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PERFIL ANTIBACTERIANO DE NOVOS DERIVADOS N-ACILIDRAZONICOS
SUBSTITUIDOS

Willian Charles da Silva Moura?®, Denise Nascimento Pereira?, Zilka Nanes Lima®, Ricardo
Olimpio de Moura®*

RESUMO

As subunidades estruturais acilidrazona estdo presentes em diversas substancias com
atividades biologicas bem relatadas. O presente estudo objetivou a avaliagdo in vitro do
perfil antibacteriano de novos derivados N-acilidrazdnicos substituidos, visando obter
potenciais agentes terapéuticos mais eficazes, seguros e potentes. Os testes antibacterianos
foram realizados através da técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com o protocolo
M7-A9 (NCCLS, 2012). As cepas testadas foram Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli ATC 25922. Constatou-se que o composto AMACO1 foi o que apresentou
melhor atividade frente as duas cepas testadas, o0 que pode ser explicado pela presenca do
nucleo acridinico sem substituintes. Para a série JR 0os compostos nitrados substituidos nas
posicOes orto-para foram o0s que apresentaram melhor atividade para ambas as cepas.
Baseado nos resultados se constatou que 0s compostos acridinicos e 0 grupamento nitro
podem ser trabalhados posteriormente aplicando-se técnicas de modificacdo molecular a fim
de obter um Hit promissor.

Palavras-chave: Microdiluicdo. Acilidrazonicos. Atividade Antibacteriana.

ANTIBACTERIAL PROFILE OF NEW DERIVATIVES N- ACYLHYDRAZONES
REPLACED

ABSTRACT

The structural subunits acylhydrazone are present in various substances with well reported
biological activities. This study aimed to evaluate in vitro antibacterial profile of new
substituted N-acylhydrazones derivatives, to obtain potential therapeutic agents more
effective, safe and potent. The antibacterial tests were performed using the broth
microdilution technique according to the protocol M7-A6 (NCCLS, 2006). The strains were
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli ATC 25922. If found that the
AMACO01 compound showed the best activity against the two strains tested, which can be
explained by the acridinic core presence without substituents. For the series JR the nitro
compounds substituted in the ortho-para showed the best activity for both strains. Based on
the results, it was found that acridinic compounds and the nitro grouping can be worked
subsequently through applying techniques of molecular modification to obtain a promising
hit.
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1. INTRODUCAO

No tocante a busca de novos candidatos a farmacos, a estratégias de modificacdo
molecular de agentes antimicrobianos tem sido, ha muitos anos, uma das principais técnicas
abordadas, consistindo na realizacdo de pequenas modificagfes quimicas em um composto
protétipo matriz, possuidor de estrutura quimica e atividades bioldgicas bem conhecidas
(mantendo constante seu grupo farmacoférico) obtendo-se novos compostos analogos ou
homdlogos, sem perda das principais propriedades do composto matriz (MONTANARI,
1995). Além disso, como a resisténcia consiste no reconhecimento da estrutura do farmaco
pelos microrganismo, realizar substituicdes em farmacos ja existentes pode garantir um
maior potencial, superando 0os mecanismos de resisténcia, como também, diminuindo seus
efeitos toxicos (MADIGAN et al., 2010).

As subunidades estruturais hidrazona e acilidrazona estdo presentes em diversas
substancias com atividades biologicas bem relatadas e que podem ser utilizadas como
modelos para o planejamento de candidatos a novos farmacos. J& foram descritas, para os
compostos desta natureza, diversas atividades farmacologicas como acdo antiviral,
antiparasitaria, antimicrobiana, anticonvulsivante, analgésica e anti-inflamatoria, e
antiproliferativa (CACHIBA, 2012).

Dentre esses compostos, destacam-se 0s heterociclicos, 0s quais correspondem a
aproximadamente 65% dos farmacos atualmente empregados na terapéutica, de onde 95%
desses apresentam-se nitrogenados, e outros 25% apresentam atomos de enxofre em sua
composicdo quimica (BARREIRO; FRAGA, 2015). Além disso, estes compostos sdo
possuidores de ampla atividade bioldgica e possuem vantagem de ndo terem sido
extensivamente estudados.

