e
e
e~

[

;

2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS (PPGCF)

&

BRUNA KELLY DE OLIVEIRA SILVA

SINTESE DE UM NOVO DERIVADO DE PIRIMIDINA E AVALIACAO DA
ATIVIDADE LEISHMANICIDA, ANTICHAGASICA E ANTIMICROBIANA E SEU
POTENCIAL SINERGICO FRENTE AS BACTERIAS Acinetobacter baumanii E

Staphylococcus aureus

Recife
2020



BRUNA KELLY DE OLIVEIRA SILVA

SINTESE DE UM NOVO DERIVADO DE PIRIMIDINA E AVALIACAO DA
ATIVIDADE LEISHMANICIDA, ANTICHAGASICA E ANTIMICROBIANA E SEU
POTENCIAL SINERGICO FRENTE AS BACTERIAS Acinetobacter baumanii E

Staphylococcus aureus

Dissertacdo apresentado ao Programa de
P6s-Graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal de
Pernambuco, como requisito parcial para a
obtencado do titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Area de Concentracdo: Farmacos e
Medicamentos.

Orientador: Prof. Dr. Sebastidao Melo

Co-orientadora: Prof.2 Dr. 2 Glaucia Lima

Recife
2020



Catalogacao na Fonte
Bibliotecaria: Ménica Uchda, CRB4-1010

S586s Silva, Bruna Kelly de Oliveira.

Sintese de um novo derivado de pirimidina e avaliacdo da atividade
leishmanicida, antichagésica e antimicrobiana e seu potencial sinérgico
frente as bactérias Acinetobacter baumanii e Staphylococcus aureus /
Bruna Kelly de Oliveira Silva. — 2020.

53 f.:il.; 30 cm.

Orientador: Sebasti@o José de Melo.

Dissertacé@o (Mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco, CCS.
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas. Recife, 2020.

Inclui referéncias.

1. Leishmaniose. 2. Tripanossomiase americana. 3. Bactérias. 4.
Pirimidinas. I. Melo, Sebastido José de (Orientador). Il. Titulo.

6154 CDD (20.ed.) UFPE (CCS 2020-143)




BRUNA KELLY DE OLIVEIRA SILVA

SINTESE DE UM NOVO DERIVADO DE PIRIMIDINA E AVALIACAO DA
ATIVIDADE LEISHMANICIDA, ANTICHAGASICA E ANTIMICROBIANA E SEU
POTENCIAL SINERGICO FRENTE AS BACTERIAS Acinetobacter baumanii E

Staphylococcus aureus

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito parcial para a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovado em: 14/02/2020.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Sebastido José de Melo (Presidente)

Universidade Federal de Pernambuco

Dr.2 Zenaide Severina do Monte (Examinadora Externa)

Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco

Dr.2 Allana Lemos Andrade Gouveia (Examinadora Externa)

Universidade Federal de Pernambuco



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus. Porque por Ele, por meio dele e para Ele séo
todas as coisas.

Agradeco a minha mée Leonor, ao meu marido Junior, e em especial a minha
irma Marcela por todo apoio, compreenséo e motivacdo dedicados a mim.

Agradeco ao meu orientador, Prof. Dr. Sebastiao Melo, por me motivar em
todos os momentos. Agradeco a minha co-orientadora Prof.2 Dr.2 Glaucia Lima por me
acolher e me apoiar sempre.

Agradeco a Prof.2 Dr.2 Valéria Pereira, por toda ajuda em alguns dos testes
essenciais para esta pesquisa.

Agradeco a Zenaide por estar sempre disposta a esclarecer minhas duvidas.
Agradeco também a Antbnio por toda parceria prestada no laboratorio.

Agradeco aos meus amigos e todos que compdem o Laboratorio de Genética
do Departamento de Antibidticos, por toda ajuda nos experimentos, todas as
conversas e risadas. Vocés foram essenciais para mim!

Agradeco ao Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, a
Universidade Federal de Pernambuco e ao CNPq por me possibilitarem desempenhar

esta pesquisa.

Muito Obrigada!



RESUMO

Estudos demonstram que heterociclos como pirimidinas sé&o eficientes no
tratamento de uma série de infec¢des. Pensando em seu potencial farmacéutico e na
busca por formas terapéuticas mais acessiveis esta pesquisa teve por objetivo
sintetizar um derivado pirimidinico inédito e testar o seu potencial farmacéutico frente
a bactérias resistentes e doencas negligenciadas, como: Leishmaniose e Chagas,
consideradas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como casos de saude
publica, com crescente nimero de novos casos. A molécula foi sintetizada a partir da
obtencao do aduto de Knoevenagel que reagiu com p-metoxibenzamidina originando
0 composto 4-Amino-5-ciano-2-(p-metoxifenil)-6-(m,p-clorofenil)- pirimidina, sendo
caracterizado por métodos espectroscopicos usuais. Para atividade antimicrobiana
foi realizado o teste de Concentracao Minima Inibitéria e Bactericida (CMI e CMB), e
analise Checkerboard. A citotoxicidade foi avaliada por ensaios MTT em macréfagos
RAW 264.7. Para doenca de Chagas analisamos a capacidade do composto em inibir
a proliferacéo de formas epimastigotas, amastigotas e promastigotas do parasita. No
ensaio de atividade leishmanicida, foram utilizadas cepas de Leishmania amazonensis
(cepa WHOM/O0LTBO0016). O composto apresentou CMI de 62,5-250 pug/mL, CMI
menor que os da oxacilina para Staphylococcus aureus. Na analise Checkerboard, o
composto apresentou efeito sinérgico a parcialmente sinérgico. Quando combinado
com o antibiotico padrdo, reduziu em 64 vezes a CMI do antimicrobiano. A
citotoxicidade apresentou uma CC 50% de 28,33 pg/mL. Para doenca de Chagas foi
verificado a capacidade do composto em inibir a proliferacdo do parasita em suas
distintas formas. Na atividade leishmanicida, a atividade anti-amastigota, superou o
farmaco Miltefosina. O composto provou possuir atividade frente a estas infeccdes, o
gue nos motiva a prosseguir com novos testes frente a outras doencas e outras formas

de infeccao.

Palavras-chave: Leishmaniose. Tripanossomiase americana. Bactérias. Pirimidinas.



