e citoxicidade dos compostos sintetizados foi avaliada seguindo o0 método
previamente relatado por De Moraes Gomes e colaboradores (2016). A atividade tripanocida estdo
resumidas na Tabela I. O composto 3a apresentou concentra¢do de inibi¢do para 50% da cultura
(ICs0) igual a 72,82 pM, atividade moderada, com aproximadamente 5 vezes o valor da
concentracdo do farmaco Benzonidazol (BZD) que foi de 14,60 pM. Os compostos 3c,d
apresentaram resultados bons quando comparados ao farmaco BZD, ja o 3b apresentou execelente
resultado quando comparado ao BZD. Os compostos 3c,d,a apresentaram as I1Cso de 21,42 uM;
17,83 uM; 1,73 uM, respectivamente, isso significa que os compostos 3c,d foi téo ativo quanto o
BZD, com concentragdo similar, e o composto 3b foi mais ativo que o farmaco BZD por
aproximadamente nona parte da concentracdo do BZD. A citotoxicidade (CCsg) em Macr6fagos
RAW 264.7 (MTT) obtidas para os compostos 3a,d foram relativamente maiores que do farmaco
de referéncia BZD, sendo os compostos 3a,c,d que apresentaram os melhores resultados para
CCso quando comparados ao farmaco Miltefosina (Tabela I).
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NH, NH. H, H,
NC P NC. Za NC 2N NC 2N
x NO s < Sy ! OMe
oo O, O
NO, Me
3a 3b 3c 3d
T. Cruzi Leishmania Citotoxicidade
' ' : RAW 264.7
Derivados Trypomastigota Promastigotas Amastigotas (MTT)
Pirimidinas ICs0 [uM] ICso0 [uM] ICso0 [UM]) CCso[uM]
CepaY IS L. amazonensis IS L. amazonensis IS
3a 72,82 2,85 > 662 0,31 >662 0,31 207,89
3b 1,73 28,24 > 662 0,74 >662 0,07 48,85
3c 21,42 2,75 48,47 1,17 39,32 1,44 56,72
3d 17,83 7,24 111,81 1,15 120,58 1,07 129,02
Miltefosina 15,82 3,58 7,06 8,03 56,68
Benzonidazol 14,60 8.46 123,54

Nota: IS: indice seletividade (ICso[M]); Miltefosina e Benzonidazol farmacos de referéncia para o

tratamento da leishmaniose e Doenca de Chagas, respectivamente, utilizados como controles positivos.

Atividade leishmanicida

A atividade leishmanicida e citotoxicidade dos compostos sintetizados foi avaliada seguindo o

método previamente relatado por Da Silva e colaboradores (2017). A atividade leishmanicida foi

determinada frente as formas promastigota e amastigota intracelular de L. amazonensis.

De acordo com os resultados mostrados na Tabela I, os compostos 3a-d mostraram atividade contra

formas promastigotas e amastigotas intracelulares de Leishmania amazonensis.
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O composto 3c apresentou resultados moderados quando comparados com farmaco de referéncia,
miltefosina. Observara-se que o valor da ICso do composto 3c para a forma promastigotas foi
aproximandamente 3 vezes o valor do 1Cso do farmaco de referéncia, e na forma amastigotas foi

de aproximandamente 5,5 vezes o valor do I1Cso do farmaco de referéncia para L. amazonensis.

Diante dos resultados obtidos nos ensaios parasiticidas realizados, optou-se por executar o docking
molecular apenas dos compostos testados contra T.cruzi, a fim de analisar a relagcdo estrutura-

atividade.

Docking molecular

Estudos de ancoragem molecular consistem em uma ferramenta extremamente Util para o
desenvolvimento e aprimoramento de farmacos, por meio da atribuicdo de funcdes de score que

sdo de fundamental importancia para esse processo (Silva-Junior, 2018).

A capacidade dos derivados pirimidinicos 3a-d de se ligar a cruzaina, principal cisteina protease
do Trypanosoma cruzi, cuja funcgdes sdo essenciais para o ciclo de vida do parasita, foi avaliada

utilizando modelos de ancoragem molecular.