Para a avaliacdo da atividade microbioldgica dos compostos, existe uma série de
testes que podem ser realizados in vitro ou in vivo. Para os testes in vitro destaca-se o de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), que permite investigar o crescimento microbiano
em resposta a submissdo dos microrganismos a essas drogas. De acordo com Alves et. al.
(2008), métodos de diluicdo sdo comumente utilizados para determinar a concentracao
minima de um agente necessario para inibir ou matar um microrganismo.

Dentre as indmeras bactérias patogénicas, podemos ressaltar o Staphylococcus
aureus considerado um patdgeno humano oportunista e frequentemente esta associado a
infeccdes adquiridas na comunidade e no ambiente hospitalar, e a Escherichia coli, bactéria
que habita o intestino humano e de alguns animais podendo ser benéfica ou prejudicial a
salde dependendo da espécie e quantidade no organismo (ANVISA, 2016).

Apesar do grande arsenal terapeutico de farmacos com atividade antibacteriana, vem-
se crescendo gradualmente a resisténcia microbiana a estes farmacos ocorrendo
normalmente, através de mutacdes que proporcionam a sintese de enzimas capazes de
conferir a inativacdo de tais substancias.

Baseado nos relatos acima expostos, este estudo objetivou o desenvolvimento de
novos derivados N-acilidrazonicos substituidos, através da sintese e elucidacgdo estrutural, e
na avaliacdo suas atividades antibacterianas in vitro visando obter potenciais agentes
terapéuticos mais eficazes, seguros e potentes.

2. MATERIAIS E METODOS

Os derivados N-acilidrazonicos foram sedidos pelo Laboratério de Sintese e
Vetorizacdo de Moléculas (LSVM) ligado a UEPB, Jodo Pessoa — PB.
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Foram utilizados as seguintes cepas padréo: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli ATC 25922 através do teste de microdiluicdo em caldo de acordo com o
protocolo M7-A9 pelo NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS (NCCLS, 2012).

A suspensdo bacteriana foi padronizada a partir de uma cultura de 24 horas em
solucdo salina a 0,9% estéril. Em seguida foi verificada a leitura em espectrofotémetro com
comprimento de onda de 625nm, que resulta em uma concentragdo de 1 a 2 x 10® UFC/mL
(corresponde a 0,5 na escala de McFarland). Por fim o inéculo foi diluido em Caldo Mueller
Hinton (MH) até uma concentracéo final de 10° UFC/mL, a qual foi utilizada nos ensaios.

As concentragfes finais dos derivados acilidrazbnicos variaram entre 1024 a 1
ug/mL. Os testes foram realizados em triplicatas. O meio de cultura utilizado nos testes foi o
Caldo MH. A droga controle utilizada foi a gentamicina e alguns pocos foram reservados
para os testes de esterilidade do meio e controle do crescimento bacteriano.

As leituras foram realizadas com o revelador resazurina a 0,025% do qual foi
adicionado em cada orificio 20 [JL e incubados por 4 horas. Depois de decorrido esse
tempo, verificou-se a presenca cor azul ou rosa, no qual a cor azul representa auséncia de
crescimento e a cor rosa indica o crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No grafico 1 se encontram as atividades antibacterianas dos derivados N-
acilidrazonicos sintetizados e suas respectivas Concentracées Inibitorias Minimas.

Gréafico 1 — Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) em pg/mL de derivados N-
acilidrazonicos frente as cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATC
25922
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Para a série JR, o composto JR0O9 (Figura 2), por ndo apresentar substituinte ao anel
aromatico, foi utilizado com referencia na analise de atividade para os demais compostos da
série testados. Observou-se que 0 mesmo apresentou um CIM de 1024 pg/mL para a cepa de
S. aureus e de 512 pg/mL para a cepa de E. coli, o que indica uma atividade aumentada para
a cepa Gram-negativa.
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Figura 2. Estrutura molecular do JR09

CN

Fonte: dados da pesquisa

Cachiba et al. (2012) ndo encontraram resultado antibacteriano muito significativo
quando avaliaram a eficacia de derivados acilidrazénicos frente a trés espécies de bactérias
S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, sendo uma cepa de cada espécie.

