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RESUMO

A resisténcia apresentada por parte dos patogenos existentes no mundo todo, somada a falta
de antimicrobianos inovadores sdo grandes problemas para a humanidade, principalmente em
tempos pos-pandemia. Nesse sentido, a Quimica Medicinal se destaca como uma area muito
importante tendo em vista seu papel no descobrimento e planejamento de novos candidatos a
farmacos. Produtos naturais séo, ha muito tempo, empregados como substancias de partida na
elaboracdo de derivados potencialmente bioativos, muitas vezes por derivatizacdo com grupos
quimicos reconhecidamente importantes como farmaco6foro. Tendo isso em vista, e levando
em conta as pesquisas deste grupo com eugenol e seus analogos, objetivou-se com deste
trabalho sintetizar dezesseis derivados piperazinicos do eugenol/dihidroeugenol, caracteriza-
los, avaliar sua citotoxicidade e suas atividades antibacteriana, antimicobacteriana e
tripanossomicida in vitro. Para a sintese dos derivados, empregou-se essencialmente a reacdo
de Mannich envolvendo eugenol ou dihidroeugenol, formaldeido e um conjunto de diferentes
piperazinas. As substancias planejadas, denominados IRLAE1-IRLAE10 e IRLADI1-
IRLAD10 foram obtidas com rendimentos entre 10-84% e tiveram suas identidades
comprovadas por métodos de andlise estrutural. Das 16 substancias sintetizadas, 13 sdo
inéditas. Das avaliacOes bioldgicas, observou-se que todas elas apresentaram citotoxicidade
somente acima de 500 uM e que demonstraram apenas baixa atividade contra o parasita
Trypanosoma cruzi (acima de 125 pM). Entretanto, os derivados IRLAES, IRLAES9,
IRLAE10, IRLAD4, IRLAD9 e IRLA10 mostraram atividade antibacteriana e
antimicobacteriana expressivas (CIM entre 1,22 e 19,53 pug.mL™) contra todas as espécies
testadas (Mycobacteroides abcessus, Mycobacterium fortuitum, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa), inclusive
contra isolados clinicos resistentes. Ainda, essas seis substancias mostraram-se ativas contra a
formacdo de biofilmes de espécie em valores de fragdo da concentracdo inibitria minima.
Esses achados apontam parte dos produtos como promissores e os destacam como bons

prototipos para estudos mais aprofundados na busca de novos antimicrobianos.

Palavras-chave: eugenol; dihidroeugenol; piperazinas; bases de Mannich; antimicrobianos;



ABSTRACT

The resistance presented by pathogens existing worldwide, added to the lack of innovative
antimicrobials, are major problems for humanity, especially in post-pandemic times. In this
sense, Medicinal Chemistry stands out as a very important area in view of its role in the
discovery and planning of new drug candidates. Natural products have long been used as
starting substances in the preparation of potentially bioactive derivatives, often by
derivatization with chemical groups that are known to be important as a pharmacophore.
Taking into account the research of this group with eugenol and its analogues, the objective of
this work was to synthesize sixteen piperazine derivatives of eugenol/dihydroeugenol,
characterize them, evaluate their cytotoxicity and their antibacterial, antimycobacterial and
trypanocidal activities in vitro. For the synthesis of the derivatives, the Mannich reaction
involving eugenol or dihydroeugenol, formaldehyde and a set of different piperazines was
used. The chemical substances, called IRLAE1-IRLAE10 and IRLAD1-IRLAD10 were in
yields between 10-84% and had their identities proven by structural analysis methods. Of the
16 synthesized substances, 13 are new. From the biological estimates, it was observed that all
of them showed cytotoxicity only above 500 uM and that only low activity against the
Trypanosoma cruzi parasite (above 125 pM). However, the derivatives IRLAES, IRLAES,
IRLAE10, IRLAD4, IRLAD9 and IRLA10 found significant antibacterial and
antimycobacterial activity (MIC between 1.22 and 19.53 pg.mL™?) against all transient species
(Mycobacteroides  abscessus, Mycobacterium  fortuitum,  Staphylococcus  aureus,
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa), including
against resistant clinical isolates. Furthermore, these six substances proved to be active
against the formation of biofilms of species at emission values of the minimum inhibitory
concentration. These findings point to some of the products as promising and highlight them

as good prototypes for further studies in the search for new antimicrobials.

Keywords: eugenol; dihydroeugenol; piperazines; Mannich bases; antimicrobials;
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1 INTRODUCAO

E de conhecimento geral que ao longo dos anos alguns patégenos vém se tornando
mais resistentes aos farmacos convencionais, chegando a mudar a maneira como estes séo
administrados de tempos em tempos em pacientes. Isso faz com que a falta de variedade
desses farmacos se caracterize como um problema crescente atualmente. A situacdo € tdo
alarmante que, desde 2013, o Centro de Controle de Doencas e a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) vém monitorando esses patdgenos, publicando relatérios e conscientizando a
populagéo (CDC, 2021).

Antes da pandemia em 2019, em seu ultimo relatério de vigilancia de resisténcia a
antimicrobianos, o Centro de Controle de Doencas relatou a existéncia de ameacas urgentes
como 8500 casos de Acinetobacter (causadora de pneumonia) resistente ao carbapenem, 323
casos de multirresisténcia da Candida auris e mais de 500 mil casos por anos de Neisseria
gonorrhoeae resistente a diversos farmacos, entre outros patogenos (CDC, 2019).

Além do cenério serissimo, a OMS (2022) reportou que grande parte do progresso no
combate a resisténcia de antimicrobianos com esses relatorios, revezamento de medicamentos
e assembleias de conscientizacdo foi perdido devido a pandemia da covid-19. Isso foi devido
ao grande numero de internacdes hospitalares e falta de pessoal, fazendo com que o sistema
de saude fosse sobrecarregado, ndo tendo assim o rastreamento eficaz de infeccBes por
patdgenos resistentes a antimicrobianos adquiridas em hospitais. Assim, é de grande
importancia e urgéncia que novos antimicrobianos sejam sintetizados/descobertos para que
essa demanda mundial possa ser suprida.

Dentre as diversas doencas que preocupam a humanidade, a Doenca de Chagas (DC) é
uma que tem ganhado destaque nos ultimos anos. Causada pelo parasita Tripanosoma cruzi, a
DC é categorizada como uma Doenca Tropical Negligenciada, pelo fato de afetar
principalmente paises tropicais subdesenvolvidos, fazendo com que ndo houvesse grande
interesse por parte da inddstria farmacéutica em desenvolver medicamentos para essa
enfermidade. Contudo, esse cenario tem mudado nos ultimos anos devido ao grande
investimento de paises latinos na pesquisa, planejamento e desenvolvimento de novos
farmacos (TROUILLER, et al; 2009).

A transmissdo da doenga acontece principalmente através das fezes dos insetos do
género Triatoma (um deles popularmente conhecido como “barbeiro™) que entram em contato
com a ferida causada pela picada deste. Segundo Lidani et al.(2019), a Doenca de Chagas

acomete de 6 a 8 milhGes de pessoas no mundo todo e causa aproximadamente 50 mil mortes
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por ano. Em um dado mais recente trazido por Bern et al.(2020) as estatisticas mostravam 1,2
milhdo de casos de cardiomiopatia, colocando essa doenca como a primeira no fardo de
doencas parasitarias. Ainda segundo o0s autores, essa situacdo tornou-se mais alarmante
devido ao aparecimento de novas infecgdes em paises ndao endémicos, como Estados Unidos e
paises da Europa, devido a imigracéo de pessoas infectadas pelo parasita.

Essa problemaética se torna mais preocupante pelo fato de que s6 ha& dois farmacos
disponiveis aprovados pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos estadunidense (em
inglés FDA) para o tratamento da doenca, sendo eles o nifurtimox e benznidazol. Assim, é
urgente a procura de novos antimicrobianos, seja para a Doenca de Chagas ou para outros
patdgenos que veem apresentando resisténcias aos farmacos ja existentes, como os do género
Candida.

Nesse ambito o eugenol e seus derivados apresentam estruturas importantes para a
Quimica Medicinal devido a suas diversas atividades bioldgicas. Sendo encontrado
principalmente no Cravo-da india, o eugenol é conhecido por suas propriedades analgésicas e
anti-inflamatorias, porém ele e seus derivados tém grande destaque no ambito antifingico,
tripanossomicida e antibacteriano. Além disso, € um composto com alta versatilidade
sintética, podendo sofrer substituicdes em seu anel aroméatico, modificagdes em sua hidroxila
fendlica e em seu grupo éter, trazendo grandes possibilidades em termos de novos
antimicrobianos (PRAMOD; ANSARI; ALI; 2010).

Além do eugenol, outro composto que vém chamando atencdo nas pesquisas € a
piperazina e seus analogos. Estes apresentam importantes atividades biologicas como a
anticancer, antiviral, antibacteriana, antifingicas, dentre outras (SHAQUIQUZZAMAN, et
al.2015). O nucleo piperazinico é constituido por um anel de quatro atomos de carbono e dois
de nitrogénio em posicdo 1,4 em relacdo ao outro e estd presente em alguns farmacos
disponiveis no mercado como o imatinib, aripiprazol, ranolazina, entre outros (WU, 2012).

Por ultimo, nas pesquisas de desenvolvimento de novos farmacos as bases de Mannich
representam um grupo farmacoférico muito importante para a quimica medicinal. Um dos
motivos para isso é que esses compostos possuem grande diversidade estrutural, devido aos
tipos de substratos que podem ser submetidos a essa reacdo e da variedade de aminas que
podem ser empregadas. Além disso, as bases de Mannich tendem a apresentar atividades
bioldgicas interessantes como antibacteriana, antifingica, antiviral, entre outras (ROMAN,
2015).

Em vista dos fatos apresentados, esses compostos tém um grande potencial que vem

sendo explorado na pesquisa de desenvolvimento de novos farmacos, podendo trazer
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resultados muito promissores nesse sentido. Assim, com esse trabalho objetivou-se, explorar a
quimica do eugenol e do nucleo piperazinico atraves da reacdo da formacdo das bases de
Mannich, em busca de compostos inéditos que tenham potencial para se tornarem novos

candidatos a farmacos, suprindo essa demanda tdo urgente.
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2 OBJETIVOS

e Objetivo geral: sintetizar derivados piperazinicos do eugenol e de seu analogo

dihidroeugenol e avaliar o potencial antimicrobiano destes;

e Objetivos especificos:

Sintetizar derivados do eugenol e do dihidroeugenol por meio de incorporacao
de diferentes unidades piperazinicas;

Caracterizar estes derivados;

Avaliar a citotoxicidade in vitro destes derivados frente a células H9c2
(cardiomioblastos de ratos) e HepG2 (derivadas de carcinoma hepatocelular
humano).

Avaliar o potencial antibacteriano e antimicobacteriano, contra bactérias
patogénicas Gram negativas e positivas, micobactérias de crescimento rapido.
Avaliar o potencial antiparasitario, contra diferentes formas evolutivas de

Trypanosoma cruzi;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 GENERALIDADES E TRATAMENTO DA DOENCA DE CHAGAS

A Doenca de Chagas (DC) é uma doenca causada pelo parasita T. cruzi. A hipdtese da
origem desse parasita é que foi a partir do tripanosoma de morcego T. marinkellei, por ser
geneticamente similar a este. Segundo Steverding (2014), existem evidéncias de infeccéo pelo
T. cruzi até antes do periodo colonial, tendo até mesmo corpos mumificados em que o0 DNA
desse parasita foi encontrado.

A descoberta e melhor estudo do T. cruzi e da doenca foi realizado pelo médico Carlos
Chagas que os estudou em uma zona rural do Brasil em 1990, dando o nome de seu mentor
Oswaldo Cruz ao parasita recém-descoberto. Em seu estudo, Chagas isolou o parasita de um
gato doméstico e de uma crianca que apresentava sintomas da doenca, levando-o a
caracterizacdo completa do ciclo da doenca assim como as espécies de vetores (BERN et al.,
2020).

A DC é considerada uma doenca tropical negligenciada, pelo fato de que apenas areas
rurais de paises latinos sdo endémicas dessa enfermidade. Isso faz com que grandes empresas
farmacéuticas ndo possuam interesse no desenvolvimento de novos farmacos, por se tratar de
paises pobres em que a maior parte da populacdo ndo tera condicGes financeiras para tal
tratamento. Esse é um dos fatores que dificulta a luta contra essa doenca (SANTOS et al.,
2020).

Atualmente, segundo a OMS (2022), sdo mais de 6 milhdes de casos em todo mundo,
tendo mais de 30 mil novos casos por ano e causando aproximadamente 10 mil mortes
relacionadas a doenca. Além desse alarmante paradigma, essa doenca estd aos poucos
acometendo areas urbanas dos paises da América do Sul devido a imigracdo, além também de
ter chegado a paises de outros continentes. Assim, o 6rgdao de salde, estabeleceu como
objetivos a informacdo e conscientizacdo global sobre a enfermidade e dados da deteccdo do
maior numero de casos existente quanto possivel, para que se tenha um controle melhor desse
cenario.

O parasita T. cruzi, em seu ciclo de vida apresenta trés formas. A primeira delas é
chamada de epimastigota e € encontrada no sistema digestivo do inseto vetor, possuindo um
formato alongado; a segunda forma é a tripomastigosta na qual o parasita encontra-se no
sangue e em ambiente extracelular; a terceira forma é a arredondada enquanto o parasita

encontra-se dentro das células do hospedeiro (BERN, 2015).
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Quando possui quantidade suficiente de parasitas em ambiente intracelular, mudam
novamente para a forma tripomastigosta, rompendo a célula causando parasitemia para
recomecar o ciclo através da picada do inseto vetor novamente, infectando este inseto. Abaixo

é possivel ver uma ilustracdo do ciclo de vida desse parasita (Figura 1).

Figura 1 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Centro de Controle de Doencas (2021, adaptado).

Além da transmissdo do parasita pelo inseto vetor (vetorial), existem também outros
tipos de infeccdo, embora menos frequentes que esta ultima. Um exemplo é a infecgdo por via
oral, que ocorre quando ha a ingestdo de alimentos contaminados pelo T. cruzi. Porém, 0s
tipos de transmissdo que vem preocupando paises ndo endémicos, como Estados Unidos, séo
a Vertical (que ocorre durante a gravidez em que o parasita passa para o feto pelo sangue) e
pela transfusdo de sangue ou doagdo de 6rgdos. Esses fatores se tornam muito mais sérios
pelo fato de que a maioria das pessoas que apresentam parasitemia ndo sabem disso. Assim,
isso faz com que a imigracdo dessas pessoas da América do Sul para outros paises seja um
problema (BERN et al., 2020).
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Assim como o parasita possui diferentes formas, a Doenca de Chagas também se
manifesta de duas maneiras diferentes, que s&o chamadas de fase aguda e fase cronica. A
primeira fase da doenca ocorre nas primeiras semanas de infeccdo, podendo durar até 3
meses. Esta fase é assintomatica ou até mesmo oligossintomatica, sendo que 0s sintomas
podem incluir prurido no corpo, erupcdo cutanea, febre, perda de apetite, entres outros. Esta
fase é a que tem mais probabilidade de sucesso no tratamento, porém devido ao fato de que o
individuo melhora em pouco tempo, muitas pessoas ndo descobrem e ndo tratam a doenca,
permanecendo infectadas (CDC, 2022).

Ja a fase cronica da doenca ocorre apds a primeira fase e pode levar anos para
apresentar algum sintoma, ou até mesmo ndo apresentar durante a vida toda. Um exemplo
disso pode ser encontrado na primeira paciente Berenice Soares de Moura, diagnosticada pelo
préprio Carlos Chagas. Esta viveu sua vida toda sem apresentar sintomas, falecendo aos 72
anos por causas néo relacionadas ao parasita (LIDANI et al., 2019).

Nesta fase da doenca, 0s sintomas se tornam mais agravados e a taxa de sucesso do
tratamento diminui. Os sintomas podem incluir alargamento de alguns 6rgdos como coragédo
(podendo causar insuficiéncia cardiaca, alteracdo do ritmo cardiaco e parada cardiaca), figado,
esdfago e cdlon (podendo causar diversas complicacBes gastrointestinais como dificuldade
para comer e/ou defecar) (CDC, 2012). Pode-se observar abaixo um diagrama das fases da
doenca (Figura 2).

Figura 2 - Evolucdo da Infec¢do pelo parasita Trypanosoma cruzi.
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Fonte: CCD (2012, adaptado).

O tratamento da doenca se da pela administracdo de antiparasitario por algumas
semanas. O primeiro e mais conhecido deles é o benznidazol (1, Figura 3), indicado para
individuos de 2 a 12 anos de idade, sendo por via oral de 5-8 mg/kg/dia em 2 doses divididas
por um periodo de 60 dias. O segundo € o nifurtimox (2, Figura 3) e é indicado para adultos,
sendo também via oral se constituindo de 8 a 10 mg/kg/dia em duas doses por 60 dias (CDC,
2021).
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Figura 3 - Estruturas dos dois farmacos disponiveis para o tratamento da Doenca de

Chagas.
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Fonte: Do autor (2023).

Outra problemética do tratamento da Doenca de Chagas encontra-se nos efeitos
colaterais desses farmacos. Segundo Bermudez et al.(2016), para o benznidazol, sua baixa
solubilidade afeta diretamente sua biodisponibilidade. Assim faz requerer maior dose, tendo-
se consequentemente maior toxicidade, podendo causar sintomas como dermatite esfoliativa,
supressao da medula 6ssea, neuropatia periférica, entre outros.

Ainda segundo os autores, o nifurtimox pode causar como efeitos colaterais doencas
gastrointestinais, polineurite, confusdo, convulsbes focais ou generalizadas e até mesmo
psicose. A taxa de sucesso dos dois tipos de tratamento € aproximadamente 99% quando
realizado na fase aguda da doenca. Porém essa taxa cai se realizado na fase cronica, que €
onde a maioria das pessoas descobre a doenca, por ndo apresentar sintomas até entdo
(JACKSON; WYSSA; CHAPPUIS, 2020).