ABSTRACT

Studies have shown that heterocycles such as pyrimidines are effective in
treating a range of infections. Thinking about its pharmaceutical potential and the
search for more accessible therapeutic forms, this research aimed to synthesize an
unprecedented pyrimidine derivative and test its pharmaceutical potential against
resistant bacteria and neglected diseases, such as: Leishmaniasis and Chagas,
considered by the World Health Organization ( WHO) as public health cases, with an
increasing number of new cases. The molecule was synthesized by obtaining the
Knoevenagel adduct which reacted with p-methoxybenzamidine giving the compound
4-Amino-5-cyano-2- (p-methoxyphenyl) -6- (m, p-chlorophenyl) -pyrimidine,
characterized by usual spectroscopic methods. For antimicrobial activity, the Minimum
Inhibitory and Bactericidal Concentration test (CMI and CMB), and Checkerboard
analysis were performed. Cytotoxicity was assessed by MTT assays on RAW 264.7
macrophages. For Chagas' disease, we analyzed the compound's ability to inhibit the
proliferation of epimastigote, amastigote and promastigote forms of the parasite. In the
leishmanicidal activity assay, strains of Leishmania amazonensis (strain WHOM /
00LTB0016) were used. The compound had a CMI of 62.5-250 ug / mL, a lower CMI
than that of oxacillin for Staphylococcus aureus. In the Checkerboard analysis, the
compound showed a synergistic to partially synergistic effect. When combined with the
standard antibiotic, it reduced the antimicrobial's IMC by 64 times. Cytotoxicity showed
a 50% CC of 28.33 ug / mL. For Chagas' disease, the ability of the compound to inhibit
the proliferation of the parasite in its different forms was verified. In leishmanicidal
activity, the anti-amastigote activity, surpassed the drug Miltefosina. The compound
proved to have activity against these infections, which motivates us to continue with

new tests against other diseases and other forms of infection.

Keywords: Leishmaniasis. American trypanosomiasis. Bacteria. Pyrimidines.
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1 INTRODUCAO

Resisténcia bacteriana, Leishmaniose e Doenca de Chagas séo consideradas
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como problemas de saude publica. Por
sua vez, Chagas e Leishmaniose tratam-se de doencas negligenciadas, que sao
aquelas doencas causadas por parasitas ou agentes infecciosos, endémicas de
regides pobres (ONU, 2019). As doencas negligenciadas concentram-se
principalmente nos paises tropicais, como o0 Brasil, essas regides apresentam
condicdes favoraveis para a proliferacdo e desenvolvimento dessas enfermidades.
Devido a globalizacdo essas doencas tropicais chegaram também na Asia e Europa
(MSF, 2020).

Estima-se que a doenca de Chagas acometa aproximadamente 7 milhdes de
pessoas em todo o mundo (SIQUEIRA et al., 2019). Dados da Organizacao Pan-
Americana de Saude (OPAS) mostram que esta doenca é responsavel pela morte de
aproximadamente 12 mil individuos por ano nos 21 paises endémicos da doenca na
América (BROSSAS, 2017; ONU, 2019).

Com crescente numero de casos, as leishmanioses ameacam a saude de mais
de 1 bilhdo de pessoas em situacdo de risco, compreendendo 98 paises. Sendo os 7
paises mais infectados e que representam o maior nimero de casos o Brasil, Somalia,
Sud&o, Sud&o do Sul, Quénia, Etiépia e india (DNDi, 2020; MICHELETTI & BEATRIZ,
2012; PINHEIRO, 2012). Outro problema desafiador que vem gerando uma corrida
contra o tempo € a resisténcia de algumas bactérias aos antibiéticos comerciais. Estas
bactérias vém adquirindo a cada dia mais resisténcia, advindas de alteracdes
genéticas ou uso indiscriminado de antimicrobianos. O que resulta em quadros
clinicos de bacteremia, septicemia, infec¢des de proteses, além de surtos hospitalares
(SILVA, 2019; RIBEIRO, 2016).

Em 2018, o Ministério da Saude lancou o Plano de Acdo Nacional de Prevencao
e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos no Ambito da Satde Unica, que visa
garantir o tratamento de doencas infecciosas de maneira segura e consciente, além
de assegurar o fornecimento adequado e supervisionado a quem necessita fazer uso
dos antimicrobianos (MINISTERIO DA SAUDE, 2018; ONU, 2019). Todavia, muitos
paises ainda negligenciam o uso aos antimicrobianos, entdo, em junho de 2019 a OMS

langcou uma campanha que convoca os paises a adotar
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medidas a fim de estacionar estas infeccdes (ONU, 2019). Dentro destas medidas
esta o incentivo a pesquisas que buscam o desenvolvimento de novos farmacos.

Essas infec¢Bes ainda possuem terapéuticas ineficazes ou pouco acessiveis.
Muitas delas retornam com o tempo, apresentando quadros clinicos ainda mais
graves. Por isso inlUmeras pesquisas buscam novas alternativas terapéuticas (SILVA,
2019). Nesse contexto, muitos pesquisadores apostam nos heterociclicos que séo
amplamente utilizados na quimica medicinal, pois a insercdo de novos grupos
funcionais pode permitir alteracdes nas suas propriedades biolégicas (MONTE, 2016).
Na literatura quase a totalidade dos farmacos contém pelo menos um heterociclicos
em sua estrutura, (KATRITZKY et al., 2011; SAINI, 2013). Dentre essa vasta classe
de heterociclicos destaca-se o anel pirimidinico.

O anel pirimidinico faz parte da estrutura de farmacos com comprovada
atividade antimicrobiana, tripanocida, leishmanicida e antirretrovirais (DO MONTE et
al., 2018; DE MELO et al., 2018; JUNIOR, 2017; CAMPQOS, 2015). S&0 compostos
gue compdem bases nitrogenadas da estrutura dos acidos nucléicos: timina, citosina
e uracila. Além disso, alguns derivados pirimidinicos possuem sitios de acao que
aumentam a sua especificidade para se ligar a hormonios, enzimas e proteinas. O que
torna esse anel tdo atrativo na elaboracao da sintese de novos farmacos (GRECO et
al., 2019; MONTE, 2016). Tendo em vista as propriedades farmacologicas associadas
as pirimidinas, suscitou-se a ideia de sintetizarmos um derivado pirimidinico inédito e

utiliza-lo de maneira eficaz frente a estas infeccoes.
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Sintetizar um derivado pirimidinico inédito e avaliar o seu potencial

farmacolégico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a sintese de um derivado pirimidinico;

e Caracterizar o composto 4-Amino-5-ciano-2-(p-metoxifenil)-6-(m,p-
diclorofenil)-pirimidina;

e Determinar a sua citotoxicicidade;

e Determinar e avaliar a sua atividade leishmanicida;

e Determinar e avaliar a atividade anti-chagasica;

e Determinar a Concentracdo Minima Inibitoria frente a cepas padroese
resistentes de bactérias;

e Auvaliar a atividade sinérgica do composto conjugado a antibidticos padrées.
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3 REVISAO DA LITERATURA

PIRIMIDINAS

Os heterociclos estdo contidos em uma gama de principios ativos que séo
encontrados em diversas areas da terapéutica. As pirimidinas constituem apenas uma
parte dos muitos heterociclos com potencialidade farmacéutica. S&o compostos que
compdem bases nitrogenadas da estrutura dos acidos nucléicos: timina, citosina e
uracila (Figura 1). Além disso, alguns derivados pirimidinicos possuem sitios de agéo
gue aumentam a sua especificidade para se ligar a horménios, enzimas e proteinas.
O que torna esse anel tdo atrativo na elaboracdo da sintese de novos farmacos
(GRECO et al, 2019; DO MONTE, 2016).

Figura 1- Derivados de pirimidinas presentes nos acidos nucléicos

H H
H,N N 0 N 0 o
Tr or
3 NH 4 3NH 4 °NH
\ H3C
o o)

Citosina Uracilo Timina

O

Fonte: MARTINS, 2016.