Os compostos JR6 e JR11 apresentaram atividade semelhante ao composto JROO9.
Contudo, estes apresentam grupos substituintes na posicdo 4 (para) (Figura 3) do anel
benzénico, o qual a presenca de grupos retiradores e doadores de elétrons na posicdo para
do aromético ndo influencia na atividade dos mesmos, quando comparado ao composto
JR0O9 sem substituinte.

Figura 3. Diferencas estruturais entre (1) JR06 e (2) JR11
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Fonte: dados da pesquisa

Entretanto, grupos fortemente retiradores, como o nitro (NO,), parece modular a
atividade. Analisando os compostos JR05, JR08 e JR16, todos apresentam a mesma formula
molecular, LogP e Peso molecular, variando somente na posicdo do grupamento NO;, em
que esta ligado ao anel aromatico, conforme Figura 4.

Figura 4. Diferencas estruturais entre (3) JR05, (4) JR08 e (5) JR16 quanto a posicao do

grupo NO-,
N NG
G @) (L ©)

Fonte: dados da pesquisa
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Baseado nas suas estruturas, os compostos JRO5 e JRO8 apresentaram atividades
semelhantes para as duas cepas testadas (512 pg/mL para S. aureus e 256 pg/mL para E.
coli) respectivamente, sendo mais ativos para a cepa Gram-negativa. Ja o composto JR08
apresentou atividade de 512 pg/mL para ambas as cepas, obtendo uma atividade inferior em
relacdo a cepa Gram-negativa, quando comparado aos compostos anteriormente citados.

Essa diferenca na atividade pode esta relacionada a posicdo dos grupos substituintes,
pois se constatou que, para o grupamento NO,, a posi¢do orto-para é mais favorecida para a
atividade antibacteriana em cepa Gram-negativa.

Almeida (2009) constatou que em estudos envolvendo nitro-aromaticos, a presenca
do grupo nitro na posicdo 5 do anel aromatico substituido na posicdo 2 é crucial para a
atividade antibacteriana.

Figura 5. Estrutura quimica e atividade antimicrobiana de compostos 2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazolinicos (ROLLAS, 2002).
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Concentracio mlb\torla minima (L9 /mL)

S. aureus 8 625 16 125
E coli 350 500 250 125
P aeruginasa 250 250 250 125
C albicans 8 250 250 125

Fonte: dados da pesquisa

Diante dos resultados obtidos com 0s compostos nitrados, pensou-se em testar
derivados acilidrazdnicos com aldeidos substituidos por grupamentos nitrogenados (N-R),
sendo esses com perfil doador (Figura 6) e de acordo com o grafico 1 0os compostos
apresentaram a mesma atividade perante as cepas testadas em relagdo aos compostos

nitrados, sendo o0 2-NO; ainda 0 mais promissor, obtendo assim o mesmo comportamento
quimico e biolégico.
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Figura 6. Diferencas estruturais entre (6) JR15 e (7) JR20 quanto ao grupo N livre e
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Fonte: dados da pesquisa

Os dois compostos com grupamentos nitrogenados apresentaram CIM de 512 pg/mL
para as duas cepas testadas, o qual comprova que a ciclizacdo do nitrogénio e o0 aumento do
tamanho da molécula, ndo interfere na atividade biologica, mas comprovam a importancia
do insercédo de nitrogénio na molécula é favoravel para atividade.

Partindo desse pressuposto, se pensou em testar compostos aromaticos nitrogenados
(Figura 7) a fim de verificar a influencia da planaridade e aromaticidade na atividade
bacteriana.