Além dos efeitos colaterais, ainda existe a problematica do custo do tratamento. Se
levarmos os dados de doses diarias recomendadas pelo Centro de Controle de Doencas
supracitados, para um adulto de 70 kg e o preco atual do nifurtimox (Lampit®
aproximadamente, 1300,00 reais por 100 comprimidos de 30 mg) (DRUGS, 2022) o
tratamento completo da doenca pode chegar a mais de 18 mil reais. Isso é inviavel para uma
enfermidade que afeta predominantemente paises pobres.

Com isso, muitos pacientes preferem interromper ou nem chegar a realizar o
tratamento, seja pelo custo elevado ou pela quantidade de efeitos colaterais, preferindo viver
com a doenga, estando ciente que possa ter um tempo de vida curto devido a ela.

Em vista dos argumentos apresentados, é urgente o desenvolvimento de farmacos
inéditos para a Doenca de Chagas, fazendo com que a pesquisa de substancias que tenham
potencial antiparasitario seja essencial e tenha crescido exponencialmente nos Gltimos anos,

explorando muitas vias partindo-se de produtos naturais e de caminho puramente sintéticos.
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3.2 GENERALIDADES E TRATAMENTO DE DOENCAS FUNGICAS

Outro tipo de enfermidade que é um problema para a humanidade sdo as doencas
advindas das infeccGes fungicas, principalmente na realidade pds-covid-19 quando se fala de
pessoas hospitalizadas. No cenério atual, esses tipos de doencas sdo responsaveis anualmente
por pelo menos 13 milhdes de infecgdes e 1,5 milhdo de mortes no mundo todo, chegando a
custar mais de 6 bilhdes de dolares por ano (RAYENS; NORRIS, 2022).

Este tipo de infecdo se torna um problema muito sério quando se trata de pessoas
imunocomprometidas, como portadores do HIV, pacientes sob tratamento quimioterapico ou
com imunossupressores. Isso faz com que uma infec¢do por um patdgeno trivial para uma
pessoa imunocompetente possa significar sequelas grave ou morte. Outro aspecto que torna
essa situacdo mais alarmante sdo casos de coinfec¢do, em que o individuo adquire algum
patégeno em instalacGes hospitalares ao ser tratado por outra condi¢cdo, que segundo um
estudo realizado por Rawson et al. (2020) ocorreu em 8% dos casos de infeccdo pelo novo
coronavirus.

Com isso, a atencdo dos pesquisadores da area de ciéncias farmacéuticas para com
infecgBes fungicas vém crescendo, principalmente devido ao atual cenério de resisténcia de
antimicrobianos. Segundo o CCD (2021), é estimado que ao redor do mundo 19% das
infecgBes por Aspergillus fumigatus apresentam resisténcia ao azdis, que sdo farmacos mais
comuns como antifingicos. Um dos motivos para isso pode estar no uso desses compostos
como fungicidas na agricultura. A consequéncia é que mais individuos possam ter contato
com esses compostos, pois ainda segundo o 6rgdo de saude, esse uso quadruplicou.

Neste cenario, as infecgdes por fungos do género Candida também sdo um problema,
pois, ainda segundo o 6rgdo, 7% do fungo Candida advindas de amostras de sangue sdo
resistentes ao farmaco de referéncia no mercado fluconazol. Além disso, esse patogeno
comecgou a apresentar resisténcia a outra classe de farmacos, que sdo as equinocandinas, algo
gue ndo acontecia no passado. Com isso, percebe-se a necessidade de desenvolvimento de
novos farmacos antiflngicos.

Existem mais de 17 espécies de Candida que sdo patogénicas para seres humanos,
porém, a maioria das infeccdes é causada pelo C. albicans. Este € um fungo oportunista,
dimorfico, podendo estar na forma de leveduriformes ou por filamentos que formam hifas
(Figura 4). Este patdgeno ja existe normalmente na microbiota humana e ndo causa problemas

quando sua populagdo € controlada. Entretanto, quando ha desestabilizacdo imunoldgica do
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hospedeiro, esse patdgeno toma proveito para se multiplicar, assim causando a candidiase
(PAPON et al., 2013).

Figura 4 - Formas do Candida albicans.

Leveduriformes Hifas

Fonte: SUDBERY (2011, adaptado).

Os tipos mais comuns de manifestacdo dessa doenca, sdo por via oral ou no 6rgao
sexual, provocando erupcdes, sensacdo de queimacao, bolhas, mancha brancas, coceira e dor
na area afetada. Porém, dependendo do estado imunologico da pessoa, pode se tornar um caso
de infeccdo invasiva pelo patdgeno, onde todo o corpo é afetado. Em casos mais extremos a
infeccdo atinge o cérebro, atravessando a barreira hematoencefélica, causando serios
problemas neurolégicos (SNARR; DRUMMOND; LIONAKIS, 2020).

Para o tratamento da infecgdo por C. albicans, os farmacos mais utilizados sdo os
azoOis. Estes sdo compostos heterociclicos de cinco membros contendo um &tomo de
nitrogénio e pelo menos um outro heterodtomo no anel. Os mais conhecidos dentre os azois
existentes, sao o fluconazol e o itraconazol (3, 4, Figura 5). Além desta classe de farmacos,

existem também a flucitosina, a anfotericina B (5, 6, Figura 5) e as equinocandinas.
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Figura 5 - Exemplos de antifungicos utilizados no tratamento da Candidiase.
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Fonte: Do autor (2023).

Esses farmacos podem ser administrados através de “sistemas de entrega”, o qual
compreende cremes de 1 até 4%, supositorios vaginais de 100 até 1200 mg e comprimidos
orais de 150 mg (fluconazol, dose Unica). Entretanto, para a candidiase invasiva o CCD
recomenda a administracdo intravenosa de um antifngico, que deve durar até duas semanas
depois do cessar dos sintomas para casos de candidemia (CCD, 2020).

Apds a cura da candidiase ¢ comum o individuo ter sintomas como febre, calafrios,
fraqueza, entre outros, um efeito colateral da rapida eliminacdo da populacdo do fungo no
corpo. Porém algo que é muito preocupante sdo os possiveis efeitos colaterais dos farmacos
azois, segundo Benitez e Carver (2019, p. 833, tradugéo nossa):

O uso prolongado de azolicos estéa associado a hepatotoxicidade e efeitos hormonais,
incluindo ginecomastia, alopecia, diminuicdo da libido, oligospermia, azoospermia,
impoténcia, hipocalemia, hiponatremia e (raramente) insuficiéncia adrenal.
voriconazol e posaconazol tém sido associados a neuropatias periféricas e
itraconazol e voriconazol com pancreatite.

Além dos fungos do género Candida, outro que se pode dar destaque no cenario atual
é o Aspergillus (Figura 6). Este também é oportunista, ou seja, é patogénico em situacoes

anormais do sistema imunoldgicos, algo que determina a severidade dos sintomas
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apresentados pelo hospedeiro. Este fungo afeta principalmente os pulmdes, sendo o sintoma
mais comum a hemoptise, porém o hospedeiro pode apresentar também febre, perda de peso,
baqueteamento e mal-estar (RISCILI; WODD, 2009).

Figura 6 - Imagem microscopica do Aspergillus fumigatus.

Fonte: CCD (2021)

A preocupacdo que gira em torno desse patdgeno estd em sua onipresenca nos
ambientes e no desenvolvimento de resisténcia a antifingicos, podendo causar infeccdo
invasiva. Segundo Dutkiewicz e Hage (2010), esses casos vém aumentando devido ao
aumento também de infec¢des pelo Aspergillus. Em pacientes imunocomprometidos a taxa de
infeccdo invasiva aumentou de 0,33 para 5,8%.

Assim como a Candida, o principal tipo de tratamento para aspergilose também
depende muito de farmacos triaz6licos como itraconazol, voriconazol e o isavuconazol.
Entretanto, a resisténcia a esse antimicrobianos por parte do patégeno vem aumentando com o
passar dos anos. Um exemplo disso pode ser encontrado em um estudo realizado por
Ziotkowska et al. (2014) mostrou que toda as cepas de A. fumigatus testadas foram resistentes
ao miconazol e 70 a 90% delas apresentaram resisténcia a azois e anfotericina B, como pode

ser visto na figura a seguir (Figura 7).
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Figura 7 - Resistencia apresentada pelo Aspergillus fumigatus.
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Fonte: ZIOLKOWSKA; TOKARZEWSKI; NOWAKIEWICZ (2014, adaptado).

Neste sentido, a resisténcia relacionada ao género Candida também se mostra
preocupante. Segundo o CCD (2019), a ameaca é considerada de nivel sério e casos de
resisténcias sdo apresentados principalmente por pacientes hospitalizados, representando 7%

de todas as infec¢des. Segundo Ksiezopolska e Gabaldédn (2018, p. 6, traducdo nossa):

Em vez disso, estudos epidemioldgicos estdo mostrando um aumento constante na
quantidade de isolados resistentes relatados, mesmo entre espécies naturalmente
suscetiveis. Por exemplo, um aumento na resisténcia ao fluconazol em espécies
naturalmente suscetiveis, como C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C.
sake e C. pelliculosa, foi observado em um programa de vigilancia populacional
compreendendo mais de 250.000 cepas de Candida isoladas entre 1997 e 2007.

Em vista disso, ndo s6 antiparasitarios inéditos sdo necessarios, mas antifungicos
também. Fazendo com que 6rgdos como a OMS e o CCD continuem a vigilancia constante,
reportando cada caso o quanto possivel dessas infeccdes em suas estatisticas, além de trazer

conscientizacao e verbas para as pesquisas de novos antimicrobianos.

3.3 GENERALIDADES E TRATAMENTO DE DOENCAS BACTERIANAS

Existem varios tipos de infeccGes bacterianas e muitas delas se tornaram um problema
para a humanidade, principalmente por apresentarem resisténcia aos antimicrobianos
existentes. Segundo Karaman et al. (2020), s6 na Europa a resisténcia por parte dos patdgenos

é responsavel por 25 mil mortes e faz com que sejam gastos 1,5 bilhdo de euro para custo
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extra do sistema de salde por ano. Ainda segundo os autores, a previsdo é que, se nada for
feito quanto a este cenario, passe a causar 10 milhGes de mortes por ano até 2050 e um gasto
de 100,2 trilhGes de dolares até este ano. Isso faz com que doencas que estavam sob controle
devido aos farmacos disponiveis sejam um problema novamente.

Parte dessa resisténcia é causada por bactérias que formam biofilme. Este se trata de
uma grande quantidade de bactérias aderidas a algum tipo de superficie, protegidas por uma
matriz extracelular (DAVIES, 2003). Essa protecdo faz com que esses patdgenos aumentem
sua resisténcia exponencialmente aos farmacos existentes (KARAMAN et al., 2020).

Dentre as ameagas mais urgentes, segundo o Ultimo relatério de ameacas por
resisténcia a antimicrobianos do CCD (2019), estdo bactérias do género Acinetobacter, a
bactéria Clostridioides difficile, e bactérias da familia Enterobacteriaceae. Um resumo dos
dados anuais de casos de pacientes em hospitais, mortes e custo extra nos Estados Unidos

podem ser encontrados na tabela a seguir (Tabela 1).

Tabela 1 - Principais bactérias que apresentaram resisténcias no ultimo anos.

Ameacas Urgentes Dados anuais para os Estados Unidos

Acinetobacter resistente ao Carbapenem 8500 casos hospitalares, 700 mortes. $ 28 1M
Clostridioides difficile 223900 casos hospitalares, 12800 mortes, $ 1B
Enterobacterales resistente ao Carbapenem 13100 casos hospitalares. 1100 mortes. $ 130 M
Neisseria gonorrhoeae resistentes a Féarmacos 550000 casos hospitalares, 1,14 M de novas infecgdes, $

Ameacas Sérias

Campylobacter resistente a fairmacos 448400 casos

Enterobacterceae produzindo ESBL (enzimas 197400 casos hospitalares, 9100 mortes, $ 1.2 B
Enterococci resistente a Vancomicina 54500 casos hospitalares. 5400 mortes. § 539 M
Pseudomonas aeruginosa resistentes a diversos 32600 casos hospitalares. 2700 mortes. § 767 M
Nontyphoidal Salmonella resistentes a firmacos 212500 infeccdes, 70 mortes

Salmonella sorotipo Typhi resistente a farmacos 4100 infeccdes. 700 mortes

Shigella resistente a filmacos 77000 infeccdes, 5 mortes

Staplyvlococcus aureus resistentes a Meticilina 323700 casos hospitalares, 10600 moltes, $1.7B
Streptococcus pneunioniae resistente a fairmacos 900 infeccdes, 3600 mortes

Tuberculosis resistente a farmacos 847 casos. 62 mortes. § 164000 por caso

Ameacas Preocupantes

Streptococcus grupo A resistente a Eritromicina 5400 infeccdes. 450 mortes

Streptococcus grupo B resistente & Clindamicina 1300 infeccdes. 720 mortes

Em Observacio

Aspergillus fumigatus resistente a azdis Sem Dados
Mycoplasma genitaliin resistente a fdlmacos Sem Dados
Bordetella pertussis resistente a failmacos Sem Dados

Fonte: CCD (2019, adaptado).
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Outra problemaética pertencente a este cenario sao as micobactérias. Estas sdo um tipo
de bactérias aerdbicas, que ndo se movem e que possuem uma parede celular complexa,
constituida principalmente de peptidoglicano, arabinogalactano e &cidos micdlicos. Esta
parede celular faz com que apresentem resisténcia a alcoois e acidos (GUZMAN et al., 2012).

Dentre as mais conhecidas estdo Mycobacterium tuberculosis, causadora da
tuberculose e M. leprae, causadora da hanseniase. Além dessas, existem as chamadas
micobactérias ndo tuberculosas (MNT) que geralmente sdo menos virulentas, mas que podem
fazer seu hospedeiro apresentar sérios sintomas a depender de seu estado imunoldgico. Estas
podem apresentar como bactérias relacionadas M. avium e M. intracellulare (complexo
MAC), além de outras como M. ulcerans, M. xenopi, M. kansasii, M. chelonae, M. marinum
(GRIFFITH, 2007).

Mesmos que esses patdgenos ainda nao apresentem grande risco a saude publica

atualmente, o nimero de infe¢cGes vem aumentando, segundo Carneiro et al. (2018, p.106):

[...] com altas taxas de incidéncia e prevaléncia, incluindo todas as regides dos EUA
(a prevaléncia anual aumentou significativamente de 20 casos/100.000 habitantes
em 1997 para 47 casos/100.000 habitantes em 2007, ou seja, 8,2% por ano), no
sudoeste da Irlanda (incidéncia média de 0,4/100.000 habitantes), na Nova Zelandia
(incidéncia de 1,92/100.000 habitantes), e no Canada (incidéncia média de
6,7/100.000 habitantes).

As MNT afetam principalmente o pulméo e, segundo o Ministério da Saude (2021), os
sintomas mais recorrentes sdo (podendo variar a depender do estado do hospedeiro e do
patdégeno) hemoptise, febre, tosse, dispneia, fadiga, entre outros. Um fator agravante neste
ambito é que geralmente o diagndstico é prejudicado pelo fato de os sintomas se
assemelharem aqueles de uma doenca pulmonar ou imunoldgica pré-existente, ou até mesmo
com tuberculose pulmonar, fazendo com que a infeccdo por MNT seja mascarada.

O tratamento desse tipo de infeccdo pode se tornar complicado a depender do estado
do hospedeiro. Segundo o CCD (2019) a maioria desses patdgenos podem apresentar
resisténcia aos antimicrobianos existentes. Assim, pode haver a necessidade de mais de um
antimicrobiano por periodos extensos, podendo chegar até a um ano de tratamento. Nesse
sentido, algum dos farmacos disponiveis sdo: rifamicina, macrolideos como a azitromicina e
claritromicina; e fluorquinolonas como o ciprofloxacino e delafloxacino (7-11, Figura 8)
(PHILLEY et al., 2016).
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Figura 8 - Estruturas dos farmacos usados para tratamento das doengas causadas por
MNT.
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*MNT: Micobatérias ndo tuberculosas.

Fonte: Do autor (2023).

Em vista disso, devido a esse grande aumento na resisténcia apresentadas por bactérias
e micobactérias, as pesquisas com o objetivo de desenvolvimento de novos antibacterianos

sdo essenciais, podendo resultar em novas possibilidades a esse cenario.

3.4 EUGENOL E DERIVADOS: ATIVIDADES BIOLOGICAS E VERSATILIDADE
SINTETICA

O eugenol (12, Figura 9) € um composto constituinte de alguns 6leos essenciais,
presente em grande quantidade na planta Syzygium aromaticum (conhecida popularmente
como cravo-da-india); tem coloracdo amarelada e cheiro adocicado, sendo levemente soltvel
em agua e altamente sollvel em solventes organicos. Este se trata de um composto aromatico
qgue pertence a familia dos fendis, exemplos de seus andlogos sdo o isoeugenol e o
dihidroeugenol (13 e 14, Figura 11), também presentes nessa planta, porém em menor
quantidade (PRAMOD; ANSARI; ALI; 2010).
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Figura 9 - Estruturas quimicas das substancias: eugenol, isoeugenol, dihidroeugenol.

OH OH OH

eugenol (12) isoeugenol (13) dihidroeugenol (14)

Fonte: Do autor (2023).

Os usos comerciais do eugenol sdo diversos, como flavorizante na industria de
cosméticos, conservante na alimenticia, constituinte de selantes em odontologia e como
precursor de outros compostos quimicos. Porém, seu destaque esta na industria farmacéutica,
referindo-se ao emprego deste como protétipo na geracdo outros compostos quimicos,
visando a otimizacdo de atividades bioldgicas que ja possui. Dentre essas, estdo a anti-
inflamatéria, antioxidante, analgésica, antineopldsica e, como foco desse trabalho,
antiparasitaria, antifingica e antibacteriana (KAUFMAN, 2015).

Assim, visando explorar as diversas atividades que o eugenol e seus derivados
possuem, pode-se citar trabalhos de sintese que vém ao longo dos anos tentando melhora-las.
No sentido antibacteriano, o proprio eugenol ja& demonstra atividades promissoras, um
exemplo disso é uma pesquisa realizada por Ali et al. (2005), que visaram avaliar atividades
desse composto e do cinamaldeido contra 30 cepas de Helicobacter pylori.