O anel pirimidinico faz parte da estrutura de farmacos com comprovada
atividade antimicrobiana, tripanocida, leishmanicida e antirretrovirais (DO MONTE,
2018; MELO et al 2018; JUNIOR, 2017; CAMPOS, 2015).

Pirimidinas sdo compostos heterociclicos de base fraca. Sdo semelhantes ao
anel benzénico, porém, com atomos de nitrogénio nas posicées 1 e 3 da estrutura
(Figura 2), as posicdes 2, 4 e 6 possuem deficiéncia eletrénica, o que facilita sua
relacdo com nucledfilos. Ja a posicdo 5 do anel pirimidinico é bem denso
eletronicamente, facilitando suas reac¢fes quando ha substituicdes eletrofilicas
aromaticas. (GRECO et al, 2019; DO MONTE, 2016).
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Figura 2- Anel Pirimidinico

N

Fonte: O Autor.

DOENCA DE CHAGAS

Estima-se que a doenca de Chagas acomete aproximadamente 7 milhGes de
pessoas em todo o mundo (SIQUEIRA, 2019). A tripanossomiase americana é uma
doenca tropical que tem como seu agente etiolégico o protozoario Trypanossoma
cruzi. Esta infeccéo é transmitida ao homem através da picada do “barbeiro” que é um
triatominio, inseto hematoéfito pertencente a familia Reduviidae (Figura 3). Esta
infeccdo apresenta duas fases, a fase aguda caracterizada por febre prolongada,
inchacos, fraquezas e encefalite. E a fase crbnica, geralmente assintomatica na maior
parte das pessoas infectadas (MELO et al, 2018).

Na ultima década, surgiram novos casos de Doenca de Chagas no Brasil
(Figura 4). De acordo com o Ministério da Saude (SVS/MS, 2019), 95% dos casos
notificados se concentraram no norte do pais. Muitos destes casos, decorrentes de
surtos alimentares associados ao consumo de caldo de cana, acai e bacaba mal
higienizados.

A transmissdo se da por via vetorial no homem, quando um inseto triatomineo
sugador de sangue se alimenta, ele deposita fezes na pele. Nas fezes esta contido
formas tripomastigotas metaciclicos do parasita, que vai parar na corrente sanguinea,
causando a doenca. O homem também pode infectar-se via transplante de 6rgaos,
transfusdo de sangue, ou de mae para filho durante a gravidez. Dados da Organizacéo
Pan-Americana de Saude (OPAS) mostram que esta doenca é responséavel pela morte
de aproximadamente 12 mil individuos por ano nos 21 paises endémicos da doenca
na América (BROSSAS, 2017; ONU, 2019).
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Figura 3- Distribuicdo de Triatomineos, vetores da Doenca de Chagas no Brasil em

2016 (SVS/MS, 2019).

Legenda

-Distribuiqao de Triatomineos:
Panstrongylus geniculatus
Panstrongylus lutzi
Panstrongylus megistus
Rhodnius nasutus
Rhodnius robustos
Rhodnius neglectus
Triatoma maculata
Triatoma pseudomaculata
Triatoma infestans
Triatoma rubrovaria
Triatoma brasilienses
Triatoma sordida
Triatoma vitticeps

500 0 500 1000 km

Fonte: GT Chagas CGDT/DEVIT/SVS/MS
BANCO DE DADOS: Planilhas SES-BR/MS

Fonte: SVS/MS, 2019.

Figura 4- Casos notificados de Doenca de Chagas aguda no Brasil entre os anos de

Fonte:

2012 a 2016

Legenda 7 s Legenda
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Fonte: Sinan/ SVS/MS. Atualizado em setembro/2016. Sujeitos a alteracao.
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LEISHMANIOSES

Assim como a doenca de Chagas, a Leishmaniose € uma das Doencas
Tropicais Negligenciadas (DTNs) mais preocupantes do mundo. De acordo com a
Organizacao Mundial de Saude (OMS) ela esta entre as 6 doencas tropicais que mais
mata no mundo. Tendo mais de 80 paises como areas endémicas. No mundo ocorre
anualmente o registro de 200 a 400 mil novos casos, tendo 200 milhdes de pessoas
em risco de contrair a infecgao. Cerca de 90% dos novos casos foram relatados por:
Brasil, Bangladesh, india, Etiopia, Suddo e Suddo do Sul (SILVA, 2017; MSF, 2020;
DNDi, 2020) (Figura 5 e 6).

De acordo com os dados epidemiologicos disponiveis na plataforma do World
Health Organization (WHO) o Brasil € considerado como um dos paises endémico
para Leishmaniose Cutanea (LC), Leishmaniose Muco Cutanea (LMC) e
Leishmaniose Visceral (LV). Registrando o maior nimero de casos de Leishmaniose
cutanea da América do sul (WHO, 2020). Em 2018, o Sistema Nacional de Saude do
Brasil apurou 16.432 casos de LC e 3.460 casos de LV. Muitos dos casos
diagnosticados estavam concentrados no Estado de Pernambuco (WHO, 2020;
SILVA, 2019) (Figura 7 e 8).

As leishmanioses séo causadas por mais de 20 tipos de parasitas do género
Leishmania. Esta enfermidade faz parte do grupo de doencas com maior incidéncia
nas populacdes mais pobres e vulneraveis. Elas sdo conhecidas por atingirem
principalmente as regifes tropicais do globo. Muitos casos ocorrem onde ha
fragmentos de Mata Atlantica e saneamento precario, estando associada a
urbanizacédo. Esta infec¢cdo parasitaria pode ser transmitida ao homem por fémeas do
género Phlebotomus ou Lutzomya. Cerca de 30 espécies de mosquito palha (SILVA,
2019; DNDi, 2020; MSF, 2020).
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Figura 5- Mapa da endemicidade da Leishmaniose cutdnea no mundo em 2018
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Figura 6- Mapa da endemicidade de Leishmaniose Visceral (LV) no mundo em 2018
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Figura 7- Casos de Leishmaniose Visceral por estado no Brasil no ano de 2017
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Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2017.
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Figura 8- Casos de Leishmaniose Visceral por regides no Brasil
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Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2017.

As fémeas de mosquito palha contaminadas ao se alimentarem de sangue,
acabam injetando promastigotas metaciclicos, que é a forma infecciosa do parasita,
no hospedeiro. Estas formas promastigotas sdo fagocitadas por macréfagos, na
célula, os promastigotas transformam-se em amastigotas, fase tecidual do parasita.

Os amastigotas se multiplicam por divisdo simples, infectando assim outras células

(MSD MANUALS, 2020) (Figura 9).
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Figura 9- Ciclo de vida da Leishmania
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Fonte: MSD MANUALS, 2020.

As Leishmanioses manifestam-se com sintomas como dor, febre, Ulceras com
bordas avermelhadas, anemia, hepatomegalia, perda de peso, dentre outros sintomas
ndo menos importantes. Uma das espécies mais comuns aqui no Brasil € a
Leishmania amozonensis que se manifesta com lesdes na pele e mucosas, feridas e
sangramento. O diagndstico pode ser realizado através de exames clinicos, utilizando
métodos parasitolégicos e imunoldgicos. Existem alguns medicamentos disponiveis
para o tratamento desta enfermidade, como € o caso da anfotericina B lipossémica,
da Paromicina e da Miltefosina. Esta uUltima podendo ser usada em associagcdo com
outros medicamentos no tratamento desta infec¢do. Entretanto, sdo medicamentos
caros que apresentam efeitos colaterais nos pacientes, tornando o tratamento dificil
(WHO, 2020).
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Além do tratamento, outras medidas importantes devem ser adotadas, como:
Controle de vetores, limpeza dos ambientes domésticos e peridomésticos, além de

evitar a degradacao de habitats naturais (SILVA, 2019).

RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia aos antimicrobianos é considerada pela Organizacao Mundial de
Saude (OMS) como um caso de saude publica. Segundo Tedros Ghebreyesus (ONU,
2019) a resisténcia aos antibidticos € um dos riscos a saude mais urgente do Nnosso
tempo. Em 2018, o Ministério da Saude lancou o Plano de Acdo Nacional de
Prevenc&o e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos no Ambito da Satde Unica,
gue visa garantir o tratamento de doencas infecciosas de maneira segura e
consciente, além de assegurar o fornecimento adequado e supervisionado a quem
necessita fazer uso dos antimicrobianos. Este plano tem vigéncia de cinco anos,
estando valido até o ano de 2022, e possui um conjunto de cinco objetivos estratégico
que visam o controle das Antimicrobial resistance (AMR) (Tabela 1) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019).

Todavia, muitos paises ainda negligenciam o uso dos antimicrobianos,
pensando nisso, em 18 de junho de 2019 a OMS lan¢ou uma campanha que convoca
0S paises a adotar medidas a fim de estacionar a resisténcia das bactérias aos
antibioticos. Resisténcia essa desenvolvida devido ao mau uso destes medicamentos,
muitas vezes usa-se um antibiético errado, com um espectro amplo. Ou utiliza-se
antibidtico para tratar bactérias no tratamento de infeccfes virais. Com o tempo ha
evolucBes e mudancas do material genético, e muitas bactérias acabam adquirindo
resisténcia aos farmacos usuais (ONU, 2019).

Um estudo realizado em uma Unidade de Terapia Intensiva de Emergéncia
(UTIE) em Xangai, China, analisou pacientes que deram entrada na unidade com
guadro clinico de sepse, entre os anos de 2014-2018. As amostras isoladas destes
pacientes demonstraram que 9,6% dos patdgenos identificados eram de
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, enquanto que Acinetobacter

baumanii constituia 26,7% dos isolados. Esta pesquisa teve um n=92 pacientes
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sépticos com infec¢Bes secundérias. Estudos como esse, deixam evidente o quao
suscetivel estdo os pacientes a estes patdgenos. Isto motiva a comunidade cientifica
na busca por novas drogas com potencial bacteriostatico e bactericidas eficazes
(CHEN et al., 2019).

Tabela 1- Lista dos 5 objetivos estratégicos estipulados pelo Ministério da Saude no
Plano de Agéo Nacional de Prevencao e Controle da Resisténcia aos
Antimicrobianos no Ambito da Satde Unica.

Plano de Acao Nacional de Prevencdo e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos no Ambito
da Saude Unica

Objetivo Melhorar a conscientizacdo e a compreenséo a respeito da AMR por meio de
Estratégico 1 comunicacdo, educacdo e formacao efetivas.

Objetivo

Estratégico 2 Fortalecer os conhecimentos e a base cientifica por meio de vigilancia e pesquisa.

Objetivo Reduzir a incidéncia de infeccbes com medidas eficazes de saneamento, higiene e
Estratégico 3 prevencédo de infeccdes.

Objetivo

Estratégico 4 Otimizar o uso de medicamentos antimicrobianos na satde humana e animal.

Preparar argumentos econdmicos voltados para um investimento sustentavel e
aumentar os investimentos em novos medicamentos, meios diagndsticos e vacinas
além de outras intervengdes.

Objetivo
Estratégico 5

Fonte: Ministério da Saude, 2019.

Tanto A. baumanii, quanto P. aeruginosa sdo bactérias Gram-negativas,
oportunistas com elevada patogenicidade. Sdo conhecidas por causar infeccées do
aparelho respiratério e urinario. A. baumanii destaca-se por ter um perfil de multi-
resisténcia. Segundo Guo (2019), as bactérias Gram-negativas sédo preocupantes, por
possuirem varios mecanismos de defesa, muitas vezes mais de um mecanismo contra
um unico farmaco, dificultando o tratamento.

Ndo menos importantes e preocupantes S. aureus sdo bactérias gram-
positivas, presentes na pele e na cavidade nasal de individuos saudaveis, e que ao
romper algumas barreiras do corpo, podem levar pacientes ja debilitados a quadros
clinicos de bacteremia, podendo causar endocardite e osteomielite. Ha na literatura
inimeros relatos a respeito da resisténcia adquirida por S. aureus. Alguns deles

apontam para vertentes que caracterizam essa resisténcia como uma epidemia. Ou
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relatam que a causa pode ser 0s genes de resisténcia existentes nesses micro-
organismos, como também o uso indiscriminado de medicamentos por pacientes.
Estudos j& mostram que h& um crescente nimero de infecgbes causadas por S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA), esta resisténcia esta atrelada a sintese de
uma proteina de ligagdo modificada a penicilina. Outro fator € o SCC mec, que trata-
se de um cassete mével de cromossomos que carrega 0 mec-A, que € 0 gene que
determina a resisténcia de S. aureus a toda a classe de antibidticos B-lactamicos, com
excecdo das cefalosporinas de quinta geracdo (LOZANO & TORRES, 2017;
ALHARBI, 2019; HENRY & De LEO, 2009).
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4 MATERIAIS E METODOS

SINTESE

Foi sintetizado um composto inédito, pirimidina, seguindo os procedimentos
conhecidos e também desenvolvidos por Falcdo e colaboradores (2006). No qual, a

sintese ocorre através da reacao das arilamidinas com bisnitrilas.

SINTESE DO M,P-DICLOROBENZILIDENOMALONONITRILO

O m,p-diclorobenzilidenomalononitrilo foi obtido através da condensacdo de
Knoevenagel, por meio da reacao de m,p-diclorobenzaldeido com a malononitrila em

meio basico, piridina (Figura 10), descrito por Patai (1960).

Figura 10- Esquema reacional de obtencédo do aduto de Knoevenagel
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Fonte: O Autor.

SINTESE DA P-METOXIBENZAMIDINA

Para a obtencdo das amidinas foi utilizado a metodologia de Pinner (1892).
Neste método foram necessarias duas etapas, sendo a primeira, a sintese do
iminoéter pela reagdo das nitrilas 1a com etanol em &cido cloridrico gasoso. Em
seguida, os produtos foram submetidos a acdo do amoniaco para obtencdo da

amidina, na segunda etapa (Figura 11).



29

Figura 11- Esquema reacional de obtencdo da p-metoxibenzamidina
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Fonte: O Autor.