Figura 7. Diferencas estruturais entre (8) JR-18, (9) JR-19 e (10) JR-21 quanto a auséncia e
presenca de anel benzénico fusionado a um anel aromatico nitrogenado.

(8) (9) (10)
Fonte: dados da pesquisa

Ao analisar as estruturas e correlaciona-las com o resultado microbiologico descrito
no grafico 1, verificou-se que 0s compostos aromaticos nitrogenados fusionados a um anel
benzénico (JR-18 e JR-19) apresentaram a mesma atividade para as duas bactérias testadas
(CIM de 512 pg/mL), mesmo um tendo anel de 6 e outro de 5 membros; Contudo o
composto JR-21 apresentou atividade diminuida para a cepa Gram-positiva (CIM de 1014
pg/mL).

De fato, os anéis aromaticos nitrogenados fusionados ao anel benzénico contribuem,
consideravelmente, para um aumento da atividade antibacteriana desses compostos,
confirmando a estratégia de que a planaridade e aromaticidade sdo promissoras para
atividade proposta.

Desta forma, pensou-se em verificar a influencia de mais um anel benzénico
fusionado ao composto JR-18, o que nos levou a verificar a atividade antimicrobiana do
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composto AMACO01, que apresenta um nucleo acridinico.

Baseado em estudos da literatura envolvendo o ndcleo acridinico, verificou-se que o
mesmo apresenta consideravel atividade antibacteriana, sendo assim dois derivados N-
acilidraz6nicos acoplados com nucleos de acridina (Figura 8) foram testadas para ambas as
cepas.

De acordo com o gréafico 1, o composto AMACO1 (2-ciano-acridin-9-il-metileno-
hidrazida) apresentou um CIM de 256 pg/mL, tanto pata a cepa de Escherichia coli, quanto
para a cepa de Staphylococcus aureus, o que indica uma atividade moderada para ambas as
cepas. Quando comparado com o composto ACSAZ, que possui CIM de 1024 pg/mL para
Staphylococcus aureus e 512 pg/mL para Escherichia coli, observa-se que mesmo ambos
apresentando um nicleo acridinico, o composto ACSAZ apresentou uma atividade
diminuida para as duas cepas sendo um pouco mais ativo para a cepa Gram-negativa.

Figura 8. Diferencas estruturais entre (11) AMACO1 e (12) ACSAZ
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Fonte: dados da pesquisa

Essa diminuicdo da atividade do ACSAZ pode estd relacionada aos grupos
substituintes no anel acridinico, como demonstrado na Figura 7, uma vez que 0 composto
AMACO1 ndo apresentou substituicbes nos anéis aromaticos e sua atividade foi melhor do
que o composto ACSAZ em ambas as cepas, como também a auséncia da funcdo imina
(N=CH) entre o nucleo acridinico e o esqueleto carbdnico pode influenciar na interacdo do
composto com o alvo bioldgico.

Os resultados obtidos corroboram com Araujo et al. (2013), o qual avaliou a acéo
antimicrobiana de dois compostos acridinicos frente as cepas Escherichia coli (ATCC) e
Helicobacter pylori (ATCC), onde constatou acdo bactericida na concentracdo de 1000
pg/mL para cepa de E. coli.

4. CONCLUSOES

A avaliacdo microbiolégica constatou-se que compostos com grupamentos
retiradores de elétrons na posicdo orto-para do anel aromatico sdo mais favoraveis para a
atividade antibacteriana. Observamos também que os heterociclos aromaticos nitrogenados
sdo favoraveis para atividade, principalmente os compostos contendo ndcleo acridinico em
sua estrutura, confirmando a ideia de que a planaridade e aromaticidade associada a um
nitrogénio sdo importantes para atividade. Além disso, observamos que a funcdo imina
diretamente ligada a um anel aromatico deficiente de elétrons, principalmente na posigdo 1
do benzeno (JR-05 e 08) ou 9 do ndcleo acridinico (AMACO1) sdo favoraveis para atividade
antibacteriana.
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