Os resultados apresentados pelos autores mostram que o eugenol conseguiu inibir o
crescimento de todas as cepas em uma concentracdo de 2 pg/mL apos apenas nove horas de
incubacdo. Abaixo encontra-se uma figura que compara os resultados apresentados pelo
eugenol com a amoxicilina, farmaco de referéncia disponivel no mercado (Figura 10). O
trabalho ndo apresenta testes de citotoxicidade do composto, porem segundo Ulanowska e
Olas (2021), apenas concentracdes altas sdo consideradas toxicas, sendo uma dose segura até

2,5 mg/kg de massa corporal.
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Figura 10 - Comparagéo da atividade do eugenol e amoxicilina frente a Helicobacter

pylori.
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Fonte: ALI et al. (2005, adaptado).
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As pesquisas vdo além de somente quantificar a atividade antimicrobiana do eugenol,

como mostra uma revisao bibliografica realizada por Marchese et al. (2017). Por ela, os

autores avaliaram diversos trabalhos na literatura relatando os possiveis mecanismos de acédo

relacionados a atividade antimicrobiana. O eugenol apresentou atividade contra diferentes

fungos e bactérias. Dentre 0s mecanismos possiveis, estd principalmente o rompimento da

; = mpw

(Figura 11).
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Figura 11 - Possiveis mecanismos de acdo do eugenol contra patdgenos.
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Fonte: Marchese et al. (2017, adaptado).

Neste sentido, visando melhora dessa atividade antibacteriana ja existente ha diversas
pesquisas publicadas. Uma delas, publicadas por Rahim et al. (2017), visou sintetizar 13
compostos sendo éteres e ésteres derivados do eugenol e avaliar sua atividade antibacteriana
contra trés espécies de bactérias gram-positivas (B. subtilis, S. aureus e S. epidermis) e duas
de gram-negativas (E. coli e S. typhimurium).

Apbs os testes bioldgicos, os resultados foram apresentados na forma de zona de
inibicdo em que se observou de 6 até 18 mm para 0s compostos sintetizados e 0 mais

promissor destes é mostrado abaixo (15, Figura 12).
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Figura 12 - Derivado sintetizado por Rahim et al.(20217) e sua atividade
antibacteriana.

Zonas de inibicao:
B. subtilis: 6 mm,;
S. aureus: 16 mm,;
S. epidermis: 10 mm;
E. coli: 10 mm;
S. typhimurium: 7 mm;

Fonte: RAHIM et al. (2017, adaptado).

Ainda nesse sentido, outro trabalho foi realizado por Bilgicli et al.(2019). Neste os
autores objetivaram sintetizar cinco derivados aminas oxipropanolicas do eugenol e avaliar in
vitro suas atividade bioldgicas, bem como a antibacteriana. Assim, empregaram o método de
difusdo em pocgos utilizando cepas de Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Essas bacterias, segundo os pesquisadores, tém
histérico de resisténcia a mais de um antimicrobiano.

Os resultados foram apresentados por meio de zonas de inibicéo e trés compostos (16-
18, Figura 13) apresentaram os melhores resultados, que foram respectivamente: 21, 19 e 23
mm para E. coli; 15, 19 e 16 mm para P. aeruginosa; 22, 24 e 22 para S. aureus e por fim 21
mm para 0 A. baumannii.

Figura 13 - Derivados do eugenol sintetizados por Bilgicli et al. (2019).
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Fonte: BILGICLI et al. (2019, adaptado).



35

Os autores também fizeram a avaliacdo da atividade de inibicdo de farmacos de
referéncia. Nesse sentido, observaram que, em geral, 0s compostos sintetizados apresentaram
zona de inibicdo maior gque estes, fazendo com que tenham grande potencial antimicrobiano.

Além de bactérias convencionais, existem pesquisas que mostram que os derivados do
eugenol também apresentam grande potencial contra micobactérias. Dentre elas, esta a
desenvolvida por De Almeida et al. (2019), que visaram sintetizar trés derivados (19-21,
Figura 14) desse composto e avaliar suas atividades bioldgicas contra MT e MNT, além de

avaliar o efeito combinatério do eugenol com farmacos in vitro.

Figura 14 - Derivados sintetizados por De Almeida et al. (2019).
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Fonte: DE ALMEIDA et al. (2019, adaptado).

Os resultados da pesquisa foram apresentados em termos de Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM), que é a concentracdo mais baixa do composto que impede o0 crescimento
visivel do patdgeno. Dentre os principais resultados, o derivado 19 apresentou CIM de 62,5
pg/mL para M. massilliense e 31,25 pg/mL para M. kansasii; 0 composto 20 apresentou 3,9 e
7,8 ug/mL para M. chelonae e M. massilliense respectivamente e, por fim 21 apresentou
<0,97 ug/mL para esses dois patégenos e 7,8 pg/mL para M. fortuitum, tendo grande
potencial antimicrobiano.

Ainda nesse ambito, com um trabalho publicado pelo nosso grupo de pesquisa (DOS
SANTOS et al., 2019) visou-se sintetizar derivados de 12 com o anel 1,2,3-triazol, avaliando-
0s contra as micobactérias de crescimento rapido M. abscessus, M. massiliense e M.
fortuitum. Obtiveram derivados com atividade potencializada (22-24, Figura 15) se
comparado aos seus precursores. Resultou também em produtos com citotoxicidade baixa,
especialmente para 24, obtendo um indice de seletividade de 7,16 contra M. Massiliense. 1sso
sugere, entre outros fatores, que a unidade glicosidica neste derivado € interessante de ser

mantida para estudos futuros.
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Figura 15 - Derivados triazolicos do eugenol sintetizados por Dos Santos et al. (2019).
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Fonte: DOS SANTOS et al. (2019, adaptado).

Além da atividade antibacteriana, os derivados do eugenol também sdo amplamente
pesquisados devido ao seu potencial antifingico, como mostra a pesquisa conduzida por Olea
et al. (2019). Nela, os autores tinham por objetivo sintetizar derivados de 12 e avalia-los
contra cepas do fungo Botrytis cinerea, resistente a diversos farmacos.

Os autores apresentaram os resultados em valores de Concentragdo Inibitdria Média
(Clsp), ou seja, concentragdo do composto que apresenta leva a 50% de inibi¢do da cultura.
Trés compostos 25, 26 e 27 (Figura 16) obtiveram os melhores resultados que foram 45, 31 e
39 ppm, respectivamente. Esses ainda apresentaram graficos comparando a atividade desses

compostos com o fungicida de referéncia BC-1000 (Figura 17).

Figura 16 - Compostos sintetizados por Olea et al. (2019).
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Fonte: OLEA et al. (2019, adaptado).
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Figura 17 - Comparacdo da atividade antifngica de derivados do eugenol com o
antifungico BC-1000.
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Efeito dos derivados do eugenol no crescimento micelial de Bo#rytis cinerea em meio solido. Porcentagem
de inibicdo do crescimento micelial determinado depois de 48 h de incubacgfio em diferetes concentracdes:
(A) 26. (B), 27. (C) 25, (D) BC-1000, composto comercial usado como controle. Cada barra representa a
média de pelo menos ftrés experimentos independentes + desvio padrdo. (a-f) indica diferencas
significantes entre da concentracdo dos compostos, avaliado pelo teste de Turkey; p < 0,05.

Fonte: OLEA et al. (2019, adaptado).

Ao avaliar a Relacdo Estrutura-Atividade (REA), os autores chegaram a conclusao de
gue esses compostos possivelmente atuam no fungo por dois mecanismos diferentes. O
primeiro deles é o acimulo na membrana do fungo, devido ao caréater lipofilico dessas
moléculas. O segundo por reagdes quimicas com cadeias insaturadas, devido a presenca de
fortes grupos retiradores de elétrons no anel aromatico, levando a ruptura das membranas do
fungo e a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO).

Ainda com relacdo a atividade antifungica, outro exemplo, relata-se o trabalho de De
Souza et al.(2015) do nosso grupo de pesquisa. Com este, objetivou-se sintetizar uma serie de
derivados glicosidicos do eugenol e os avaliar em relagcdo a sua atividade antifungica contra
Candida glabrata. Dentre os resultados obtidos encontram-se valores de Clso de 18,1 uM para
o derivado mais eficaz (28, Figura 18), sendo este trés vezes mais potente que o farmaco de

referéncia fluconazol.
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Figura 18 - Derivado glicosidico do eugenol sintetizado por De Souza et al. (2015).
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Fonte: DE SOUZA et al. (2015, adaptado).

Outro trabalho de De Souza (2020) sustenta que os derivados do eugenol também tém
grande potencial antiparasitario. Neste, foram sintetizados doze derivados triazolicos e foi
avaliada sua atividade in vitro contra formas epimastigota do T. cruzi, estudos de
citotoxicidade contra células H9c2, além de estudos de docking molecular.

Como resultados do estudo in vitro, 0s compostos mais promissores foram 29 e 30
(Figura 19), com valores de Clso de 88,4 e 42,8 uM, respectivamente. Com isso, estes
compostos foram testados em um ensaio in vivo em camundongos e comparados com 0
Benznidazol. O derivado 30 reduziu mais de 50% da parasitemia quando comparado com 0
controle e 0 composto 29 ndo mostrou capacidade significativa para reduzir a infecgcdo. Os
estudos de docking molecular mostrou que esses dois compostos interagem com o sitio ativo

da enzima cruzaina.

Figura 19 - Derivados preparados por De Souza et al. (2020).

29: R= Grupo alilico
30: R= Grupo propilico

Fonte: DE SOUZA et al. (2020, adaptado).

Além das pesquisas envolvendo o eugenol, seu derivado dihidroeugenol também tem
grande destaque, apresentando atividades bioldgicas semelhantes. Um exemplo disso pode ser
encontrado no trabalho realizado por Resende et al.(2017) do nosso grupo de pesquisa, no
qual os autores tiveram por objetivo sintetizar glicosideos do eugenol, isoeugenol e
dihidroeugenol e avaliar sua atividade contra bactérias presentes em alimentos.

Como resultado, embora todos os derivados sintetizados apresentaram atividade

antibacteriana significante, os dois compostos da série do dihidroeugenol (31, 32, Figura 20),
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foram os mais promissores, tendo valor de concentragdo bactericida minima entre 0,18 e 0,37
(%v/v) para a bactérias testadas, sendo essas E. coli, L. monocytogenes, S. aureus e S.

enteritidis.

Figura 20 - Derivados do dihidroeugenol sintetizados por Resende et al. (2017).
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Fonte: Resende et al.(2017, adaptado).

Em vista desses fatores, todas essas pesquisas sustentam a ideia de que o eugenol e
seus derivados possuem importante esqueleto estrutural para a farmacologia e quimica
medicinal, apresentando um grande potencial antimicrobiano que vem sendo explorado pelos
pesquisadores com o objetivo de propor farmacos inovadores que possam suprir a necessidade

da humanidade.

3.5 O NUCLEO PIPERAZINICO COMO IMPORTANTE FARMACOFORO PARA A
QUIMICA MEDICINAL

A piperazina (35, Figura 21) foi muito estudada desde sua desde sua descoberta no
comeco do século XX. Em primeiro lugar por sua atividade anti-helmintica, atuando contra
infeccbes causadas por Ascaris lumbricoides e Enterobius vermicularis, além de outras
atividades bioldgicas que foram descobertas. Devido as suas propriedades versateis quanto a
interacBes quimicas com diversos sitios bioldgicos, € considerada como uma estrutura
privilegiada em Quimica Medicinal (AL-GHORBANI et al., 2015).

Esse heterociclo e seus analogos N-substituidos sdo amplamente comercializados
como reagentes devido a sua importancia, porém sua sintese pode ser realizada de diversas

maneiras, sendo que a maioria delas se baseiam em processos de ciclizagdo. Um desses
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métodos de sintese consiste no aquecimento do dietilenotriamina com niquel de Raney a

aproximadamente 150 °C (Figura 20).

Figura 21 - Sintese da piperazina (34) a partir da dietilenotriamina (33).
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Fonte: AL-GHORBANI et al. (2015, adaptado).

Compostos piperazinicos possuem diversas atividades bioldgicas. Dentre estas estdo a
antitumoral, antimalérica, inibidora de protease do HIV, como agentes antipsicéticos e
antidepressivos, antibacteriana e antifngica. Isso faz com que piperazinas constituam um
importante arcabouco molecular para quimica farmacéutica. Além disso, esta presente em
farmacos disponiveis no mercado para tratamento de diversas doencas, como nos

antimicrobianos 35-42, mostrados na figura a seguir (Figura 22) (GIRASE et al., 2020).

Figura 22 - Exemplos de farmacos antimicrobianos com o grupo piperazina .
(0] o O O o (o)
F 0 N F F
oo R P e e
N N HO N"ONTON N N
HN\) A F HN\) K :rlq/\ F K

(0] (o]
35 ciprofloxacino 36 ofloxacino 37 enoxacino 38 lomefloxacino
(0] (0]
F
j@\)J]/N\OH X,—NO,
N o]

"SI

39 norfloxacino
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Fonte: GIRASE et al. (2020, adaptado).
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Além dessa variedade de atividades, pesquisas mostram que 0 nucleo piperazinico
pode ter influéncia positiva no perfil farmacocinético e farmacodindmico em compostos. Um
dos motivos para isso é a presenca dos dois nitrogénios que podem servir de aceptores ou
doadores de elétrons para interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio. Esse fator faz com que
haja maior interacdo com o meio bioldgico e maior solubilidade em agua, aumentando,
consequentemente, a biodisponibilidade do composto. Outro fator que pode potencializar essa
atividade é a flexibilidade do anel piperazinico, podendo assumir diferentes conformacdes ao
interagir com um sitio biolégico (DURAND; SZOSTAK, 2021).

Em vista desses fatores, o nucleo piperazinico vem sendo amplamente pesquisado,
tendo-se uma gama de trabalhos na &rea de sintese organica na procura de novos
antimicrobianos que possuem esse ndcleo. Exemplo disso, é o artigo publicado por Bhati et
al. (2019), que visaram sintetizar cinco derivados 1, 3, 4-oxadiazéis piperazinicos, avaliar
suas atividades bioldgicas in vitro e realizar estudo de docking destes. Dentre os pat6genos
testados estéo cepas de Salmonella, Pneumococos e Aspergillus.

Os resultados com relacéo a atividade antimicrobiana foram promissores, pois todos 0s
compostos apresentaram atividade superior aos seus antecessores. Assim, foram capazes de
inibir a cepas de bactérias e o fungo testados possuindo CIM de 12,5 até 200 mg/L. Os
compostos que mais se destacaram foram 43 e 44 (Figura 23), que obtiveram CIM de 12,5 até
25 mg/L, mostrando potencial comparavel até farmacos de referéncia. Os resultados do estudo
de docking molecular apresentados pelos autores refletiu os estudos in vitro, pois todos os
compostos apresentaram energia de ligacdo melhores com a proteina estudada (ComA) se

comparadas ao farmaco estreptomicina.

Figura 23 - Compostos 41 e 42 e suas atividades bioldgicas.
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43: R= C4Hs; MIC(mg/L) = P. aeruginosa e S. mutans: 25, S. aureus ¢ A. parasiticus:50.

44: R=4-CIC(H,; MIC(mg/L) = P. aeruginosa, S. mutans e A. parasiticus: 25, S. aureus: 50.

Fonte: BHATI et al. (2019, adaptado).

Outro trabalho que mostra o potencial antimicrobiano dos compostos que possuem o
nucleo piperazinico é o realizado por Reddy et al.(2022). Nele os autores tiveram por objetivo

sintetizar 7 derivados quinoxalinicos piperazinicos (45-51, Figura 24), caracteriza-los e
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estudar sua atividade antimicrobiana contra as bactérias E. coli e S. aureus e os fungos A.

niger e C. albicans.

Figura 24 - Compostos piperazinicos preparados por Reddy et al. (2022).
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Fonte: REDDY et al. (2022).

Os resultados foram apresentados por meio de zona de inibicdo e, dentre 0s compostos

sintetizados, aqueles que apresentaram maior potencial na atividade antibacteriana foram 48,

50 e 51, com a zona de inibigdo de 17, 21 e 17 mm para E. coli e 17, 19 e 17 mm para S.

aureus, respectivamente. J& com relacdo a atividade antifungica, 50 apresentou zona de

inibicdo de 21 mm para A. niger e 19 mm para C. albicans, respectivamente. Abaixo é

possivel conferir dois graficos apresentados pelos autores resumindo a atividade

antimicrobiana dos compostos sintetizados, assim como a comparacdo com farmacos de

referéncia (Figura 25).
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Figura 25 - Atividade antimicrobiana dos compostos sintetizados por Reddy et al.
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Fonte: REDDY et al. (2022, adaptado).

Além dessas atividades, os derivados que possuem o nicleo piperazinico também
podem apresentar atividade tripanossomicida. Com o estudo realizado por Keenan et al.
(2013), visou-se sintetizar analogos piperazinicos do antifangico fenarimol e avaliar sua
atividade contra o parasita T. cruzi em estudos in vitro e, posteriormente para 0S compostos
com maior atividade, in vivo.

Os compostos 52 e 53 (Figura 26) demonstraram uma atividade com valores de Clso
de 0,240 uM e 0,035 M, respectivamente, e apresentaram caracteristicas interessantes para

serem testados in vivo em cobaias.

Figura 26 - Derivados piperazinicos sintetizados por Keenan et al. (2013).
o
\|¢ 0/\\$,/O
) )
N N~ F

easH

52 53

Fonte: KENAN et al. (2013, adaptado).

Nesse ensaio, ambos 0s compostos exibiram rapida absor¢cdo, sem nenhuma reacao
adversa ou efeito colateral relacionados a estes, como observado na figura a seguir. O produto
52 foi incapaz de reduzir a parasitemia, apesar de ter melhorado a sobrevivéncia dos animais,
enquanto os camundongos tratados com 56 tiveram a parasitemia diminuida em todas as

concentracgdes testadas (Figura 27).