SINTESES DO 4-AMINO-5-CIANO-2-(P-METOXIFENIL)-6-(M,P-CLOROFENIL)-
PIRIMIDINA

O composto 4-Amino-5-ciano-2-(p-metoxifenil)-6-(m,p-clorofenil)-pirimidina (3a)
foi obtido segundo metodologia descrita por Melo e colaboradores (MELO et al., 2002),
a partir de reacdo entre o composto p-metoxibenzamidina (l1la) e o m,p-
diclorobenzilidenomalononitrilo (2a), em meio a base piperidina sob refluxo. Apés 7
horas os compostos la e 2a reagiram completamente formando a o derivado da
pirimidina. Uma vez obtido o derivado, esse foi purificado por cristalizacdo e

recristalizacdo em solvente éter etilico seco (Figura 12).
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Figura 12- Esquema da sintese do composto 4-Amino-5-ciano-2-(p-metoxifenil)-6-
(m,p-clorofenil)-pirimidina (3a)
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Fonte: O Autor.

ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade foi avaliada através de ensaios com MTT (3 - (4,5- dimetiltiazol-
2-il) -2,5-brometo difenil tetrazélio) em macréfagos RAW 264.7. Os macréfagos foram
cultivados em garrafas de cultura de células. Sequencialmente, plagueados em placas
96 pocgos, e incubados por 24h, a 37°C, com 5% de CO: atmosférico. Posteriormente
o composto foi adicionado em concentracdes de 6-200
png/mL e incubado por 48h. Para o controle negativo, utilizou-se apenas meio de
cultura. Ap6s a incubacédo foi acrescentado 25uL de MTT a 5 mg/mL em tampao
fosfato-salino (PBS), seguida de uma nova incubacéo por 2h, a 37°C, no escuro. Parte
do meio de cultura juntamente com o MTT foi aspirado e 100uL de Dimetilsulfoxido
(DMSO) foi adicionado por poco para solubilizagéo dos cristais de formazan. Aleitura

da absorbancia se deu a 570 nm no espectrofotdbmetro THERMO
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SCIENTIFIC Multiskan FC. A concentracao citotdxica para 50% da cultura (CC 50%)
foi determinada por andlise de regresséo pelo software GraphPad Prism. Cada ensaio
foi realizado em triplicata (DOS SANTOS ALIANCA et al., 2017).

AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA

Formas Promastigotas

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa WHOM/00 LTB
0016) foram mantidas em meio Schneider’s (Sigma) suplementado com 10% de soro
bovino fetal (meio completo) a 26°C. O antibiotico utilizado foi a Miltefosina. Em todos
0s experimentos, fez-se uso de parasitas na fase exponencial. Para o ensaio de
atividade leishmanicida, os parasitas foram contabilizados e diluidos em meio
Schneider’s (Sigma) completo a 1 x 10® células/mL. Sendo entdo incubados a 26°C
na presenca de diferentes concentracdes dos compostos (1,5 a 200 pg/mL) por 72h.
Meio de cultura com Miltefosina foi utilizado como controle negativo. O crescimento
celular foi avaliado em camara de Neubauer com diluicdo de 1/10. A IC 50% /72h foi
determinada por analise de regressédo. Cada ensaio foi realizado em triplicata (DOS
SANTOS ALIANCA et al., 2017).

Formas Amastigotas de Leishmania

Macréfagos RAW 264.7 foram distribuidos em placas de 24 pocos (3 x 10°
células/mL) contendo uma laminula estéril. Os macréfagos foram incubados por 2h, a
37°C com atmosfera 5% de CO.. ApOs essa incubacdo foram acrescentadas
promastigotas infectivas de L. amazonensis na propor¢ao de 8 parasitas/macrofago,
no periodo de 6h, a 37°C e 5% de CO.. Os parasitas ndo internalizados foram
removidos, e a cultura incubada na presenca de diferentes concentragcées do
composto (6 a 200 pug/mL) por 24h, a 37°C e 5% de CO.. A Miltefosina foi o controle

positivo. ApGs a incubacéo, as laminulas contendo a cultura foram lavadas com PBS
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e coradas com kit de coloracdo Pandtico Rapido. A porcentagem de macréfagos
infectados foi determinada pela contagem de 100 macrofagos, em duplicata. A
atividade leishmanicida do composto foi verificada pela diminuicdo no namero de
macrofagos infectados e de amastigotas intracelulares nas culturas tratadas em
comparacdo ao controle. Os valores de IC 50% foram calculados por analise de
regressao utilizando o software GraphPad Prism (DOS SANTOS ALIANCA et al.,
2017).

AVALIACAO DA ATIVIDADE TRIPANOCIDA

Avaliacao dainibicdo da proliferagcédo de formas Epimastigotas de
Trypanossoma cruzi

Para avaliar a inibicdo da proliferacédo, formas epimastigotas da cepa DM28c
(108 parasitos/ml), foram mantidas em meio Liver Infusion Triptose (LIT) + 1% de
antibidtico + 20% de Soro Fetal Bovino (SFB), foram semeadas em placas de 96 pocos
a 27°C, com diferentes concentracdes do composto (0,19 a 100 pug/ml) durante 96h.
O controle negativo foi o0 meio de cultura, e o controle positivo o Benznidazol.
Determinou-se a viabilidade parasitaria por contagem direta em camara de Neubauer
e, a partir desses valores, obteve-se a IC 50% (concentracdo que inibe o crescimento

de 50% de parasitos). Cada ensaio foi realizado em triplicata (DE MELO et al.,2018).

Avaliacdo do efeito antiproliferativo de formas Promastigotas de T.cruzi

As formas tripomastigotas (cepa Y) foram obtidas a partir da infeccao in vitro de
células L929. Para determinar o efeito antiproliferativo para formas tripomastigotas da
cepa Y (4x10° parasitos/ml), mantidos em meio RPMI+1% de antibiético+5% de SFB,
foram semeadas em placas de 96 pocos a 37°C, juntamente com diferentes
concentracdes do composto (0,19 a 100 pg/ml) por 24h a atmosfera de 5% de CO:a.

O controle negativo foram pog¢os sem tratamento, e o Benznidazol o
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controle positivo. A viabilidade parasitaria foi determinada por contagem direta em
camara de Neubauer, com diluicdo de 1/10. A partir desses valores, obteve-se a IC
50%. Cada ensaio foi realizado em triplicata (DE MELO et al., 2018).

Formas Amastigotas de T. cruzi

As formas tripomastigotas (cepa Tulahuen) foram obtidas a partir da infecgcao
in vitro da linhagem de células L929. Para a obtencédo de amastigotas, células L929
foram semeadas em placas de 96 pocgos, e incubadas por 24h, a 37°C e atmosfera
com 5% de CO, Parasitas foram adicionados na proporcdo de 10
tripomastigotas/célula. Apos 3h, os parasitas nao internalizados foram removidos, e
as placas incubadas por 48h. O composto foi adicionado em diferentes concentracdes
(0,6 a 20 pg/mL), e as placas incubadas por 96h. Pocos com meio de cultura foram o
controle negativo e pocos com Benznidazol o controle positivo. Ao final da incubacéo
foi adicionado Chlorophenol red-B-D-galactopyranoside (CPRG), 500 uM, 0,5% de
Nonidet P-40, em PBS, e incubado por 18h, a 37°C. A absorbancia foi lida a 570 nm
no espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. Os valores de IC 50%
foram calculados por analise de regressao utilizando o software GraphPad Prism.
Cada ensaio foi realizado em triplicata (DE MELO et al., 2018).