Conforme demonstrado na Figura 1, todos os derivados pirimidinicos estudados possuem

capacidade de acoplamento ao sitio ativo da enzima cruzaina.

Figura 1 Cluster dos derivados pirimidinicos 3a-d acoplados ao sitio de ligagdo da cruzaina.
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Deste modo, o ranking das energias de ligacdo para as melhores poses de acoplamento obtidas na
investigacdo das interagfes entre 0s compostos 3a-d e a cruzaina (id PDB: 3LXS) encontra-se

apresentado na Tabela II.

Tabela I1: Ranking das energias de ligacdo dos derivados pirimidinicos 3a-d e compostos padréo

Composto Energia de ligagio (KJ.mol™?)
WRR-483 - 96.6215
3d - 93.3557
3a - 93.2348
3b - 90.7428
3c -90.4719
Benzonidazol - 80.1203

As funcgdes de score geradas a partir dos calculos de acoplamento entre os ligantes e a enzima,
permitem estabelecer um ranking entre as melhores poses das moléculas 3a-d e os compostos
utilizados como padréo, baseando-se na energia de ligacéo.

Os resultados apresentados na tabela 2 que incluem, além dos derivados pirimidinicos, 0 composto
utilizado como padréo (benzonidazol) e o ligante co-cristalizado (WRR-483), e mostram que 0
WRR-483 possui a menor energia de ligagdo (- 96.6215 KJ.mol™), o que corrobora com sua potente
acao tripanocida (ICso= 8 nM em pH 8.0) (Chen et al. 2010).

Entretanto, por se tratar de moléculas menores que o WRR-483, 0 que diminui a area de superficie
total que pode interagir com os residuos de aminoacidos da cruzaina, os derivados pirimidinicos
demonstraram excelentes energias de ligacao, inclusive, com diferencas notaveis em relacdo ao
benzonidazol. Os compostos 3d e 3a apresentaram as menores energias de ligacdo entre o0s
derivados pirimidinicos, - 93.3557 e — 93.2348 KJ.mol™, respectivamente. Os derivados 3b e 3c,
apesar de terem apresentado energias de ligacdo maiores entre as pirimidinas estudadas (- 90.7428
e - 90.4719 KJ.mol* respectivamente), ainda foram notavelmente mais favoraveis energeticamente
em relagio ao composto padrio benzonidazol (- 80.1203 KJ.mol™?).

Embora os compostos tenham sido ranqueados em uma determinada sequéncia com base nos

resultados de energia de ligacéo, os resultados experimentais de 1Csg classificam os compostos em
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ordem diferente quanto a atividade tripanocida, conforme demostrado na tabela 1. Deste modo, o
objetivo dessa etapa foi analisar as possiveis interacdes envolvidas para cada complexo ligante-

enzima relevantes para atividade inibitoria.

A figura 2 demostra as interagdes obtidas no processo de re-docking do WRR-483.
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Figura 2: Interagdes entre 0 WRR-483 e os residuos de aminoacidos do sitio ativo da

cruzaina.

De acordo com os resultados de re-docking, ocorrem quatro interacdes do tipo ligacdo de
hidrogénio entre 0o WRR-483 e o sitio de ligagdo da cruzaina (Figura 2), sendo elas com os residuos
de aminoéacidos Glutamina (GIn) 19, Serina (Ser) 64, GIn 159 e Triptofano (Trp) 184. Dados da
literatura provenientes de cristalografia de raio-x apresentam interacfes semelhantes com as
obtidas no re-docking, diferindo apenas nos residuos Ser 64 e GIn 159, que ndo estdo presentes na
cristalografia e Cisteina (Cys) 25 e Acido glutdmico (Glu) 205, que estdo presentes. O residuo Cys

25, juntamente com GlIn 159 e Asparagina (Asn) 175, fazem parte da triade catalitica da cruzaina.

Todos os derivados pirimidinicos 3a-d foram capazes de interagir energeticamente favoravel com

os residuos do sitio ativo da cruzaina, inclusive, com alguns da triade catalitica (Figura 3).
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Figura 3: InteracOes entre os derivados pirimidinicos e os residuos de aminoacidos do sitio

ativo da cruzaina.