Figura 27 - Resultados do ensaio in vivo realizados por Keenan et al. (2013).
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Fonte: KEENAN et al. (2013, adaptado).
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Assim, pelo fato de possuir essas diversas atividades bioldgicas, os derivados que

possuem 0 ndcleo piperazinico apresentam um grande potencial para se tornarem

antimicrobianos inéditos.

2.6 A QUIMICA DAS BASES DE MANNICH E SUAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

As bases de Mannich sdo produtos da reacdo de Mannich, nome em homenagem ao

quimico alemdo Carl Ulrich Franz Mannich, que propds o seu mecanismo de formacdo em

1912. Esta é um dos tipos de reacdes mais importantes para a formacédo de ligagdo carbono-

carbono. Classificada como um tipo de condensacdo endlica, envolve classicamente a reacdo

de um enol com ion iminio, este por sua vez sendo formado pela rea¢do entre um aldeido ou

cetona e uma amina (ou amonia) (ROMAN, 2015).
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Em relacdo ao mecanismo da reacdo, em primeiro lugar h4 a formac&o do ion iminio
pelo ataque da amina que age como um nucleofilo ao aldeido em questéo (geralmente usa-se o
formaldeido). Em seguida, ha outro ataque nucleofilico por parte do composto enolizado e,
por fim, ocorre a transferéncia de protons para estabilizar o composto formado. Um exemplo
genérico desse mecanismo pode ser conferido no esquema 1, a seguir (CLAYDEN;
GREEVES; WARREN, 2012).

Esquema 1 - Mecanismo da Reacdo de Mannich.

G)Cl
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. (31 :OH
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| | |
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Base de Mannich

Fonte: CLAYDEN; GREEVES; WARREN (2012, adaptado).

Em relacdo as condi¢des reacionais, podem variar desde temperatura ambiente, até
mesmo aquecimento, a depender da reatividade da amina e enol involvidos, sendo necessario
meio &cido ou basico para a formacéo deste dltimo.

Devido a importéncia sintética dessa reacdo, muito progresso foi feito em termos de
pesquisa nessa area. Isso fez com que essa reacdo seja empregada na sintese orgénica de
esqueletos quimicos, para a sintese total ou parcial de farmacos ou de produtos naturais.
Segundo Subramaniapillai (2013), as bases de Mannich tendem a melhorar a solubilidade de

compostos em agua, devido a protonacdo do nitrogénio basico presente nos compostos. Um
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resumo do potencial dessa rea¢do na geracao de compostos bioativos é apresentado pelo autor
e pode ser conferido na figura a seguir (Figura 28).

Figura 28 - Exemplos de farmacos e compostos bioativos do tipo base de Mannich.
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Fonte: SUBRAMANIAPILLAI (2013, adaptado).

Devido a essa grande versatilidade sintética, as bases de Mannich tem sido
amplamente pesquisada na &rea das ciéncias farmacéuticas, a fim de potencializar as
atividades bioldgicas de compostos que sdo enolizaveis. Dentre as atividades bioldgicas
apresentadas por esses derivados esta a antimicrobiana (ROMAN, 2015).

Essa atividade pode ser percebida em diversas pesquisas, como a realizada por Joshi et
al. (2004). Nela os autores objetivaram sintetizar bases de Mannich derivadas da 5-cloro-2-
metoxibenzamida e sulfonamidas/aminas e avaliar sua atividade antibacteriana contra

patdgenos Gram-positivos e negativos in vitro (Figura 29).



Figura 29 - Reagédo de Mannich utilizada por Joshi et al. (2009).
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Fonte: JOSHI et al. (2009, adaptado).
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Os resultados foram apresentados por meio de zona de inibicdo, em diferentes

concentragdes. Dentre os principais, para E. coli, 0 composto 57 apresentou melhor atividade

(9,5 mm a 40 mg/mL); para K. pneumoniae foram os derivados 57 e 59 (10 e 10,5 mm,

respectivamente a 40 mg/mL). Com isso, para esses patdgeno as bases de Mannich

apresentaram atividade superior as sulfonamidas de origem. O Derivado 57 também

apresentou atividade superior que todas as outras Bases de Mannich ao inibir S. aureus (10,5

mm a 40 mg/mL).

Além da atividade antibacteriana, também pode ser atribuida as bases de Mannich a

antifungica. E o que mostra um trabalho desenvolvido por Filho et al. (2016), em que 0s

autores visaram sintetizar Bases de Mannich derivadas da lausona e avaliar suas atividades

bioldgicas (Figura 30).
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Figura 30 - Derivados sintetizados por Filho et al. (2016).
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Fonte: FILHO et al. (2016, adaptado).

Os ensaios bioldgicos foram feitos contra cepas de Candida, sendo apresentados em
termos de Concentracdo Inibitéria Minima. Os compostos 62, 68 e 69 apresentaram melhor
atividade antifingica com CIM de 20, 330 e 85 pg/mL respectivamente. Estes compostos
foram avaliados em um estudo de docking molecular em relacdo a cadeia 30ZW, um dos
sitios alvo do farmaco cetoconazol, presente na flavohemoglobina, enzima que tem a funcgéo
de realizar ligacOes lipidicas. Nesta analise, 62 apresentou interacdes de ligacdo cation-pi por
parte da pirrolidina e interacbes de van der Waals pelo grupo da lausona. Ainda nestes
estudos, esses compostos apresentaram energia similar ao cetoconazol, indicando a
possibilidade do mesmo mecanismo de acdo e que sdo possiveis candidatos a novos
antimicrobianos.

Em relacdo a atividade tripanossomicida das bases de Mannich, existem alguns
trabalhos publicados que podem ser citados. Um desse exemplos € o artigo publicado por
Paucar et al. (2019), que visaram sintetizar dez Bases de Mannich, avaliar suas atividades in

vitro e, para 0s compostos mais promissores, in vivo.
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Como resultados, os autores apresentaram indices de Clso e, dentre 0s compostos
sintetizados, os compostos 72 e 73 (Figura 31) demonstraram melhor atividade antiparasitaria.
Na forma epimastigota, apresentaram Clso de 0,7 até 6,2 uM, com indices de seletividade (IS)
>50; para a tripomastigosta, esses compostos também apresentaram bons resultados de Clso de

0,9 e 0,7 uM, respectivamente, mantendo o 1S >50.

Figura 31 - Bases de Mannich preparadas por Paucar et al.

Fonte: PAUCAR et al. (2019).

Por altimo, no ensaio in vivo, ambos compostos causaram uma diminuicdo substancial
da parasitemia na fase crénica da doenca ao ser comparado com o benznidazol, sendo que 71
apresentou atividade notavel durante a fase aguda. Os autores também investigaram o possivel
mecanismo de acdo desses compostos, que pode vir a ser pela inibicdo da enzima ferro-
superdxido dismutase (Fe-SOD). Esta tem papel antioxidante, ao remover o excesso do anion
superdxido pela transformacéo para oxigénio e peroxido de hidrogénio.

Em vista do que foi apresentado, percebe-se a importancia das bases de Mannich para
Quimica Medicinal, estas possuindo diversas atividades biol6gicas que podem ser exploradas
e potencializadas. Além disso, ha o fator da versatilidade sintética desses compostos, fazendo
com que a reacdo de Mannich seja uma importante ferramenta para a sintese envolvendo
ligacGes carbono-carbono, mostrando o grande potencial que estes compostos tém de se

tornarem novos antimicrobianos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A hipdtese criada com este trabalho foi de que a unido do eugenol ou dihidroeugenol a
ndcleos piperazinicos, formando novas entidades quimicas, iria conduzir a descoberta de
substancias potencialmente ativas como agentes antimicrobianos, quer seja frente a bactérias,
micobactérias, fungos e/ou protozoarios.

O padrao estrutural mostrado na Figura 32 ilustra o esqueleto geral dos produtos que
foram sintetizados. Pretendeu-se efetuar variagfes que pudessem dar subsidios a discussdo de
Relacdo Estrutura-Atividade. Estas variagcfes levaram em conta efeitos estéricos, de
solubilidade, de ionizacdo e de flexibilidade molecular. Na Figura 33 ha especificamente

cada derivado sintetizado.

Figura 32 - Padrdo estrutural construido com este trabalho.
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Fonte: Do autor, (2022).
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Figura 33 - Derivados piperazinicos sintetizados.
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Antes de serem sintetizados, os derivados da piperazina foram submetidos a uma
andlise preditiva de suas propriedades fisico-quimicas e seu perfil de semelhanca com drogas
usando o software online SwissADME. Como pode ser observado na Quadro 1, todos 0s
compostos avaliados neste trabalho atendem a chamada Regra dos Cinco de Lipinski
(LIPINSKI et al., 2001), o que pode auxiliar na pre-selecdo de substancias que possuam
caracteristicas corretas de coeficiente de particdo, solubilidade, peso molecular, e absorcéo
oral. Embora ndo seja uma condicdo estrita para descartar a sintese de substancias
potencialmente bioativas, essa andlise tem se mostrado de grande utilidade na primeira
triagem.

Quadro 1 - Parametros fisico-quimicos in silico para os compostos IRLAE1-IRLAE10
e IRLAD1-IRLAD10

Similaridade a

Derivado | MM | ALH | DLH | cLogP Sog;bzéizde Absorcio Gl (\;f‘orlg‘%‘f;a

Rd5)
IRLAEL | 27637 | 4 1 2.15 Alta Alta Sim, 0
IRLAE2 | 30640 | 5 2 1.70 Alta Alta Sim, 0
IRLAE3 | 33441 | 5 1 2.34 Alta Alta Sim, 0
IRLAE4 | 40251 | 6 1 2.76 | Moderada Alta Sim, 0
IRLAE5 | 26235 | 4 2 1.87 Alta Alta Sim, 0
IRLAES 338.44 3 1 3.31 Moderada Alta Sim, 0
IRLAE9 | 41653 | 6 1 315 | Moderada Alta Sim, 0
IRLAE10 447,50 8 1 1.97 Moderada Alta Sim, 0
IRLAD1 | 278.39 | 4 1 2.30 Alta Alta Sim, 0
IRLAD2 | 30842 | 5 2 1.83 Alta Alta Sim, 0
IRLAD3 | 33643 | 5 1 2.49 Alta Alta Sim, 0
IRLAD4 | 40452 | 6 1 2.80 | Moderada Alta Sim, 0
IRLAD5 264.36 4 2 2.01 Moderada Alta Sim, 0
IRLADS | 340.46 | 3 1 3.44 | Moderada Alta Sim, 0
IRLAD9 | 41855 | 6 1 321 SF(’)‘I’E‘SSI Alta Sim, 0
IRLAD10 449,52 8 1 2.22 Moderada Alta Sim, 0

Calculos in silico realizados usando o software de previsdo online SwissADME do Instituto Suico de
Bioinformatica. MM: massa molecular; cLog P: logaritmo calculado do coeficiente de particdo de um composto
entre n-octanol e agua; ALH: aceptores de ligagdo de H; DLH: doadores de ligacdo de H; Rd5: Regra dos cinco

Fonte: Do autor (2023).
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Na sintese desses derivados ha condensacdo de trés substratos: um aldeido, uma amina
e um composto com um hidrogénio ativo. Especificamente, utilizou-se o formaldeido, o
eugenol/dihidroeugenol e a piperazina correspondente para cada caso. Em alguns casos a
amina utilizada foi previamente sintetizada a partir da piperazina. O esquema geral de sintese

é representado na Figura 34.

Figura 34 - Método de sintese das bases de Mannich piperazinicas.
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Fonte: Do autor (2023).

Devido ao fato dessa reacdo ser amplamente estudada, pode-se comparar as condicdes
reacionais e rendimento com o que ha na literatura. Assim, pdde-se perceber que essa reacao
pode ser realizada tanto utilizando etanol quanto tolueno como solvente, como é mostrado no
trabalho de Filho et al. (2016). A escolha por esse ultimo foi devido a indisponibilidade de
etanol a época em nosso laboratério. Quanto a temperatura da reacdo, esta pode variar a
depender da reatividade da amina utilizada, podendo em alguns casos ser 0° C ou 70-75° C
como realizado pelo trabalho de Joshi et al. (2020). Os rendimentos desses dois trabalhos
variam entre 32 a 93%, a depender da amina utilizada e sua reatividade.

O mecanismo proposto para esta reacdo pode ser observado na figura a seguir (Figura
35), onde em primeiro lugar hd a formacdo do intermedidrio a partir da reacdo entre a
piperazina e o formaldeido. Por fim, ha a reagdo com o anel aromético por meio de um ataque
nucleofilico (STEPIEN et al., 2021).
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Figura 35 - Mecanismo da Reagdo de Mannich utilizando eugenol e uma piperazina.
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Fonte: Do autor (2023).

Em termos de posicdo de substituicdo, pode-se criar a hipdtese que essa se deu na
posicdo orto a hidroxila, pelo fato de possuirem efeitos estéricos e eletronicos que orientam
dessa maneira. A posi¢do orto ao grupo éter ndo é substituida por impedimento estérico desse
préprio grupo e da cadeia alilica, ja a posicdo para sofre efeitos estéricos do grupo alilico.
Assim, a posi¢do orto a hidroxila tem grande densidade eletrénica pela doagdo forte desse
grupo e assim é substituida, como é observado em trabalhos em que h& substituicdo no
eugenol (DE CARVALHO et al., 2017).

O derivado IRLAEL foi preparado utilizando o eugenol e a 1-metilpiperazina. O
tempo de reagéo foi de aproximadamente 6 horas, em que a mistura adquire um tom ambar.
Ap0s este tempo, ao avaliar por meio de Cromatografia em Camada Delgada (CCD), nota-se
ainda a presenca do eugenol, o qual foi separado apos a extracdo com solucéo aquosa de HCI
1 mol.L . Nesta etapa, devido ao sitio basico presente no produto final, este é protonado, algo
que ndo ocorre com o eugenol, fazendo com que apenas 0 composto desejado tenha afinidade
com a fase aquosa. Em seguida é feita a correcdo do pH para 6, devido ao fato do produto
final ser anfdtero, fazendo com que a maior parte deste esteja em sua forma neutra para
subsequente extracdo com cloroférmio.

ApOs a evaporagdo a pressdo reduzida e arrefecimento, o produto cristalizou
naturalmente, dando um indicio de sua pureza. Foi obtido 1,410 g de produto (84%) na forma
de um sdlido branco. Ap6s andlise por meio de CCD, nota-se a auséncia de eugenol. O
restante da piperazina de partida ndo pdde ser avaliado pelo fato desta ser pouco visivel por
CCD. Assim, formou-se a hipotese de que o ion iminio tenha sido transformado em outro

composto e eliminado apos a extracgdo liquido-liquido.
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O derivado IRLAD1, por sua vez, foi preparado utilizando essa mesma piperazina e
dihidroeugenol. Os resultados foram similares ao anterior, com 0 mesmo tempo de reacédo e
uma extracdo eficiente, em que o produto cristalizou naturalmente apds a evaporacao. Foi
obtido 0,9848 g de produto (59%) na forma de um solido branco.

Para os produtos em geral, as faixas de fusdo (FF) apresentaram resultado com
intervalos de fusdode 1a1,5°C.

Esses produtos finais, assim como todos os outros, foram caracterizados por meio de
técnicas de espectroscopia. Com relacdo a Ressonancia Magnética Nuclear, a numeracao dos
compostos ndo segue o padrdo IUPAC e foi utilizada apenas para guiar e facilitar a leitura.

Nos espectros na regido do Infravermelho, além das bandas referentes a estiramentos
comuns do eugenol e da piperazina (Figura 36, A-G), pdde-se perceber bandas referentes aos
estiramento C-N entre 1250 e 1100 cm™ referente a piperazina. Além disso, verificou-se dois
estiramentos proximo a 1140 e 1050 cm™ referentes aos grupos C-O fenodlico e do éter (Figura
36, H-J).

Para os derivados que possuem um grupo carbonila de carbamato ligado ao anel
piperazinico, foi possivel perceber uma terceira banda (além das duas referentes ao C-O
fendlico e do grupo éter do eugenol) relacionada a essa ligagdo C-O proxima a 1070 cm™
(Figura 60 e 61, Anexo A). Além disso, foram avaliadas a presenga das bandas que s&o
referentes aos diferentes grupos R do grupo piperazinico, como hidroxila, carbonila de
carbamato, sulfonila, grupo nitro, entre outros. E importante salientar que a banda
caracteristica do grupo fenol que geralmente apresenta-se em 3500 a 3000 cm™ nio foi
observada na maioria dos espectros, porém todos os compostos foram positivos no teste para
fenol utilizando cloreto férrico. Assim, isso foi investigado mais a fundo que, segundo
Silverstein, Webster e Kiemle (2005), bandas proximas a essa regido ndo sdo muito nitidas ao
utilizar o médulo ATR quando comparadas ao método utilizando pastilhas de KBr, sendo essa
uma das desvantagens da primeira técnica. Dessa maneira, as amostras foram analisadas
novamente por este segundo método e em todos 0s casos foi possivel notar a banda referente
ao fenol. Um exemplo disso pode ser encontrado na Figura 37, referente ao
composto IRLAEL. O restante dos espectros no infravermelho e RMN referentes aos demais

compostos é apresentado nos Anexo A e B (Figura 57-111).
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Figura 36 - Espectro de absor¢éo na regido do 1V do derivado IRLAE1.
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Figura 37 - Espectro de absor¢édo na regido do 1V do derivado IRLAE1 pelo método de pastilha de KBr.
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Ja em relagio aos espectros de *H-RMN dos compostos sintetizados, pode-se perceber
todos os sinais referentes aos hidrogénios do nucleo do eugenol/dihidroeugenol, e do nicleo
piperazinico. Na Figura 38 tem-se o espectro *H-RMN do composto IRLAE3, derivado da etil
piperazina-1-carboxilato. Na regido de 6,64-6,42 ppm encontram-se 0s sinais referentes aos
unicos 2 hidrogénios arométicos (H4 e H2) quase idénticos e nota-se que sdo dupletos, o que
suporta a substituicdo do eugenol na posigéo 5.