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Preparacéo do in6culo

Para a preparacdo dos indculos utilizados no screening e nos demais testes
foram realizados o repique das cepas de Staphylococcus aureus (UFPEDA 02),
Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396), Escherichia coli (UFPEDA 224), Pseudomonas
aeruginosa (UFPEDA 416) e Acinetobacter baumanii (UFPEDA 1024) em placas de
Petri contendo Agar Nutriente (AN). As placas foram incubadas a 37

+/- 2°C por 18-24 horas. Apo6s a incubagéo, com ajuda de uma alga de retirou-se um
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pouco da colbnia e incorporou em um tubo de ensaio contendo 10 mL de solugao
salina a 0,9%. O tubo foi agitado em um vortex por 30 segundos. A absorbéancia foi
lida em espectrofotometro, no comprimento de onda de 625 nm, considerando como
aceito valores de 0.8 nma 0.13 nm.

Screening (Teste de difuséo em po¢os)

O screening serviu para avaliar a sensibilidade de alguns micro-organismos, a
fim de decidir quais cepas seriam analisadas nos demais testes antimicrobianos. O
método utilizado foi o teste de difusdo em pocos, onde em uma placa de Petri faz-se
uma camada contendo meio solido agar Mueller Hinton (MH). Ponteiras azuis sao
entdo postas de maneira vertical, com a ponta para cima, acima desta camada a fim
de formar 4 pocos por placa. Em seguida meio MH semi-sélido ja com o inoculo a 108
foi incorporado ao meio, e vertido nas placas. Apés a solidificacdo, as ponteiras sao
retiradas. Com os pocos ja formados, cada um recebeu 40 pL do composto, em
concentracfes diferentes (500-62,5 pug/mL). As placas foram entdo incubadas em
estufa a 37 +/- 2°C por 18-24 h. Os halos de inibicdo foram medidos ao final da
incubacao (BONA, 2014).

Avaliacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)

A avaliacdo da CMI foi realizada através do método de micro diluicdo em placas
multipocos, proposto pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI,
2017). Neste teste analisamos a sensibilidade de S. aureus (UFPEDA 02), e algumas
cepas de S. aureus resistentes (UFPEDA 1046B; 1047B; 1055B; 1058B; 1039B),
obtidas de amostras clinicas provenientes do hospital das clinicas e cedidas pela
colecdo de micro-organismos da UFPEDA. A. baumanii (UFPEDA 1024B) e P.
aeruginosa (UFPEDA 416) também foram testadas. Nesta metodologia fizemos o uso
de placas 96 poc¢os. O meio de cultura escolhido foi o MH.

Meio de cultura e in6culo foi tido como controle positivo, meio de cultura com

in6culo e o solvente utilizado na diluicido da molécula foi o controle negativo, e pogos
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apenas com MH foram o controle de esterilidade do meio. Deste modo, da coluna 1-
9 foram realizadas micro diluicbes partindo de uma concentracao de (1000 — 3,9
pg/mL) do composto. Apds a realizacdo da microdiluicdo, todos 0s pog¢os, com
excecao dos pocos da coluna de esterilidade do meio, receberam 10 pL do inéculo.
As placas entdo foram incubadas em estufa a 37 +/- 2°C por 18-24 horas.

Leitura da placa 96 pocos e avaliagcdo da Concentragcdo Minima
Bactericida (CMB)

Apés o tempo de incubacdo das placas 96 poco, antes da leitura com
resazurina, foi observado os poc¢os que nao tiveram crescimento e fez-se o semeio
em placa de Petri contendo meio agar MH. As placas de Petri foram incubadas em
estufa a 37 +/- 2°C por 18-24 horas. Apos aincubacéo observam-se os quadrantes da
placa de Petri. A CMI é definida como a menor concentracdo da molécula/antibidtico
gue inibe parcialmente o crescimento do micro-organismo teste, enquanto que a CMB
€ definida como a menor concentracdo do antibiotico/molécula que inibe 99,9% o
micro-organismo utilizado no teste. Em alguns casos a CMI e a CMB séo visualizadas
no mesmo quadrante. Apos o plagueamento dos pocos, a leitura da placa foi realizada
com 20 pL do corante resazurina a 0,1% em cada poco. As placas foram incubadas
por 1-3 horas em estufa a 37 +/- 2°C para observar a mudanca de coloracdo. A
resazurina € um corante azul indicador do oxido-reducdo, onde a mudanca para a

coloracéo rosa indica crescimento microbiano (CLSI, 2017).

Atividade Sinérgica

Na atividade sinérgica, foram testadas cepas de A. baumanii (UFPEDA 1024B),
e cepas resistentes de S.aureus (UFPEDA 1046B; 1047B; 1055B; 1058B; 1039B). O
sinergismo foi realizado pela andlise Checkerboard (BONAPACE et al., 2002;
DOUGHERTY et al.,, 1977; LORIAN, 2005) neste método foi utilizado placas
multipocos de fundo “U”. A placa 1 recebeu o antibiético comercial, enquanto que a

placa 2 recebeu o composto. Nesta metodologia, faz-se a combinac¢do do contetdo
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da placa 1 com a placa 2. A placa foi incubada a 37 +/- 2°C por 18-24 h. Apés a
incubacao fez-se a leitura da placa com resazurina. Os resultados da atividade
sinérgica sdo estipulados pelo indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada (ICIF).

Obtidos através das equacdes abaixo:

Equacéo 1:

ICIF = CIF (antibiético) + CIF (composto)
Equacéo 2:

CIF antibittico = CMI (conjugada do antibidtico + composto)

CMI antibidtico (isoladamente)

CIF do composto = CMI (conjugada do composto + antibiético)

CMI do composto (isoladamente)

e ICIF < 0,5= efeito sinérgico

e 0,5 <ICIF =0,75= efeito parcialmente sinérgico. 0,75
e 0,75 <ICIF < 2= efeito aditivo

e 2 <|CIF < 4= efeito indiferente

e ICIF > 4= efeito antagbnico
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

SINTESE E CARACTERIZAGCAO

Na literatura ainda ha poucos relatos acerca das Pirimidinas e seus
beneficios terapéuticos. Resultados encontrados em algumas pesquisas nos mostram
0 quao significante é o seu potencial, tanto frente a bactérias quanto a doencas de
origem parasitaria e demais infeccdes. Falcdo et al., (2006), demonstrou que 0s
derivados pirimidinicos sintetizados em sua pesquisa apresentaram atividade anti-
inflamatoria, que superou os do &cido salicilico. Melo (2018) sintetizou derivados de
pirimidina com potencial acao contra proliferacdo de formas amastigotas de T. cruzi.
Campos (2015) apresentou em sua pesquisa o potencial antiretroviral das pirimidinas.
Do Monte (2016) e Silva (2019) apresentaram novos derivados pirimidinicos com
notavel atividade antimicrobiana. Fazendo uma comparacdo aos analogos
encontrados, o composto (3a) apresentou atividade superior ou semelhante ao que foi
relatado nestes estudos. Esta pesquisa demonstrou que o 4- Amino-5-ciano-2-(p-
metoxifenil)-6-(m,p-clorofenil)-pirimidina, € um sintético que possui bom rendimento,
94%, e atividades farmacologicas comprovadas.