O composto 3a, que demonstrou atividade inibitéria moderada, apresentou interacdes de
hidrogénio com os residuos de aminoacidos Cys 25, His 162 e GIn 19 (Figura 3).

Os compostos 3b e 3d, que obtiveram excelente atividade contra T. cruzi, com 1Csp 1,73 e 17,83
UM, respetivamente, apresentaram ligagdes de hidrogénio com Cys 25 (3b) e Cys 25, GIn 159 e
Glu 208 (3d) (Figura 3).

J& 0 composto 3c apresentou a mesma interacdo que o composto 3b, contudo, com energia de
ligacdo ligeiramente menos favoravel.

Apesar do composto 3b ter tido a segunda maior energia entre os derivados pirimidinicos e interagir
apenas com a Cys 25, toda a energia envolvida no seu processo de ancoragem (- 90.7428 KJ.mol
1) estd concentrada nessa interagdo, o que pode ter relagdes com sua melhor inibicdo. Além disso,
a inibicdo do composto 3b foi bastante superior e provavelmente esta relacionada a fatores

eletrénicos e estéricos. Aparentemente, 0s grupos retiradores de elétrons na posicéo para- do fenil
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ligado ao C2 do anel pirimidinico melhoram a atividade inibitéria contra T. cruzi, enquanto que
grupos doadores diminuem.

O benzonidazol interagiu energeticamente favoravel com o residuo Cys 25 (Figura 4), porém, com
uma energia bem maior que os demais compostos (- 80.1203 KJ.mol?). Embora a energia de
acoplamento observada para 0 BZD seja maior entre todos os compostos, sua inibigéo da T. cruzi
foi relativamente melhor que a dos compostos 3a,c,d e pode estar relacionada a uma série de fatores

como, metabolizacéo, solubilidade, pH, volume e area molecular, efeitos estéricos, dentre outros.

Benzonidazol \

Figura 4: InteracGes de hidrogénio entre o benzonidazol e a cruzaina.
CONCLUSAO

Em conclusdo, os quatro compostos pirimidinicos estudados 3a-d tiveram suas estruturas
verificadas empregando as técnicas espectroscopicas (dados de 1V, RMN H1 e C13). Todos 0s
compostos 3a-d foram avaliados para verificar sua acdo tripanocida, leishmanicida, potencial
citotoxico além da realizacdo da modelagem molecular usando a abordagem Docking contra T.
cruzi. Os compostos 3a,c,d mostraram-se menos citotéxicos que o farmaco controle além dos
quatro compostos 3a-d na abordagem do Docking serem capazes de interagir favoravelmente

energeticamente com destaque ao 3b e 3d com ICso de 1,73 e 17,83 uM, respetivamente.
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6 CONCLUSAO

Os compostos anadlogos da pirimidina 3a-d foram obtidos com éxito, a partir da aplicacao
de uma metodologia ja relatada pelo proprio grupo de trabalho, com excelentes rendimentos sendo

a caracterizacao quimica elucidada por dados espectrofotométricos.

Os compostos 3a-c tem ac¢do antimicrobiana para cepas de microrganismos Gram-positivos

e Gram-negativos.

Os compostos sintetizados 3a-c apresentaram uma importante atividade sinérgica com
perspectivas para outros ensaios. Expressivo potencial de acéo anti-biofilme também foi observado
quando empregados estes compostos pirimidinicos.

Além do bom desempenho apresentado frente a bactérias, quando investigados para acdo
parasiticida, 3a-d, demostraram atividade moderada para as parasitoses tripanossomiase e
leishmaniose e apresentaram acdo menos citotoxica que o farmaco comercialmente utilizado no
tratamento da tripanossomiase (3a,c,d). Os compostos 3b e 3d sdo capazes de interagir
favoravelmente com a enzima cruzaina que tem grande importancia no ciclo de vida do parasita T.

cruzi

Observou-se que todos os compostos pirimidinicos interagem energeticamente favoravel

com a cruzaina e aparentemente a Cys 25 (residuo catalitico) é fundamental para sua ancoragem.

Assim, 0s quatro compostos pirimidinicos sintetizados 3a-d, apresentam-se como
promissores farmacos podendo ainda demonstrar bons resultados de acdo em atividades biol6gicas

ainda ndo exploradas.
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