Em 6 595 tém-se um multipleto relativo ao hidrogénio alilico H11, seguido do
multipleto entre 6 5,07-5,03 referente ao H12. Estes hidrogénios estdo ligados & carbonos sp?,
0 que faz com que estejam mais desblindados e, por isso, resultam em sinais na regido de
aromaticos. Em seguida, em ¢ 4,20 ppm tem-se o multipleto referente aos dois hidrogénios
H23 e em ¢ 3,86 ppm o simpleto referente aos trés hidrogénios H9. Em todos os espectros
pode-se perceber préximo a ¢ 3,69 ppm um simpleto referente aos dois hidrogénios ligados ao
carbono proveniente do formaldeido.

Em relacdo aos hidrogénios do nucleo piperazinico, em muitos casos, acoplaram em
um mesmo sinal, como um simpleto entre ¢ 2,7 e 1,7 ppm (Figura 38). A excec¢éo foi quando
havia um heteroatomo muito eletronegativo como grupo R ligado ao anel, o que desblinda
esses hidrogénios, apresentando-se como dois sinais de mesma intensidade. Pode-se perceber
isso no derivado IRLAE3 em ¢ 3,53 e 2,53 ppm. Em ¢ 3,27 ppm, pode-se perceber o sinal
referente ao H10 do nucleo do eugenol. Por ultimo, em ¢ 1,28 ppm percebe-se o sinal dos trés

hidrogénios H24 que fazem parte da cadeia do éster (Figura 38).



Figura 38 - Espectro de RMN de H do derivado IRLAE3 (CDCls, 300 MHz).
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Em relacdo aos compostos provenientes do dihidroeugenol, nota-se que 0s sinais
referente a cadeia carbonica ligada ao anel aromatico séo percebidos em uma regido menos
desblindada por estarem ligados agora a um carbono sp3. 1sso pode ser visto no espectro de
'H-RMN referente ao composto IRLAD3, em que H8, H9 e H10 estdo em um multipleto em &
2,54 ppm, em 6 1,67 ppm e um tripleto em o 1,25 ppm, respectivamente (Figura 39).
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Figura 39 - Espectro de RMN de *H do derivado IRLAD3 (CDCls, 300 MHz).
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No espectro de RMN de *C-RMN dos compostos em geral pode-se perceber todos os
carbonos referente aos dois nicleos. A seguir, tem-se o espectro de *C- RMN do derivado
IRLE3 (Figura 40), em que se verifica os sinais dos carbonos sp? na regido de maior
desblindagem, representando os carbonos com ligacdo dupla e do anel aromético. Em
primeiro lugar, pode-se perceber os sinais dos carbonos sp? ligados a 4tomos eletronegativos,
neste caso 0s oxigénios presentes no composto nesta ordem, carbonila ligada ao ndcleo
piperazinico a 6 155,3,0 Clem ¢ 147,8 e 0 C6 em 6 144,8.

Em seguida, encontram-se os sinais dos demais carbonos sp? a ¢ 137,7 o C11, a ¢
130,70 C3,a6 120,70 C4,a6 12050 C5,a0 1156 0Cl12ea o 11150 C2. Em 5 61,6 e
61,3 tem-se o carbono C23 e C13 (carbono metilénico que une os dois ciclos) e em ¢ 55,9 esta
o C9. Ja sinais referentes aos carbonos do nucleo piperazinico encontram em dois sinais em J
52,3 e 43,5. Por ultimo, tém-se os carbonos sp® C10 a 6 39,8 e C24 a ¢ 14,6.

Para o derivado proveniente do dihidroeugenol, novamente é possivel perceber o
deslocamento dos sinais referentes a cadeia carbénica ligada ao anel aromatico, que neste
caso sdo sp®. Devido a isso esses sinais estdo muito menos desblindados e aparecem em ¢
24,75 e em 6 13,81 para o C9 e C10, respectivamente (Figura 41).



Figura 40 - Espectro de RMN de 3C do derivado IRLAE3 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 41 - Espectro de RMN de *3C do derivado IRLAD3 (CDCls, 75 MHz).
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Pelo subespectro DEPT-135 (Figura 42), as atribuicdes feitas podem ser confirmadas.
Ainda, pdde-se notar a auséncia do sinal referente ao carbono 5, que foi substituido,
sustentando o fato de que a sintese foi efetiva e que ocorreu nesta posicéo.

65



Figura 42 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLAE3 (CDCls, 75 MHz).
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O derivado IRLAE2 foi preparado utilizando o eugenol e a 1-(2-hidroxietil)
piperazina. Assim como os anteriores, a analise por meio de CCD mostrou a presenca do
material de partida, que ndo foi observada apos a elaboracdo. Os resultados foram similares
aos derivados anteriores, obtendo-se um solido branco apos cristalizacao por resfriamento. Foi
obtido 0,732 g de produto (39%) na forma de um solido branco. O mesmo aplica-se para o
derivado IRLAD?2, sintetizado utilizando o dihidroeugenol, obtendo-se 0,499g de um sélido
arroxeado (27%).

Na sintese do derivado IRLAE3 foi obtido um 6leo ambar que, ao ser analisado por
CCD apresentou uma mancha na base. Criou-se uma hipdtese de que se tratava do acido
carboxilico ap6s a hidrolise do grupo éster da piperazina a julgar pela polaridade e arraste na
placa, caracteristico desse grupo funcional. Com isso, o derivado foi purificado por
recristalizacdo, obtendo-se 1,741 g (84%) de um sdlido branco amarelado. O derivado do
dihidroeugenol, por sua vez, obteve 0 mesmo padrdo de CDD, sendo obtido um 6leo puro
apos a tentativa de recristalizacdo. Este 6leo apresentou apenas uma mancha em CCD. Assim,
para o IRLAD3, foi obtido 1,657 g de produto (81%) de um éleo &mbar.

Para a sintese das piperazinas precursoras de alguns dos préximos derivados, foi
utilizada a metodologia descrita por Manasa et al. (2020), onde utiliza-se cloreto de
benzenosulfonila, piperazina e trietilamina em acetona a 0 °C, se tratando de uma substitui¢éo
nucleofilica (Figura 43).

Figura 43 - Mecanismo da reacdo de sintese das piperazinas N-sulfoniladas.
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Fonte: Do autor (2023).

Em todas as trés reacdes, ao adicionar o cloreto de sulfonila correspondente notou-se a
formacdo de um solido branco. A reacdo durou 30 minutos e, ap6s a elaboracdo, foram
obtidos sélidos com odor caracteristico de compostos sulfonilados, obtendo rendimento entre
39 a 45%.
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Devido aos fatos de que a sintese de sulfonamidas sdo reacdes rapidas e bem descritas
na literatura (MONDAL, MALAKAR, 2020) e também por ndo se tratar de compostos
inéditos, esses intermediarios foram caracterizados por meio de CCD, com revelador de
ninidrina, ao qual foram positivos. Assim, foi dada sequéncia a sintese, verificando a presenca
do grupo sulfonila nos derivados finais, o que comprovou que haviam sido devidamente
obtidos.

Para a sintese do derivado IRLAE4, utilizou-se a benzenosulfonil-piperazina
previamente sintetizada (IRLA4) em uma reacdo de Mannich com o eugenol. Como resultado,
apos a extracao liquido-liquido, obteve-se um 6leo ambar impuro, apresentando trés manchas
em CCD, sendo duas mais polares, podendo ser o que sobrou da piperazina da reacdo anterior,
ou até mesmo o derivado ndo substituido produzido em menor quantidade; e a terceira menos
polar, ao qual criou-se a hipdtese de ser o produto. Com isso, foi feita Cromatografia em
Coluna de Silica (CCS), obtendo-se, ap6s a evaporagdo do solvente, 0,333 g de um solido
branco (13%).

Resultados similares foram obtidos para o derivado IRLADA4, proveniente do
dihidroeugenol, resultando em 0,324 g de um solido branco apds a CSS (13%). Para os
compostos partindo-se da 1-tosilpiperazina (IRLAE9: 202,27 mg e IRLAD9: 150,09 mg) e da
1-((4-nitrofenil)sulfonil)piperazina (IRLAE10: 190,61 mg e IRLAD10: 175,65 mg) o0s
resultados foram similares, ou seja, solidos resultantes de cristalizacdo espontanea apds a
CCs.

Nos espectros na regido do infravermelho dessa série de compostos, pode-se observar
além dos grupos ja discutidos, as bandas referentes ao estiramento do grupo S=O e ao grupo
NO; proximas a 1300 e 1500 cm™, respectivamente (Figura 44, F e H), sugerindo que a
sintese foi efetiva, o que foi confirmado pelas analises de RMN de 'H e de 3C, tendo em
conta os sinais referente aos carbonos e hidrogénios aromaticos desse substituinte no anel

piperazinico (Figura 106 e 107, anexo B).
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Figura 44 - Espectro de absorcéo na regido do IV do derivado IRLAE10.
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Para o preparo do derivado com o nucleo piperazinico ndo substituido do eugenol
IRLAES, foi constatado que a reacdo de Mannich ndo € efetiva neste caso. Mesmo apos todo
0 processo de extracdo com acido e bases, ao analisar por meio CCD, observou-se diversas
manchas por toda a placa, além de resultar uma pequena massa apos a elaboracédo, que nao foi
possivel ser analisada.

Com isso, para a sintese desses compostos, utilizou-se uma rea¢do do tipo one-pot,
conhecida como aminacdo redutiva (AFANASYEV et al., 2019), partindo-se do derivado
aldeido do eugenol, da piperazina e um agente redutor. Entretanto, inicialmente foi realizada a
formacdo dos intermediarios formilados do eugenol e do dihidroeugenol pelo método
conhecido como reacdo de Duff, que emprega o aquecimento do fenol de interesse com
hexamina em acido acético glacial. Este método é conhecido por seu baixo rendimento e
consiste em uma aminometilacdo (gerada a partir desta amina) do eugenol, seguida pela
desidrogenacdo da amina para a imina correspondente, a qual é hidrolisada in situ ao
intermediéario aldeidico correspondente (VINAYA et al., 2014) (Figura 45).

Figura 45 - Mecanismo de formilacédo da reacdo de Duff.
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Devido ao fato de essa reacdo e esse intermediario serem bem conhecidos, para
assegurar a formagdo e pureza relativa do produto, foi utilizado dinitrofenilhidrazina (DNFH)
como revelador para a CCD, além da comparacdo com um padréo auténtico do produto. Para
a elaboracdo da reacdo de formilacdo, apds a neutralizacdo de qualquer subproduto da
hexamina com HCI, utiliza-se bicarbonato de sédio para corrigir o pH do meio.

Na aminacdo redutiva, o mecanismo segue pelo ataque nucleofilico da amina na
carbonila do aldeido conduzindo a formacdo do ion iminio, que é reduzido pelo

cianoborohidreto de sddio presente no mesmo frasco de reagédo (Figura 46).

Figura 46 - Mecanismo da reacdo de animacéo redutiva.
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6leo amarelado escurecido e impuro, com diversas manchas aparentes em CCD. Assim,
devido a polaridade do composto ser muito alta e a basicidade do nitrogénio ndo substituido,
néo foi feita a purificacdo por CCS, optando-se pela tentativa de lavagem com hexano puro.
Apos a lavagem, observou o clareamento do oleo, além de uma Unica mancha arrastada em
CCD. Resultados similares foram encontrados referente ao derivado partindo do
dihidroeugenol. Porém, ao avaliar a identidade e pureza desse Ultimo composto, observou-se a
presenca do sinal referente ao carbono 5 na analise de DEPT-135. Isso pode indicar que haja
algum tipo de impureza no composto, pelo fato deste ser um carbono totalmente substituido
(Figura 95).

Na sintese do derivado fenilpiperazinico do eugenol IRLAES8, obteve-se apds a
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extracdo e evaporacdo um oleo de avermelhado, que em CCD apresentou impurezas. Apds a
purificacdo por CCS, obteve-se 0,513 g (24%) de um solido branco cristalino (em agulhas
finas). Para o derivado IRLADS, foram obtidos resultados similares, tendo-se 0,542 g (26%)
do produto apds CCS, também na forma de um solido cristalino.

Nos espectros de RMN desses compostos, além dos sinais j& discutidos, pdde-se
verificar a presenca dos sinais referentes aos hidrogénios e carbonos do anel ligado ao ndcleo
piperazinico que acoplaram como previsto na regido de carbonos aromaticos proximo aos do
nticleo do eugenol. Para o espectro de *H tem-se H24 e H22 em 7,28 ppm e H21, H23 e H25
proximo a 6,92 ppm (Figura 47). Ja em relacio ao espectro de 3C tem-se C22 e C24 em §
129,20, C23 em ¢ 120,20 e C21 e C25 em 6 116,40 (Figura 48).



Figura 47 - Espectro de RMN de H do derivado IRLAES (CDCls, 300 MHz).
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Figura 48 - Espectro de RMN de 3C do derivado IRLAES (CDCls, 75 MHz).
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Das bases de Mannich sintetizadas, 13 sdo inéditas, sendo que IRLAES foi preparada
no trabalho de Sharghi et al.(2012), em que os autores visaram propor uma nova metodologia
de sintese, ndo avaliando nenhum tipo de atividade bioldgica. Ainda com relacao a isso, outro
trabalho de Buduma et al. (2021) trouxe a sintese de IRLE1 e IRLAES5, o qual avaliou sua
atividade anticancer, obtendo resultados de atividades brandas para esses dois compostos.
Dessa forma, além das substancias noivas aqui apresentadas, tém-se o ineditismo no tipo de
avaliacdo bioldgica realizada.

Para avaliar a seguranca dos derivados piperazinicos, foi investigado seu potencial
citotoxico frente as células H9c2 (cardiomioblastos de ratos) e HepG2 (derivadas de
carcinoma hepatocelular humano). Considerou-se efeito citotoxico a reducéo igual ou superior
a 30% na viabilidade das células, como preconizado pela 1SO 10993-5.

As Figuras 49 e 50 mostram o percentual de inibi¢éo da proliferacdo das células H9c2
e HepG2, incubadas com diferentes concentragdes das substancias. De forma geral, o perfil de
toxicidade foi mais acentuado nas células HepG2 (Figura 49); nesse tipo celular, as
substancias IRLAE3, IRLAES5, IRLAD2, IRLAD3, IRLADS e IRLAD10 induziram reducéo
da viabilidade de mais de 30% das células quando a 500 UM, mas o efeito foi concentracédo
dependente, sendo irrelevante nas menores concentragdes. As demais substancias nao
induziram alteracéo significativa na viabilidade das células. O eugenol e dihidroeugenol ndo
estdo mostrados, porém ndo foram toxicos e induziram niveis de proliferacdo celular até
maiores que as células controle, para as células H9c2 e HepG2. E importante ressaltar que as
concentracdes de DMSO utilizadas na solubilizacdo das substancias ndo induziram reducéo na

viabilidade das células (concentracao final no pogo <1%).
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Figura 49 - Avaliacdo da viabilidade de células HepG2 pelo ensaio do corante

resazurina tratas com 0s compostos piperazinicos sintetizados.
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*As células foram incubadas por 48 horas na presenca ou auséncia de concentracdes
decrescentes das substancias. A viabilidade celular foi determinada por meio da resazurina.

As absorbancias foram medidas usando um leitor espectrofotomeétrico de microplacas em 570nm e
600nm, ¢ a viabilidade celular foi calculada considerando a diferenca na reducdo de resazurina
entre células tratadas e ndo tratadas. Todos os experimentos foram realizados em duplicata e os
resultados representam as médias de pelo menos dois experimentos independentes (n= 2).

Fonte: Do autor (2023).

Quando essas substancias foram incubadas com células H9c2, foi observado efeito
toxico para a maior concentracdo de IRLAE3, IRLAD3, IRLAD4, IRLADS e IRLADI10
(Figura 50).
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Figura 50 - Avaliacdo da viabilidade de celulas H9c2 pelo ensaio do corante resazurina
tratas com 0s compostos piperazinicos sintetizados.

H9c2 m 500 pM

100- = 250 pM
m 125 pM

80+ = 62,5 M

60

Toxicidade celular (%)

IRLAE1 IRLAE2 IRLAE3 IRLAE4 IRLAES IRLAES IRLAE9 IRLAE10

H9c2
100+

80+

Toxicidade celular (%)

IRLAD1 IRLAD2 IRLAD3 IRLAD4 IRLADS IRLADS IRLADY IRLAD10

As células foram incubadas por 48 horas na presenca ou auséncia de concentracdes
decrescentes das substincias. A viabilidade celular foi determinada por meio da resazurina.

As absorbancias foram medidas usando um leitor espectrofotométrico de microplacas em 570nm e
600nm, ¢ a viabilidade celular foi calculada considerando a diferenca na reducdo de resazurina
entre células fratadas e ndo fratadas. Todos os experimentos foram realizados em duplicata e os
resultados representam as médias de pelo menos dois experimentos independentes (n= 2).

Fonte: Do autor (2023).

Esses resultados obtidos sdo sustentados pela literatura acerca dos efeitos citotoxicos
de bases de Mannich. Sendo este um estudo inovador, 0s artigos ndo possuem substancias
idénticas as aqui descritas, porém ha relatos levando em conta outras bases de Mannich, o que
possibilita fazer inferéncias quanto aos resultados desses ensaios. Um desses estudos é o
realizado por Malinka et al. (2005), que sintetizou derivados isotiazolopiridinicos e avaliou
suas atividades biologicas. Como resultado, além de possuirem significante atividade
analgesica, 0s compostos apresentaram pouca toxicidade, com valores de LDsg acima de 255
mg/kg, chegando a conclusdo de que os todos os compostos foram menos tdxicos que seus

antecessores.