Inicialmente, aldeido aromatico e malonitrila séo dissolvidos em metanol e
mantidos sob agitacdo a temperatura ambiente por 2 horas, a fim de se obter o
intermediario de Michael, no caso o m,p-diclorocianocinamonitrila. Enquanto p-
metoxi-benzamidina, foi obtida por meio de duas etapas reacionais: a primeira sendo
a reacao entre a nitrila e etanol anidro, utilizando acido cloridrico gasoso, formando
assim os iminoéter. Este, submetido a acdo de amoniaco, formam o cloridrato de
amidina, sendo esta a segunda etapa reacional. A 5-carbonitrila-pirimidina 3a é obtida
por reacao entre o intermediario de Michael e p-metoxibenzamidina. Os reagentes sao
mantidos sob agitacdo, em refluxo, durante 7 horas, seguindo protocolo experimental
(MELO et al., 2002). A pirimidina 4-Amino-5-ciano-2-(p- metoxifenil)-6-(m,p-clorofenil)-
pirimidina(3a), com massa molar de 371,22, foi obtida como um sdélido branco com
94% de rendimento, ap6s 4 horas de refluxo utilizando etanol como solvente. O

produto apos purificacdo obteve ponto fusédo de 226,4°C.
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Seré descrito a seguir a caracteriza¢do estrutural do composto 4-Amino-5-ciano-2-
(p-metoxifenil)-6-(m,p-clorofenil)-pirimidina(3a) (Figura 13).

Figura 13- Esquema do 4-Amino-5-ciano-2-(p-metoxifenil)-6-(m,p-clorofenil)-

pirimidina (3a)

Fonte: O Autor.

Dados Espectroscoépicos: 4-Amino-5-ciano-2-(p-metoxifenil)-6-(m,p-
clorofenil)-pirimidina(3a): Cristalizado em MeOH, 94% de rendimento, p.f. 226,4°C Rf
= 0.40; n-hexano-acetato de etila, 7:3); IV, KBr, p cm™: 3494 (NHzasim.), 3388
(NHzsim.), 2214 ( CN), 1621 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6 300 MHz), &: 8.35 (d, 2H,
H4’ e H6’, J 9.0 Hz); 8.18 (s, 2H, NH>’); 7.90 ( dd, 3H, H2” e H4” e H5” J 8.0) ; 7.08
(d, 2H, H3’ e H5', J 9.0 Hz); 3.84 (s, 3H, OMe); 13C-NMR (DMSO-d6 300 MHz), &:
166.2 (1C, C5’); 164.4 (1C, C2); 164.3 (1C, C1”); 149.2 (1C, C6); 147.5 (1C, C4");
142.0 (1C, C6); 137.6 (1C, C4”); 135.0 (1C,C17); 130.3 (1C, C2’); 129.6 (2C, C2”
e C6”); 125.6 (1C, C3”); (1C, C1°); 123.8 (2C, C3" e C5”) 115.6 (1C, C4) e 86.1 (1C,
C5), 6: 173,0 (1C, C4’) ;169,5 (1C,6); 166,6(1C, C C1™) ; 164,2 (1C, C2); 148,7
(1C, C4”"); 142,6 (1C,C1"); 130,8(2C, C2'e C6’); 130,0 (2C, C2’e C6”); 128,6
(1C, C1"); 113,7 (2C, C3' e C5’); 116,0 (1C, C4) ; 114,0 (2C, C3" e C5"); 84,3 (1C, CbH)
;€055,3 (1C,C17").

O espectro de RMN de 'H observam-se a presencga do singleto em 8.18 ppm
caracteristico do dois hidrogénios do grupo amina, outro dois sinais dubletos

homotopicos localizado no substituinte fenil na posicdo C-2 do ndcleo pirimidinico
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com deslocamento quimico de 8.35 (d, 2H, H4’ e H6’, J 9.0 Hz); e de 7.08 (d, 2H, H3’
e H%’, J 9.0 Hz); e outro sinal em 7.90 ( dd, 3H, H2” e H4” e H5” J 8.0); por fim, um
sinal blindado em 3.84 (s, 3H, OMe) (Figuras 14, 15 e 16).

Figura 14- Copia do Espectro de 1-H RMN d do composto 4-Amino-5-ciano-2-(p-

metoxifenil)-6-(m,p-clorofenil)-pirimidina(3a).
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Fonte: O Autor.

Figura 15- Cépia do Espectro de 13-C RMN do composto 4-Amino-5-ciano-2-(p-

metoxifenil)-6-(m,p-clorofenil)-pirimidina(3a)
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Figura 16- Cépia do Espectro de 13-C RMN do composto 4-Amino-5-ciano-2-(p-
metoxifenil)-6-(m,p-clorofenil)-pirimidina(3a)
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CITOTOXICIDADE, ATIVIDADE ANTICHAGASICA E TRIPANOCIDA

ApoGs a caracterizacdo do composto, a sua toxicidade foi determinada. O valor
de CC 50% em macréfagos RAW 264.7, que é a concentracdo citotoxica para 50%
das células foi de 76,32uM. Os valores para atividade leishmanicida e tripanocida
foram determinados em IC 50%, que é a média de inibicdo de um composto (Tabela
2).

Tabela 2- Resultados da atividade Leishmanicida e Antichagésica do composto (3a)

Atividade Leishmanicida

Forma evolutiva IC 50% (uM) IS
Promastigotas de L. amazonensis 133,32 0,57
Amastigotas de L. amazonensis 66,21 1,15

Atividade Tripanocida

Forma evolutiva IC 50% (M) IS

Epimastigotas (cepa Dm28) 15,41 4,95
Tripomastigotas (cepa Y) 10,90 7,0
Amastigotas (cepa Y) 31,14 2,45

Fonte: O Autor.

IC 50%= Concentrac&o Inibitéria de 50%; I1S= indice de seletividade.

A atividade anti-amastigota para L. amazonensis foi excelente, superou o
farmaco padrdo Miltefosina, muito utilizado no tratamento das Leishmanioses, que
apresenta um IC 50% de 89,98 pug/mL frente a formas amastigotas do parasita. Nossos
resultados de atividade tripanocida também sdo semelhantes aos apresentados por
Melo (2018). Recentemente o autor publicou uma pesquisa na qual séao sintetizados
28 derivados pirimidinicos, dos quais, 9 destes apresentaram resultados excelentes
frente a formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi. Nosso composto
apresentou semelhante resultado, com um IC 50% de 5,72 pug/mL frente a formas

epimastigotas e 4,05 pg/mL frente a formas tripomastigotas do parasita.
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SCREENING E AVALIACAO DA CMI E CMB

A triagem realizada demonstrou que o composto possui atividade contra as
cepas de S. aureus (UFPEDA 02), P. aeruginosa (UFPEDA 416) e A. baumanii
(UFPEDA 1024 B). Neste teste consideramos halos de inibicdo maior ou iguais a 6
mm (BONA et al., 2014). Essas foram entéo as linhagens utilizadas na avaliagédo da
Concentracdo Minima Inibitéria e Bactericida (CMI e CMB). Por possuir bons
resultados contra S. aureus (UFPEDA 02), cepas de S. aureus resistentes (UFPEDA
1039B; 1046B; 1047B; 1055B; 1058B) também foram averiguadas frente ao
composto. Nos testes o composto partiu de uma concentragédo de 1000 a 3,9 pg/mL.
Podemos notar na (Tabela 3), que o composto apresentou CMI que variaram de 62,5
a 250 pg/mL.