Um outro estudo, realizado por Moreno-Viguri et al. (2016), também suporta os
77



78

resultados dessa pesquisa. A partir dele, os autores tiveram por objetivo sintetizar novos
derivados do tipo base de Mannich arilaminicos e avaliar suas atividades antiparasitérias. Os
autores realizaram um extenso estudo com relacdo a citotoxicidade dos compostos
sintetizados. Como resultado, no ensaio frente a células Vero, os compostos apresentaram
menor citotoxicidade que o farmaco de referéncia benznidazol, obtendo valores de 1Cso entre
30,1 e 2846,3 pM. Os autores também realizaram teste genotdxicos, pelo qual todas as
substancias foram ndo mutagénicas. Por ultimo, realizaram o teste AMES, no qual os
compostos foram ndo genotdxicos com ou sem ativacdo metabolica.

Todos esses fatores suportam a hipdtese de que a citotoxicidade dos compostos
depende de diversos fatores e ndo s6 do grupamento base de Mannich. Assim, para 0s
compostos com atividades bioldgicas mais promissoras, se faz necessario um estudo mais
elaborado sobre o mecanismo de acdo e metabolismo para a confirmacdo dessa hipotese.
Porém, os resultados aqui apresentados sdo muito promissores tendo em vista o fato de que
mesmo aqueles que apresentaram maior toxicidade, o fizeram em maiores concentragoes.

A seguir, foi determinada a atividade anti-T. cruzi sobre formas amastigotas
intracelulares desse parasita, por meio da avaliacdo semiquantitativa em placas de 96 pocos.
Os dados obtidos mostraram discreta reducdo no parasitismo intracelular para as substancias
IRLAE3, IRLAES, IRLAES, IRLAD2, IRLAD3, IRLAD4, IRLAD5 e IRLAD10 ap6s 48
horas de incubacdo. Ja& 48 horas ap6s a lavagem das células, essas substancias (exceto
IRLAD2) mostraram ainda alguma interferéncia no parasitismo, especialmente nas maiores
concentracdes (500, 250 e 125 uM), para as quais era possivel observar diferencas com
relacdo aos controles. Desse modo, essas substancias foram selecionadas para avaliacdo da
atividade anti-tripomastigosta. Para esse ensaio foi utilizada a concentragdo de 25 pM, mas
nenhuma substéncia foi efetiva em induzir mortalidade acima de 50% dos tripomastigostas.
Dessa forma e tendo em vista a baixa poténcia como tripanossomicidas, os estudos visando
esse alvo ndo foram aprofundados.

Em relacdo aos testes bioldgicos da atividade antibacteriana e antimicobacteriana, 0s
resultados obtidos foram bastante promissores. Para a determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima, foram utilizados os compostos sintetizados em onze concentracdes
diferentes a partir de diluicdes 1:2 (de 625 a 0,61 pg.mL™). A atividade foi determinada frente
a micro-organismos Gram-positivos, Gram-negativos e micobactérias de crescimento rapido e
0s resultados podem ser conferidos no Quadro 2. Em geral, todos os derivados sintetizados

apresentaram atividade superior (4,88 e 312,5 ug.mL™) ao eugenol (IRLEU) e dihidroeugenol
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(IRLDI), os quais mostraram valores de CIM acima de 625 pug.mL™,

Dentre os derivados, todos eles apresentaram inibicdo frente a todas as espécies
testadas, ndo havendo variacdo significante entre micobactérias, bactérias gram-positivas e
gram-negativas. Os derivados IRLAE1 e IRLADL, sintetizados a partir da metilpiperazina,
apresentaram menor atividade frente a todas as espécies (entre 312,5 e 78,125 pg.mL™).
Criou-se a hipdtese de que isso se da pelo fato de ndo possuirem algum grupo polar ligado a
outra extremidade do nucleo piperazinico, como é o caso dos outros compostos, podendo
afetar sua solubilidade em agua e biodisponibilidade. Dentre os outros resultados gerais,
observa-se valores de CIM entre 78,125 e 19,54 pg.mL™.

Por fim, o0s compostos que apresentaram maior atividade (CIM entre
19,53 € 2,44 ug.mL™?) frente a todos os micro-organismos testados foram o0s que possuem
grupo volumoso como substituinte no ndcleo piperazinico (IRLAES8, IRLAEY, IRLAEL0,
IRLAD4, IRLADY, IRLAD10), além de a maioria conter um grupo sulfonamida em sua
estrutura. Para uma comparacdo direta entre 0s ensaios antibacterianos e o citotoxico, 0s
quadros possuem colunas que mostram a equivaléncia de 500 uM em pg.mL™.

No ensaio também foi utilizado farmacos de referéncia como padrdes para cada tipo
de microrganismo. Nesse sentido, a eritromicina foi utilizada como padrdo para bactérias
Gram-positivas, imipenem para Gram-Negativos e sulfametoxazol para micobactérias. Com
isso, pode-se notar que os derivados piperazinicos que apresentaram maior atividade, o
fizeram em valores iguais ou inferiores aos farmacos utilizados, mostrando seu grande

potencial antimicrobiano.
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Quadro 2 - Atividade antibacteriana dos derivados piperazinicos em termos de CIM, com

destaque em azul para os derivados que apresentaram maior atividade.

Substancia M. M. S. aureus S. K. P. 500 uM
abcessus | fortuitum epidermidis | pneumoniae | aeruginosa eml_gg.
IRLAE1 312,5 312,5 156,25 156,25 156,25 156,25 138,09
IRLAE2 39,06 39,06 39,06 39,06 39,06 39,06 153,09
IRLAE3 39,06 39,06 39,06 39,06 39,06 39,06 167,09
IRLAE4 39,06 39,06 39,06 39,06 19,53 19,53 201,08
IRLAES 78,125 | 78,125 | 78,125 78,125 39,06 39,06 131,08
IRLAES 19,53 19,53 9,76 9,76 4,88 4,88 169,10
IRLAE9 9,76 9,76 9,76 9,76 4,88 4,88 208,08
IRLAE10 9,76 9,76 9,76 9,76 4,88 4,88 223,57
IRLAD1 156,25 | 156,25 | 156,25 156,25 78,125 78,125 139,10
IRLAD2 | 78,125 | 78,125 | 78,125 78,125 78,125 78,125 154,10
IRLAD3 | 78,125 | 78,125 | 78,125 78,125 78,125 78,125 168,10
IRLAD4 9,76 9,76 9,76 9,76 4,88 4,88 202,08
IRLAD5 | 78,125 | 78,125 | 78,125 78,125 78,125 78,125 132,09
IRLADS 39,06 39,06 39,06 39,06 39,06 39,06 170,10
IRLAD9 9,76 9,76 9,76 9,76 9,76 9,76 209,09
IRLAD10 4,88 4,88 4,88 4,88 2,44 2,44 224,58
IRLEU >625,00 | >625,00 | >625,00 | >625,00 >625,00 >625,00 82,041
IRLDI >625,00 | >625,00 | >625,00 | >625,00 >625,00 >625,00 83,049
Imipenem - - - - 19,53 19,53
Eritromicina - - 19,53 9,76 - -
Sulfameto 64 128 - - - -
xazol

*CIM: Concentracdo Inibitéria Minima. Todos os experimentos foram realizados em triplicata (n=3),
assim os resultados estéo apresentados em termos de média + Desvio Padrdo.
Fonte: Do autor (2023).
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Assim, os resultados obtidos séo sustentados pela literatura, em que se percebe que
esses compostos apresentam grande potencial antibacteriano e antimicobacteriano. Roman
(2015) fez um estudo sobre as diferentes bases de Mannich e suas atividades bioldgicas.
Segundo o autor, os compostos fendlicos desse tipo apresentaram resultados promissores
contra micobactérias. Ainda nesse sentido, compostos derivados da pirrolidina foram efetivas
contra M. tuberculosis e uma série de espécies ndo tuberculosas. Além disso, ao analisar
derivados da fenilpiperazina, foi constatado que possuir substituintes volumosos é benéfico
para a atividade antimicobacteriana.

Outro estudo conduzido por Bishoy et al.(2021), que sintetizou bases de Mannich
derivadas do timol, contendo grupos sulfanilamidicos, avaliou-as frente as bactérias S. aureus,
S. pyogenesis e E. coli, sua atividade antifungica e um estudo de docking molecular. Como
resultados, os autores obtiveram zonas de inibicdo entre 20-25 mm para a atividade
antibacteriana e antifingica. Por ultimo, o estudo de docking, que foi feito visando uma
proteina substrato responsavel por produzir o &cido tetrahidrofélico na bactéria, mostrou que
ha interacdes entre o grupo sulfonila e o grupo fendlico com a proteina avaliada, reforcando
os resultados da atividade dos compostos sintetizados nesse estudo.

Com isso, estes seis compostos mais promissores foram testados frente a isolados
clinicos de micobactérias, de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas que ja apresentaram
algum tipo de resisténcia. Foram utilizadas as mesmas concentracdes do ensaio anterior.
Como resultados, todos os compostos apresentaram alta atividade contra todos os micro-
organismos. Os valores de CIM variaram entre 1,22 e 9,76 pug.mL?, com destaque para
IRLAD9 e IRLAD10, com valores entre 1,22 e 4,88 ug.mL™2. Isso pode indicar que a
presenca de um substituinte no anel aromatico possa favorecer a atividade do composto. Os

resultados desse ensaio podem ser conferidos no quadro a seguir (Quadro 3) .
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Quadro 3 - Atividade antibacteriana dos derivados piperazinicos frente a isolados clinicos em
termos de CIM com destaque em azul para os derivados que apresentaram maior atividade.

Isolados Clinicos | Isolados Clinicos | Isolados Clinicos
de micobactérias | de Gram positivos | de Gram negativos [ 500 uM em
Hg. mL*
Substancia IC1 IC2 IC3 IC4 IC5 IC6
IRLAES 9,76 9,76 4,88 4,88 2,44 4,88 169,10
IRLAE9 4,88 9,76 2,44 4,88 4,88 4,88 208,08
IRLAE10 9,76 4,88 4,88 4,88 9,76 4,88 223,57
IRLAD4 9,76 9,76 4,88 4,88 9,76 4,88 202,08
IRLAD9 4,88 4,88 4,88 4,88 2,44 2,44 209,09
IRLAD10 4,88 4,88 1,22 1,22 2,44 2,44 22458

*CIM: Concentragdo Inibitéria Minima. Todos os experimentos foram realizados em triplicata (n=3),
assim os resultados estdo apresentados em termos de média + Desvio Padrao.
Fonte: Do autor (2023).

Outro estudo que sustenta os resultados aqui encontrados é o realizado por
Idhayadhulla et al.(2010). Nele o autor teve por objetivo sintetizar derivados base de Mannich
da morfolina possuindo anéis aromaticos substituidos ou ndo e avalia-los frente a diferentes
fungos e bactérias. Como resultado, obtiveram zonas de inibicdo entre 6 e 25 mm e
observaram que dentre 0s compostos, 0s que possuem substituintes nos anéis aromaticos
apresentam atividade superior quando comparado aqueles que ndo tinham. Embora sejam
estruturas diferentes, esse fendmeno foi observado ao comparar IRLAE(ou D)4 com
IRLAE(ou D)9 (ou 10) em ambos os ensaios (Quadros 2 e 3).

Ainda com relacdo aos compostos mais promissores, foi feita uma avaliagcdo quanto a
inibicdo da formacéo e remocao/destruicdo de biofilmes de M. fortuitum comparando-os com
o farmaco de referéncia sulfametoxazol (SMTZ). No primeiro ensaio, observa-se que todos 0s
compostos conseguiram inibir a formagdo de biofilme em 1/4 da MIC mais eficientemente
que 0 SMTZ, o qual mesmo a 2500 pg.mL™ ndo mostrou resultado promissor (Figura 51). Ja

no segundo ensaio, € possivel perceber que os derivados piperazinicos ndo apresentaram
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atividade significativa, indicando que ndo s&o capazes de destruir ou remover o0
biofilme ja formado (Figura 52).

Figura 51 - Inibicdo da formacéo de biofilmes de M. fortuitum pelos derivados piperazinicos.
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*CN: confrole negativo; CP: controle positivo; SMTZ: sulfametoxazol

A formacdo de biofilme foi determinada pela diferenca significativa entre as médias de
absorbancia obtidas no CP e as médias obtidas no CN. O experimento foi realizado em
triplicata (n= 3). As leituras de DO obtidas no ensaio de formacdo de biofilme foram
registradas como média + Desvio Padréo, e foram submetidas a um teste t (comparado com o
CP). Um valor de P =0,05 foi considerado para indicar significancia estatistica.

Fonte: Do autor (2023).
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Figura 52 - Remocéo/destruicdo de biofilmes pré-formados de M. fortuitum pelos derivados

piperazinicos.
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A formacdo de biofilme foi determinada pela diferenca significativa entre as médias de
absorbéancia obtidas no CP e as médias obtidas no CN. O experimento foi realizado em
triplicata (n= 3). As leituras de DO obtidas no ensaio de formagfo de biofilme foram
registradas como média + Desvio Padréo, e foram submetidas a um teste t (comparado com o
CP). Um valor de P =0,05 fo1 considerado para indicar significancia estatistica.

Fonte: Do

autor (2023).
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Em vista dos fatos apresentados, pode-se afirmar que os compostos sintetizados possuem um
grande potencial antibacteriano e antimicobacteriano, sendo mais efetivo que seus
precedentes, principalmente os que possuem o grupo sulfonamida. Estes resultados ficam
mais promissores quando se leva em conta o fato de apresentarem citotoxicidade apenas em
altas concentracGes (acima de 500 uM) e que a atividade antibacteriana e antimicobacteriana
foi obtida em concentracfes bastante inferiores. Quanto ao potencial antiparasitario dos
compostos pode-se afirmar que os compostos ndo apresentaram resultados significantes. Os
compostos piperazinicos sintetizados sdo 6timos candidatos a farmacos que possam ajudar a
suprir a necessidade crescente de novos antimicrobianos. Ainda nesse sentido, podem ser

realizados estudos mais aprofundados sobre seu mecanismo de acdo e metabolismo.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

Em relacdo ao material de partida das reacdes, o eugenol e dihidroeugenol, foram
obtidos comercialmente através da Sigma-Aldrich® e utilizado como tal. Quanto aos
derivados da piperazina, a maioria destas também foi obtida comercialmente, salvo para as
sulfonaminas que foram sintetizadas a partir da piperazina ndo substituida.

Todas as etapas da sintese foram acompanhas utilizando o método de CCD, com
placas de silica gel feitas em suporte de aluminio contendo detector de fluorescéncia
(Macherey-Nagel, DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra Sil G/UV254). Para as purificacdes
realizadas em CCS foi utilizada silica gel 60, 70-230 mesh (Sorbline), sendo os eluentes
utilizados descritos em cada processo.

Para as determinacdes de faixa de fusdo, utilizou-se um aparelho Bucher 535 (0-300
°C), calibrado com vanilina P.A. Merck®:

As analises de espectroscopia na regido do infravermelho (1V) foram realizadas no
Laboratorio do Nucleo de Controle de Qualidade da UNIFAL-MG, e obtidas em um
espectrometro Thermo Scientific Nicolet-iS50, com dispositivo ATR, e os valores foram
descritos em ndmero de onda (bméax, cm™). As analises de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de 'H e 3C e DEPT-135 foram realizadas no Laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear da UNIFAL-MG, obtidas em espectrometro Bruker AC-300. Os resultados foram
processados com o auxilio do software MestReNova, desenvolvido pela Mestrelab Research
S.L.® (versdo 14.1.1; 2019). O padrdo empregado foi o tetrametilsilano (TMS) e como
solvente o cloroférmio deuterado (CDCls3). Os valores de deslocamento quimico sdo dados em
partes por milh&o (5, ppm).

5.1 SINTESE DOS DERIVADOS PIPERAZINICOS

5.1.1 Sintese das piperazinas N-sulfoniladas

Em um baldo de aquecimento foi solubilizado piperazina (2 equivalentes) em acetona
a 0° C. Apos isso, foi adicionado trietilamina (2,8 equivalentes) e a mistura foi deixada em
agitacdo por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado o cloreto correspondente (1 equivalente)
gota a gota, a solugdo sendo deixada em agitacdo por 30 minutos nessas condicOes (Figura
53).
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Figura 53 - Metodologia de sintese das sulfonamidas a partir piperazina.

9
§—C| o —
[ j (o) R S—N NH
> n o\ /
Acetona, Trietilamina, 0 °C o
IRLA4: R=H

IRLA9: R= CH,
IRLA10: R=NO,

Fonte: Do autor (2023).

A reacdo foi terminada com agua destilada, extraida com cloroférmio (4 x 20 mL)
seca com sulfato de sodio anidro e o solvente evaporado a pressdo reduzida. No quadro a

seguir sao mostradas as quantidades de reagentes empregas em cada reacdo (Quadro 4)

Quadro 4 - Quantidades de reagentes para a sintese das piperazinas N-sulfoniladas

Produto Quantidade dos Reagentes
Piperazina Trietilamina Cloreto
(9) (mL) correspondente
1-
fenilsulfonilpiperazina 59 11,33 mL 3,69 mL
1-tosilpiperazina:
5¢ 11,33 mL 551¢g
1-(a-
nitrofenil)sulfonil) 59 11,33 mL 6,419
piperazina:

Fonte: Do autor (2023).
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5.1.2 Sintese das bases de Mannich do eugenol e dihidroeugenol

Em um bal&o de fundo redondo de 50 mL, foi adicionada a piperazina correspondente
(2 equivalentes) em tolueno (5 mL) e, em seguida foram adicionados formaldeido (2
equivalentes) e HCI (37% p/v; 1 gota). Apds isso, a mistura reagente foi aquecida até 95 °C
com agitacdo. Atingida essa temperatura, foi adicionado eugenol/dihidroeugenol (1
equivalente), sendo mantida em agitagcdo nessas condi¢Ges por 6 horas e acompanhada por
CCD (Figura 54). No quadro 4 s&o mostradas as quantidades de reagentes empregas em cada

reacao e o eluente usado para acompanhar por CCD.

Figura 54 - Metodologia de Sintese dos derivados piperazinicos do eugenol.

OH
OH

/N o
o R—N\_/NH - @

L

Tolueno, formaldeido,
HCl(cat), 95°C

Rl

IRLA(E ou D)1 IRLA(E ou D)2 IRLA(E ou D)3 IRLA(E ou D)4
o)
/

CH OH (o) |
0

IRLA(E ou D)8 IRLA(E ouD)9 IRLA(E ou D)10

IRLAE(n) IRLAD(n)
RV= §/§C H2 ; %\/CH:;

Fonte: Do autor (2023).