E notavel o quanto os derivados pirimidinicos s&o eficientes. Nosso composto
conseguiu inibir cepas de S. aureus (UFPEDA 02; 1039B; 1046B; 1047B; 1055B) a
uma concentracdo de 62,5 pg/mL, enquanto que a oxacilina, antibiético comumente
utilizado no tratamento de infec¢des por S. aureus inibiu na concentracéo de 125
pHg/mL. O composto (3a) também inibiu em concentracdes satisfatorias cepas de P.
aeruginosa UFPEDA 416 e A. baumanii UFPEDA 1024B, com CMI de 250 pg/mL e
125 pg/mL respectivamente. Do Monte (2016) em sua pesquisa também analisou os
efeitos de derivados pirimidinicos frente a algumas bactérias e leveduras, a qual
obteve CMI de 125 pg/mL. Os resultados obtidos sdo animadores, e nos motiva a
realizar novos testes antimicrobianos, como a averiguacao da inibicdo da formacéo de

biofilmes, por exemplo.
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Tabela 3- Valores de CMI e CMB do composto e dos antibiéticos padrdes utilizados

no experimento

CMI e CMB do composto (3a)

CMI e CMB do antibiético

comercial
Micro-organismo CMI CMB CMI CvMB

S. aureus UFPEDA 02 62,5pg/mL 125pg/mL _ _
S. aureus UFPEDA 1046B 62,5pg/mL 250pg/mL 250pg/mL* 250pg/mL*
S. aureus UFPEDA 1047B 62,5pg/mL 250pg/mL 125pg/mL* 125pg/mL*
S. aureus UFPEDA 1058B 250pg/mL 250pg/mL 125pg/mL* 125pg/mL*
S. aureus UFPEDA 1055B 62,5pg/mL 250pg/mL 64pg/mL* 128pg/mL*
S. aureus UFPEDA 1039B 62,5ug/mL 250ug/mL 128ug/mL* 256pug/mL*

A. baurrl%r;iAiréJFPEDA 125pg/mL 125pg/mL 16pg/mL** _
P. aeruginosa UFPEDA 416 250ug/mL 250pg/mL _ _

Fonte: O Autor.

CMI (Concentracdo Minima Inibitéria); CMB (Concentracdo Minima Bactericida); *Oxacilina foi o
antibidtico utilizado para Staphylococcus aureus; *Ampicilina + Subactam foi o antibiético utilizado para

Acinetobacter baumanii
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ATIVIDADE SINERGICA

Os resultados da atividade sinérgica sio estipulados pelo indice de
Concentracdo Inibitéria Fracionada (ICIF). Na (Tabela 4) pode-se observar os
resultados do efeito sinérgico. Os resultados obtidos na andlise Checkerboard
demonstraram que o farmaco combinado ao composto apresentou efeito sinérgico a
parcialmente sinérgico. O ICIF obtido por cada combinacédo de tratamentos nos mostra
uma boa reduc¢éo na concentracdo do composto e do antimicrobiano. Por exemplo, o
composto quando testado isoladamente para S. aureus UFPEDA 1046B apresentou
uma CMI de 62,5ug/mL e a oxacilina uma CMI de 250ug/mL. Quando combinados a
CMI do composto e da oxacilina foi de 3,9ug/mL, o que demonstra o seu efeito
sinérgico, comum ICIF < 0,5. Emtodas as nossas placas testadas o composto quando
combinado ao antibiotico comercial reduziu a CMI do antimicrobiano em 64 vezes.
Silva (2019) em sua pesquisa demonstrou que um dos derivados pirimidinicos
sintetizados em sua pesquisa também reduziu em 64 vezes a CMI do Ampicilina com
Sulbactam para A. baumanii UFPEDA 1024B. Os efeitos inibitérios constatados nos
testes efetuados nos mostram que o composto € um forte componente na formulagéo

de um novo antimicrobiano.
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Tabela 4- Resultados obtidos por meio do ICIF comprovando a atividade sinérgica

Micro- CMI CMI .
organismo Tratamento sozinho  combinado CIF ICIF Efeito
Oxacilina 250pg/mL 3,9ug/mL 0,02
S. aureus 0.08 Efeito
1046B ' sinérgico
Composto (3a) 62,5ug/mL  3,9upg/mL 0,06
Oxacilina 125 pg/mL  1,95pg/mL 0,02
S. aureus 0.08 Efeito
1047B ' sinérgico
Composto (3a) 62,5ug/mL  3,9ug/mL 0,06
Oxacilina 125pg/mL 1,95pg/mL 0,02
S. aureus 0.05 Efeito
1058B ' sinérgico
Composto (3a) 250ug/mL 7,8ug/mL 0,03
Oxacilina 64ug/mL lug/mL 0,02
S. aureus 0.04 Efeito
1055B ' sinérgico
Composto (3a) 62,5ug/mL  0,97pg/mL 0,02
Oxacilina 128ug/mL 2ug/mL 0,02
S. aureus 0.04 Efeito
1039B ' sinérgico
Composto (3a) 62,5ug/mL  0,97pg/mL 0,02
- 0,02 -
A AmpicilinatSubactam  16ug/mL 0,25ug/mL Efeito
baumanii 0,52 parcialmente
10248 Composto (3a) 125pg/mL 62,5ug/mL 0,5 sinérgico

Fonte: O Autor.

CMI (Concentracdo Minima Inibitéria); CIF (Concentrag&o Inibitéria Fracionada); ICIF (indice de

Concentragdo Inibitéria Fracionada.



48

6 CONCLUSAO

Como suscitado no inicio da pesquisa, conseguimos sintetizar e caracterizar
com éxito o composto 4-Amino-5-ciano-2-(p-metoxifenil)-6-(m,p-clorofenil)-pirimidina.
Este composto inédito mostrou comprovada acao terapéutica frente a diferentes
formas proliferativas de Trypanossoma cruzi e Leishmania amazonensis que s&o
responsaveis por duas das doencas parasitarias negligenciadas que mais acomete as
populacBes pobres do globo. O nosso composto também evidenciou a sua atividade
antimicrobiana frente a cepas de Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumanii e
Pseudomonas aeruginosa. Com destaque para cepas resistentes de S. aureus. Os
dados obtidos nesta pesquisa nos motiva a continuar trabalhando neste composto.
Posteriormente realizando testes para avaliar a inibicdo da formacao de biofilmes,
avaliar também o perfil de morte celular, como também obter imagens de microscopia
eletrbnica. Este composto promissor nos estima a cogitar também substituicdes na
sua estrutura a fim de avaliar comparativamente suas atividades, descobrindo assim

novas formas terapéuticas para essas doencas ainda tdo esquecidas.
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