Ap0s o término da reagdo, esta foi arrefecida e feita uma extragdo com solugéo aquosa
de HCI (1 mol.LY) (5 x 30 mL). A fase aquosa resultante teve seu pH ajustado para 6
utilizando solucdo saturada de bicarbonato de sodio. Por fim, foi feita uma extracdo da fase
aquosa com cloroférmio (5 x 20 mL). A fase organica resultante foi seca com sulfato de sodio
anidro e o solvente evaporado a pressdo reduzida. Apds isso, a depender da pureza do

derivado, outros métodos de purificagdo foram utilizados, como CCS ou recristalizacao.
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Quadro 4 - Quantidades de reagentes para a sintese dos produtos finais.

Produto Quantidade dos Reagentes
Eugenol (E)/ Proporcéo de
o ) ) Formaldeido
Dihidroeugenol Piperazina Correspondente ML) Hexano/Acetato
m
(D) (mL) para CCD
IRLAE1 0,943 metilpiperazina: 1,35 mL 0,906 4:6
IRLAD1 0,963 metilpiperazina: 1,33 mL 0,895 4:6
IRLAE2 0,943 1(2-hidroetil)piperazina: 1,49 mL 0,906 4:6
IRLAD2 0,963 1(2-hidroetil)piperazina: 1,47 mL 0,895 4:6
etil-1-carboxipiperazina:
IRLAE3 0,943 0,906 6:4
1,78 mL
etil-1-carboxipiperazina:
IRLAD3 0,963 0,895 6:4
1,76 mL
1-fenilsulfonilpiperazina:
IRLAE4 0,377 0,3627 6:4
1,109
1-fenilsulfonilpiperazina:
IRLAD4 0,385 0,358 6:4
1,039
1-fenilpiperazina:
IRLAES8 0,943 0,906 6:4
1,917 mL
1-fenilpiperazina:
IRLADS 0,963 0,895 6:4
1,893 mL
1-tosilpiperazina:
IRLAE9 0,471 0,453 4:6
1,46 g
1-tosilpiperazina:
IRLAD9 0,485 0,447 4:6
1,44 g
1-((4-nitrofenil)sulfonil)
IRLAE10 0,471 0,453 4:6

piperazina: 1,65 g

1-((4-nitrofenil)sulfonil)
IRLAD10 0,485 0,447 4:6
piperazina: 1,63 g

Fonte: Do autor (2023).

Adiante estdo mostrados os dados de caracterizacao referentes a cada base de Mannich
final obtido por esta metodologia (Quadro 5), onde tem-se o nome quimico definido pela
IUPAC, seu rendimento, aspecto, faixa de fusdo, formula molecular, massa molar, fator de

retencédo e dados dos espectros no IV e de RMN.
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Quadro 5 - Dados de caracterizacdo dos derivados sintetizados pela reagdo de

Mannich.

Estrutura do derivado

Caracterizagao

OH

4-alil-2-metoxi-6-((4-metilpiperazin-1-il)metil)fenol
Rendimento: 84%; Sélido branco; F.F.: 82-87 °C;

F.M.: C16H24N20, M.M.: 276,38 g.mol*

Rf: 0,41 (metanol e acetato de etila, 1,0:1,0 v/v)

IV (ATR, cm™): 3016, 2982 (C-H sp?); 2839, 2800 (C-H sp®); 1639
(C=C alifatico); 1593 (C=C ar); 1432 - 1504 (C=C ar, CH2); 1348
(CHa); 1279 (C-N); 1145 (C-O fendlico); 1087 (C-O, éter); 1002,
909 (C-H ar, alifatico). ). *H-RMN (300 MHz, CDCls): ¢ 6,63 (d,
1H, J= 1,95 Hz, H4); 6,42 (d, 1H, J= 1,95 Hz, H2); 5,98-5,89 (m,
1H, H11); 5,10-5,03 (m, 2H, H12); 3,86 (s, 3H, H9); 3,69 (s, 2H,
H13); 3,29-3,27 (m, 2H, H10); 3,29 (s, 8H, H15-H16, H18, H19);
2,31 (s, 3H, H20). ¥C-RMN (75 MHz, CDCl3): § 147,7 (C1);
145,1 (C6); 137,8 (C11); 130,4 (C5); 120,9 (C4); 120,4 (C3); 115,5
(C12); 111,3 (C2); 61,1 (C13); 55,8 (C9); 54,8 (Cl16, C18); 52,3
(C15, C19); 45,7 (C20); 39,8 (C10).

2-metoxi-6-((4-metilpiperazin-1-il)metil)-4-propilfenol
Rendimento: 59%:; Sélido branco; F.F.: 79-84 °C;

F.M.: C1sH26N20, M.M.: 278,38 g.mol*

Rf: 0,41 (metanol e acetato de etila, 1,0:1,0 v/v)

IV (ATR, cm™): 2942, 2910 (C-H sp?); 2847, 2791 (C-H sp®); 1595
(C=C ar); 1507 - 1459 (C=C ar, CH2); 1356 (CHs); 1283 (C-N);
1140 (C-O fendlico); 1084 (C-O, éter); 820 (C-H ar). *H-RMN (300
MHz, CDCls): ¢ 6,63 (d, 1H, J = 1,92 Hz, H4); 6,41 (d, 1H, J =
1,92 Hz, H2); 3,86 (s, 3H, H19); 3,68 (s, 2H, H11); 2,51-2,44 (m,
10H, H8, H13, H14, H16, H17); 2,29 (s, 3H, H20); 1,63-1,55 (m,
2H, H9); 0,92 (t, 3H, J = 7,32 Hz H10).'*C-RMN (75 MHz,
CDCls): ¢ 147,5 (C1); 144,7 (C6); 133,1 (C3); 120,8 (C5); 120,2
(C4); 111,2 (C2); 61,2 (C11); 55,8 (C19); 54,9 (C13, C14); 52,4
(C16, C17); 45,8 (C20); 37,6 (C8); 24,7 (C9); 13,8 (C10).

IRLAEI
OH
IRLADI
OH
_0

IRLAE2

g

HO

J

4-alil-2-((4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metil)-6-metoxifenol
Rendimento: 39%:; Sélido branco; F.F.: 78-85 °C;

F.M.: C17H26N203; M.M.: 306,41 g.mol‘l

Rf: 0,46 (metanol e acetato de etila, 1,0:1,0 v/v)

IV (ATR, cm™): 30197 - 3504 (O-H); 3009, 2995 (C-H sp?); 2820,
2869 (C-H sp®); 1642 (C=C alifatico); 1586 (C=C ar); 1426 - 1496
(C=C ar, CH2); 1356 (CHs); 1265 (C-N); 1077 (C-O fendlico);
1007 (C-0O, éter); 931, 807 (C-H ar, alifatico). *H-RMN (300 MHz,
CDCls): 6 6,63 (d, 1H, J = 1,95 Hz, H4); 6,42 (d, 1H, J = 1,95 Hz,
H2); 5,98 -5,89 (m, 1H, H11); 5,10-5,03 (m, 2H, H12); 3,86 (s, 3H,
H9); 3,69 (s, 2H, H13); 3,62 (t, 2H, J =, 5,25 Hz, H21); 3,29-3,27
(m, 2H, H10); 2,57-2,54 (m, 9H, H15, H16, H18, H19, H20).**C-
RMN (75 MHz, CDCls): 6 147,8 (C1); 145,1 (C6); 137,8 (C11);
130,5 (C3); 120,9 (C5); 120,4 (C4); 115,5 (C12); 111,4 (C2); 61,1
(C21); 59,0 (C13); 57,7 (C20); 55,8 (C9); 52,6 (C16, C18); 52,5
(C15, C19); 39,8 (C10).
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2-((4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metil)-6-metoxi-4-propilfenol
Rendimento: 27%:; Sélido arroxeado; F.F.: 66-71 °C; F.M.:
Ci7H2sN203; M.M.: 308,41 g.mol*

Rf: 0,43 (metanol e acetato de etila, 1,0:1,0 v/v)

IV (ATR, cm™): 3509 - 3158 (O-H); 2966, 2919 (C-H sp?); 2831
(C-H sp?); 1587 (C=C ar); 1507 - 1567 (C=C ar, CH2); 1359 (CHs);
1276 (C-N); 1156 (C-O fendlico); 1084 (C-O, éter); 1004 (C-H ar).
'H-RMN (300 MHz, CDCls): 6 6,63 (d, 1H, J = 1,89 Hz, H4); 6,42
(d, 1H, J = 1,92 Hz, H2); 3,86 (s, 3H, H19); 3,69 (s, 2H, H11);
3,64-3,60 (t, 2H, J = 5,40 Hz, H21); 2,57-2,45 (m, 10H, H8, H13,
H14, H16, H17, H20); 1,63-1,56 (m, 2H, H9); 0,92 (t, 3H, J = 7,29
Hz, H10). *C-RMN (75 MHz, CDCls): § 147,6 (C1); 144,6 (C6);
133,2 (C3); 120,7 (C5); 120,3 (C4); 111,3 (C2); 61,2 (C21); 59,1
(C20); 57,7 (C11); 55,8 (C19); 52,7 (C13, C14); 52,5 (C16, C17);
37,6 (C8); 24,8 (C9); 13,8 (C10).

etil 4-(5-alil-2-hidroxi-3-metoxibenzil)piperazina-1-carboxilato
Rendimento: 84%:; Sélido branco amarelado; F.F.: 52-58 °C;

F.M.: C18H26N204; M.M.: 334,42 g.mol‘l

Rf: 0,76 (hexano e acetato de etila, 4,0:6,0 v/v)

IV (ATR, cm™): 2980 (C-H sp?); 2824, 2795 (C-H sp®); 1689
(C=0); 1589 (C=C ar); 1403 - 1489 (C=C ar, CH2); 1347 (CHj3);
1239 (C-N); 1144 (C-O, fendlico);1111 (C-O éter); 1075 (C-O,
éster); 997, 922 (C-H ar, alifatico). 'H-RMN (300 MHz, CDCly): 6
6,64 (d, 1H, J = 1,95 Hz, H4); 6,42 (d, 1H, J = 1,05 Hz,H2); 5,95 -
5,92 (m, 1H, H11); 5,07-5,03 (m, 2H, H12); 4,20-4,10 (m, 2H,
H23); 3,86 (s, 3H, H9); 3,69 (s, 2H, H13); 3,53 (s, 4H, H16, H18);
3,27-3,26 (m, 2H, H10); 2,53 (s, 4H, H15, H19); 1,26 (t, 3H, J =,
7,05 Hz, H24). B®*C-RMN (75 MHz, CDCls): 6 155,3 (C20); 147,8
(C1); 144,8 (C6); 137,7 (C11); 130,7 (C3); 120,6 (C5); 120,5 (C4);
115,5 (C12); 111,5 (C2); 61,5 (C13); 61,2 (C23); 55,8 (C9); 52,2
(C15, C19); 43,4 (C16, C18); 39,8 (C10); 14,6 (C24).

OH
N/\
LN ]
HO
IRLAD2
OH
=
K/N\n/o\/
(o]
|
IRLAE3
OH
=
LN_o
T

IRLAD3

etil 4-(2-hidroxi-3-metoxi-5-propilbenzil)piperazina-1-
carboxilato

Rendimento: 81%; Oleo ambar; F.F.: N&o se aplica;

F.M.: ClgH28N204; M.M.: 336,42 g.mol‘l

Rf: 0,81 (hexano e acetato de etila, 4,0:6,0 v/v)

IV (ATR, cm™): 3558-262 (O-H); 2969 (C-H sp?); 2854, 2815 (C-
H sp®); 1706 (C=0); 1583 (C=C ar); 1491 - 1403 (C=C ar, CH2);
1348 (CHs); 1228 (C-N); 1156 (C-O fendlico); 1124 (C-O, éter);
1077 (C-O, éster); 989 (C-H ar). 'H-RMN (300 MHz, CDCly): &
6,64 (d, 1H, J = 1,89 Hz, H4); 6,41 (d, 1H, J = 1,92 Hz, H2); 4,17-
4,10 (m, 2H, H23); 3,86 (s, 3H, H19); 3,68 (s, 2H, H11); 3,53 (s,
4H, H14, H16); 2,54-2,45 (m, 5H, H8, H13, H17); 1,65-1,53 (m,
2H, H9); 1,26 (t, 3H, J = 6,33 Hz, H24); 0,92 (t, 3H, J = 7,29 Hz,
H10). ®C-RMN (75 MHz, CDCls): § 155,2 (C20); 147,5 (C1);
144,3 (C6); 133,4 (C3); 120,4 (C5); 120,3 (C4); 111,4 (C2); 61,4
(C11); 61,2 (C23); 55,8 (C19); 52,2 (C13, C17); 43,4 (C14, C16);
37,6 (C8); 24,7 (C9); 14,6 (C24); 13,8 (C10).
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4-alil-2-metoxi-6-((4-(fenilsulfonil)piperazin-1-il)metil)fenol
Rendimento: 13%; Sélido branco amarelado; F.F.: 135-140 °C;
F.M.: C21H2N204S; M.M.: 402,51 g.mol*

Rf: 0,81 (hexano e acetato de etila, 4,0:6,0 v/v)

IV (ATR, cm?): 2964 (C-H sp?); 2822 (C-H sp®); 1636 (C=C
alifatico); 1597 (C=C ar); 1509-1398 (C=C ar, CH2); 1356 (S=0);
1311 (C-N); 1143 (C-O fendlico); 1082 (C-O, éter); 998, 922 (C-H
ar, alifatico). 'H-RMN (300 MHz, CDCls): 6 7,74-7,52 (m, 5H,
H24, H25, H26, H27, H28); 6,61 (d, 1H, J = 1,89 Hz, H4); 6,41 (d,
1H, J = 1,95 Hz, H2); 5,96-5,87 (m, 1H, H9); 5,08-5,03 (m, 2H,
H10); 3,81 (s, 3H, H19); 3,68 (s, 2H, H11); 3,26 (d, 2H, J = 6,60
Hz, H8); 3,07 (s, 4H, H14, H16); 2,65 (s, 4H, H13, H17). *C RMN
(75 MHz, CDCls): ¢ 147,5 (C1); 1445 (C6); 137,6 (C9); 134,0
(C23); 133,2 (C26); 130,9 (C3); 129,2 (C24, C28); 127,7 (C25,
C27); 120,5 (C4); 120,5 (C5); 115,67(C10); 111,4 (C2); 60,6 (C11);
55,8 (C19); 51,5 (C14, C16); 46,0 (C13, C17); 39,7 (C8).

2-metoxi-6-((4-(fenilsulfonil)piperazin-1-il)metil)-4-propilfenol
Rendimento: 13%; Sélido branco; F.F.: 119-123 °C;

F.M.: C21H2sN204S; M.M.: 404,51 g.mol*

Rf: 0,86 (hexano e acetato de etila, 4,0:6,0 v/v)

IV (ATR, cm™): 2983 (C-H sp?); 2825 (C-H sp®);1599 (C=C ar);
1451-1395 (C=C ar, CH2); 1399 (S=0); 1270 (CHs); 1169 (C-N);
1131 (C-O fendlico); 1092 (C-O, éter); 947(C-H ar). *H-RMN (300
MHz, CDCls): o 7,73-7,54 (m, 5H, H24, H25, H26, H27, H28);
6,61 (d, 1H, J = 1,86 Hz, H4); 6,39 (d, 1H, J = 1,92 Hz, H2); 3,81
(s, 3H, H19); 3,67 (s, 2H, H11); 3,06 (s, 4H, H14, H16); 2,63 (s,
4H, H13, H17); 2,46 (t, 2H, J = 7,26 Hz, H8);1,61-1,54 (m, 2H,
H9); 0,91 (t, 3H, J = 7,32 Hz, H10). **C-RMN (75 MHz, CDCls):
0 1475 (C1); 144,1 (C6); 134,9 (C3); 133,6 (C22); 133,2 (C26);
129,2 (C24,C28); 127,7 (C25, C27); 120,4 (C4); 120,1 (C5); 111,3
(C2); 60,7 (C11); 55,7 (C19); 51,5 (C13, C17); 46,0 (C16, C14);
37,6 (C8); 24,7 (C9); 13,8 (C10).

OH
" (o]
K/ N \IS//
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|
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“
IRLAD4
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N
|
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4-alil-2-metoxi-6-((4-fenilpiperazin-1-il)metil)fenol

Rendimento: 24%; Sélido branco; F.F.: 94-100 °C;

F.M.: C21H25N202; M.M.: 338,45 g.mol‘l

Rf: 0,91 (hexano e acetato de etila, 4,0:6,0 v/v)

IV (ATR, cm?): 2960 (C-H sp?); 2827 (C-H sp?); 1642 (C=C
alifatico); 1586 (C=C ar); 1356 - 1489 (C=C ar, CH2); 1307 (CHj3);
1182 (C-N); 1140 (C-O fendlico); 1070 (C-O, éter); 993, 915 (C-H
ar, alifatico). 'H-RMN (300 MHz, CDCl,): 6 7,28-7,23 (m, 2H,
H22, H24); 6,92-6,87 (m, 3H, H21, H25, H23); 6,65 (d, 1H, J =
1,95 Hz, H4); 6,45 (d, 1H, J = 1,35 Hz, H2); 5,96 -5,90 (m, 1H,
H11); 5,10-5,03 (m, 2H, H12); 3,86 (s, 3H, H9); 3,73 (s, 2H, H13);
3,30-3,21 (m, 6H, H10, H14, H18); 2,72 (s, 4H, H15, H17). **C
RMN (75 MHz, CDCls): ¢ 150,9 (C20); 147,8 (C1); 145,1 (C6);
137,8 (C11); 130,5 (C3); 129,2 (C22, C24); 120,9 (C5); 120,5 (C4);
120,2 (C23); 116,4 (C21,C25); 1155 (C12); 1115 (C2); 61,3
(C13); 55,9 (C9); 52,5 (C14, C18); 49,2 (C15, C17); 39,8 (C10).
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IRLADS

H

2-metoxi-6-((4-(fenilsulfonil)piperazin-1-il)metil)-4-propilfenol
Rendimento: 26%; Sélido Branco; F.F.: 101-106 °C;

F.M.: C21H2sN202; M.M.: 340,45 g.mol*

Rf: 0,94 (hexano e acetato de etila, 6,0:4,0 v/v)

IV (ATR, cm™): 2927 (C-H sp?); 1823 (C-H sp?); 1603 (C=C ar);
1499-1412 (C=C ar, CH2); 1339 (CHs); 1236 (C-N); 1148 (C-O
fendlico); 1092 (C-O, éter); 1004 (C-H ar). *H-RMN (300 MHz,
CDCls): ¢ 7,29-7,23 (m, 2H, H22, H24); 6,92-6,85 (m, 3H, H21,
H23, H25); 6,64 (d, 1H, J = 1,95 Hz, H4); 6,44 (d, 1H, J = 1,89 Hz,
H2); 3,86 (s, 3H, H19); 3,73 (s, 2H, H11); 3,23 (s, 4H, H14, H16);
2,72 (s, 4H, H13, H17); 2,48 (t, 2H, J = 7,35 Hz, H8); 1,64-1,57
(m, 2H, H9); 0,93 (t, 3H, J = 7,26 Hz, H10). *C-RMN (75 MHz,
CDCls): ¢ 150,9 (C20); 147,6 (C1); 144,6 (C6); 133,3 (C3); 129,2
(C24, C22); 120,7 (C5); 120,3 (C4); 120,1 (C23); 116,3 (C21,
C25); 111,4 (C2); 61,3 (C11); 55,9 (C19); 52,5 (C13, C17); 49,2
(C14, C16); 37,7 (C8); 24,8 (C9); 13,9 (C10).

OH

IRLAE9

4-allil-2-metoxi-6-((4-tosilpiperazin-1-il)metil)fenol
Rendimento:16%; Soélido branco; F.F.: 95-99 °C;

F.M.: C22H27N204S; M.M.: 416,17 g.mol*

Rf: 0,77 (hexano e acetato de etila, 4,0:6,0 v/v)

IV (ATR, cm™): 3015 (C-H sp?); 2839 (C-H sp®); 1643 (C=C
alifatico); 1595 (C=C ar); 1499- 1398 (C=C ar, CH2); 1339 (S=0);
1180 (C-N); 1132 (C-O fendlico); 1077 (C-0O, éter); 940, 743 (C-H
ar, alifatico). *H-RMN (300 MHz, CDCls): 6 7,60 (d, 2H, J = 8,25
Hz, H24, H28); 7,33 (d, 2H, J = 8,01 Hz, H25, H27); 6,61-6,60 (d,
1H, J = 1,92 Hz, H4); 6,40-6,40 (d, 1H, J = 1,92 Hz, H2); 5,92 -
5,87 (m, 1H, H9); 5,08-5,02 (m, 2H, H10); 3,81 (s, 3H, H9); 3,67
(s, 2H, H11); 3,26 (d, 2H, J = 6,69 Hz, H8); 3,02 (s, 4H, H14,
H16); 2,64 (s, 4H, H13, H17); 2,45 (s, 3H, H29). *C-RMN (75
MHz, CDCls): 6 147,7 (C1); 144,5 (C6); 144,1 (C26); 137,6 (C9);
131,7 (C22); 130,8 (C3); 129,8 (C24, C28); 127,7 (C25, C27);
120,5 (C4); 120,3 (C5); 115,6 (C10); 111,4 (C2); 60,6 (C11); 55,7
(C19); 51,5 (C14, C16); 46,1 (C13, C17); 39,7 (C8); 21,5 (C29).

OH

IRLADY

2-metoxi-4-propil-6-((4-tosilpiperazin-1-il)metil)fenol
Rendimento: 12%; Sélido branco; F.F.: 105-108 °C;

F.M.: szH27N204S; M.M.: 418,17 g.mol'l

Rf: 0,80 (hexano e acetato de etila, 4,0:6,0 v/v)

IV (ATR, cm™): 3684-3094 (O-H); 3006 (C-H sp?); 2847 (C-H
sp®); 1587 (C=C ar); 1491 - 1394 (C=C ar, CH2); 1348 (S=0); 1172
(C-N); 1124 (C-O fendlico); 1084 (C-O, éter); 937 (C-H ar). H-
RMN (300 MHz, CDCls): ¢ 7,60 (d, 2H, J = 8,25 Hz, H24, H28);
7,33 (d, 2H, J = 8,38 Hz, H25, H27); 6,60 (d, 1H, J = 1,89 Hz, H4);
6,39 (d, 1H, J = 1,89 Hz, H2); 3,81 (s, 3H, H19); 3,67 (s, 2H, H11);
3,03 (s, 4H, H14, H16); 2,64 (s, 4H, H13, H17); 2,48-2,43 (m, 5H,
H8, H29); 1,61-1,54 (m, 2H, H9); 0,91 (t, 3H, J = 7,32 Hz, H10).
BC-RMN (75 MHz, CDCls): § 1475 (C1); 144,1 (C6); 133,6
(C22); 131,7 (C3); 129,8 (C24, C28); 127,7 (C25, C27); 120,3
(C4); 120,1 (C5); 111,3 (C2); 60,7 (C11); 55,7 (C19); 51,5 (C14,
C16); 46,1 (C13, C17); 37,6 (C8); 24,7 (C9); 21,5 (C29); 13,8
(C10).
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4-allil-2-metoxi-6-((4-((4-nitrofenil)sulfonil)piperazin-1-
il)metil)fenol

Rendimento: 14%; Sélido branco; F.F.: 101-106 °C;

F.M.: C21H27N3O6S; M.M.: 447,14 g.mol‘l

Rf: 0,86 (hexano e acetato de etila, 4,0:6,0 v/v)

IV (ATR, cm?): 3030 (C-H sp?); 2910 (C-H sp®); 1643 (C=C

oH alifatico); 1603 (C=C ar); 1531 (N-O); 1491-1483 (C=C ar, CHy);
o N 1345 (S=0); 1308 (CHs); 1164 (C-N); 1132 (C-O fendlico); 1066
L (C-O, éter); 991, 769 (C-H ar, alifético). *H-RMN (300 MHz,

S \@ CDCls): 6 8,40 (d, 2H, J = 7,59 Hz, H25, H27); 7,91 (d, 2H, J =
No, 8,37 Hz, H24, H28); 6,61 (d, 1H, J = 1,92 Hz, H4); 6,41 (d, 1H, J =
1,92 Hz, H2); 5,96-5,87 (m, 1H, H9); 5,08-5,03 (m, 2H, H10); 3,81
(s, 3H, H19); 3,69 (s, 2H, H11); 3,26 (d, 2H, J = 6,72 Hz, H8);
3,13 (s, 4H, H13, H17); 2,67 (s, 4H, H14, H16). *C-RMN (75
MHz, CDCls): § 147,7 (C1); 144,4 (C6); 141,2 (C22); 137,5 (C9);
131,1 (C3); 128,9 (C25, C27); 124,4 (C24, C28); 120,6 (C4); 120,1
(C5); 115,7 (C10); 111,6 (C2); 60,5 (C11); 55,8 (C19); 51,4 (C14,
C16); 46,0 (C13, C17); 39,7 (C8).

IRLAE10

2-metoxi-6-((4-((4-nitrofenil)sulfonil)piperazin-1-il)metil)-4-
propilfenol
Rendimento: 13%:; Sélido branco; F.F.: 93-97 °C;
F.M.: C21H29N4OGS; M.M.: 449,14 g.mol‘l
Rf: 0,83 (hexano e acetato de etila, 4,0:6,0 v/v)
IV (ATR, cm™): 2942 (C-H sp?); 2871, 2815 (C-H sp?); 1595 (C=C
oH ar); 1531 (N-O); 1492 - 1451 (C=C ar, CH2); 1345 (S=0);1300
e N (CHs); 1316 (C-N); 1124 (C-O fendlico); 1092 (C-O, éter); 963 (C-
QN\S/P H ar). 'H-RMN (300 MHz, CDCls): 6 8,40 (d, 2H, J = 8,70 Hz,
o @ H23, H27); 7,92 (d, 2H, J = 8,70 Hz, H24, H26); 6,61 (d, 1H, J =
No, 1,89 Hz, H4); 6,40 (d, 1H, J = 1,62 Hz, H2); 3,81 (s, 3H, H18);
3,68 (s, 2H, H10); 3,12 (s, 4H, H12, H16); 2,67 (s, 4H, H13, H15);
2,46 (t, 2H, J = 7,35 Hz, H8); 1,61-1,54 (m, 2H, H9) 0,91 (t, 3H, J
= 7,29 Hz, H28). BC-RMN (75 MHz; CDCls): 6 150,3 (C25);
147,5 (C1); 143,9 (C6); 141,2 (C21); 133,8 (C3); 128,9 (C23, C27);
124,4 (C24, C26); 120,5 (C4); 119,9 (C5); 111,5 (C2); 60,5 (C10);
55,8 (C18); 51,4 (C12,C16); 46,0 (C13, C15); 37,6 (C8); 24,7 (C9);
13,8 (C28).

IRLAD10

Fonte: Do autor (2023).

5.1.3 Obtencéo do 5-alil-2-hidroxi-3-metoxibenzaldeido

Para a formilagdo do eugenol, foi utilizado o método de sintese que sdo representados

na Figura 55.
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Figura 55 - Metodologia de Sintese do derivado aldeido do eugenol.

OH OH O

I ou II ou III

-
Ll

12
74 - Formileugenol

I) Hexamina, AcOH glacial, 130 °C;
II) NaOH, Cloroférmio;
I1I) POCl;, DMF;

Fonte: Do autor (2023).

Em um baldo de fundo redondo foi solubilizado hexamina (22,610 g) em acido acetico
glacial (60 mL) a 80° C. Entdo, essa solucdo foi deixada em agitacdo por 10 minutos e, em
seguida, foi adicionado eugenol (1,06 mL). Apds isso, a temperatura foi elevada para 120° C e
a solucdo foi mantida em agitacdo em refluxo de 6 a 24 horas (Figura 55). Terminada a
reacao, a mistura foi arrefecida a temperatura ambiente e foi adicionada solucdo aquosa de
HCI (10 mL, 1 mol.L?) e deixando agitar por 10 minutos. Em seguida, foi adicionada solugdo
saturada de bicarbonato de sodio até atingir pH 7. Apds isso, extraiu-se com éter etilico (4x30
mL), secou-se com sulfato de sédio anidro e o solvente foi evaporado a pressdo reduzida. O

produto foi entdo purificado por CCS, utilizando uma mistura de hexano e acetato (7:3).
5.1.4 Sintese dos derivados piperazinicos ndo substituidos do eugenol e dihidroeugenol
Para a sintese dos derivados do eugenol contendo o nicleo piperazinico néo

substituido, utilizou se a metodologia de aminacdo redutiva, utilizando como material de

partida o derivado aldeido do eugenol previamente sintetizado (Figura 56).
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Figura 56 - Metodologia de sintese dos derivados IRLAES5 e IRLADS.

o /N
o HN NH
~ H __/

-
o

THF:MeOH, NaCNBH;
50°C

OH

Rl

R'= §/§CH2 ;é\/CH:;

IRLAES IRLADS

Fonte: Do autor (2023).

Adicionou-se

um baldo de fundo chato o derivado aldeido do

eugenol/dihidroeugenol (0,244 mL), piperazina (1,07 g), cianoborohidreto de sédio (0,319 g)

em THF:Metanol (10 mL, 1:1). A reacdo foi aquecida a 50 °C, sendo mantida a essa

temperatura e agitacdo por 4 horas. Ap6s o término da reacgdo, esta foi arrefecida e o produto

extraido com acetato de etila. Por fim, o produto foi purificado por uma lavagem com hexano,

seguido de recristalizacao.

Adiante estdo mostrados os dados de caracterizacao referentes a cada base de Mannich

final obtido por esta metodologia (Quadro 6), apresentando 0s mesmos parametros que o

quadro anterior.

Quadro 6 - Dados de caracterizacdo dos derivados sintetizados por aminacao redutiva.

Estrutura do derivado

Caracterizagdo

OH

- ,\@H

IRLAES

4-alil-2-metoxi-6-((4-fenilpiperazin-1-il)metil)fenol

Rendimento: 10%; Oleo amarelo; F.F.: N&o se aplica;

F.M.: C15H22N202; M.M.: 262,16 g.mol‘l

Rf: 0,33 (metanol e acetato de etila, 1,0:1,0 v/v)

IV (ATR, cm™): 3227-3577 (OH); 2988, 2929 (C-H sp?); 2822 (C-H
sp®); 1660 (C=C ar); 1494 (C=C ar, CH2); 1454 (CHs); 1422-1302 (N-
H, C-N); 1080 (C-O fendlico); 1000 (C-O, éter); 922, 757 (C-H ar,
alifatico). 'H-RMN (300 MHz, CDCls): 6 6,64 (d, 1H, J = 1,92 Hz,
H4); 6,46 (d, 1H, J = 1,92 Hz, H2); 5,97 -5,88 (m, 1H, H9); 5,09-5,03
(m, 2H, H10); 3,85 (s, 3H, H19); 3,73 (s, 2H, H11); 3,28 (d, 2H, J =
6,90 Hz, H8); 3,18 (s, 4H, H14, H16); 2,78 (s, 5H, H15, H13, H17).
BC-RMN (75 MHz; CDCls): ¢ 147,6 (C1); 144,3 (C6); 137,5 (C9);
131,2 (C3); 121,0 (C4); 120,2 (C5); 115,7 (C10); 111,7 (C2); 60,4
(C11); 55,9 (C19); 52,2 (C13, C17); 50,8 (C14, C16); 50,0 (C8).
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2-metoxi-6-((4-(fenilsulfonil)piperazin-1-il)metil)-4-propilfenol
Rendimento: 12%; Oleo alaranjado; F.F.: No se aplica;
F.M.: C15H24N202; M.M.: 264,16 g.mol*
Rf: 0,30 (metanol e acetato de etila, 1,0:1,0 v/v)
OH IV (ATR, cm™): 3567 (N-H); 3549-3238 (O-H); 2951-2910 (C-H sp?);
L) N/\ 2815 (C-H sp®); 1595 (C=C ar); 1499-1403 (C=C ar, CH2); 1348
K/NH (CHs); 1277-1207 (N-H, C-N); 1148 (C-O fendlico); 1060 (C-O, éter);
750 (C-H ar). *H-RMN (300 MHz, CDCls): 6 6,64 (d, 1H, J = 1,92 Hz,
H4); 6,43 (d, 1H, J = 1,92 Hz, H2); 3,87 (s, 3H, H8); 3,70 (d, 2H, J =
9,18 Hz, H13); 3,14 (s, 4H, H15, H16); 2,94 (s, 1H, H17); 2,77 (s, 4H,
IRLADS H18, H19); 2,49-2,44 (m, 2H, H10); 1,63-1,55 (m, 2H, H11) 0,92 (t,
3H, J = 6,15 Hz, H12).C-RMN (75 MHz, CDCls): § 147,5 (C1);
144,0 (C6); 133,7 (C3); 120,7 (C4); 120,2 (C5); 111,5 (C2); 60,8
(C13); 55,8 (C8); 50,6 (C15, C16); 44,2 (C18, C19); 37,6 (C10); 24,8
(C11); 13,8 (C12).

Fonte: Do autor (2023).

5.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.2.1 Toxicidade para células de mamiferos

Para o preparo e armazenamento das substancias, 10 mg de IRLAE 1 a 5, 8-10
(nomeadas de 1 a 8), IRLAD 1 a5, 8-10 (nomeadas de 9 a 16), IRLEU (nomeada 17) e IRLDI
(nomeada 18) foram solubilizados em DMSO (Merck) puro e armazenadas como solucdes-
estoque na concentracdo de 100 mM a -20° C. Somente no momento do uso foram diluidas em
meio de cultura fresco.

Os testes de toxicidade para células de mamiferos foram realizados em dois tipos
celulares; células H9c2 (cardiomioblastos de ratos) e HepG2 (derivadas de carcinoma
hepatocelular humano). Foram avaliadas 6 diluices seriadas 1:2 de cada substancia, partindo
de uma concentracdo inicial de 500uM. Duzentos microlitros de suspensdo de células
(concentragdo de 1,0 x10* células H9c2/mL ou 2,0 x10* HepG2/mL) foram pipetados em
placas de 96 pocos e incubados a 37°C, 5% CO», por 24 horas. O meio de cultura
(DMEM/HAMF12, 10% soro fetal bovino, HAM F12 e 10% soro fetal bovino para H9c2 e
HepG2, respectivamente) foi entdo removido e substituido por 200 pul de meio fresco
contendo ou ndo as substancias. Apds 48 horas a 37°C, o sobrenadante foi removido e
adicionados, em cada poco, 200 pL. de meio de cultura fresco contendo 20 pL de resazurina
1mM, um indicador de proliferacdo celular. Decorridas duas horas de incubagdo, a 37°C, as
placas foram lidas em leitor de microplacas (570 nm e 600 nm). O percentual de inibicédo da

proliferacéo celular induzida pelas substancias foi calculado pela seguinte férmula:
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% inibicdo = 100 - [A570-(A600xR0) Tratado / A570-(A600xR0) Controle+] x100

Nesta formula, A570= Absorbancia a 570nm, A600= Absorbancia a 600 nm, Controle
+ € 0 poco contendo celulas, meio e resazurina, na auséncia do farmaco. RO é o fator de
corregéo, calculado a partir dos valores de absorbancia do controle negativo (C-), ou seja,
apenas meio de cultura e resazurina na auséncia de células [Ro = (A570 /A600)C-]. A
absorbancia do meio de cultura foi subtraida de todas as amostras (meio na auséncia de
resazurina). DMSO até 3% néo inibe significativamente a proliferacao celular e a 20%, induz
30% de reducdo na proliferacéo celular.

A partir da quantificagdo do percentual de inibigdo comparativamente aos controles,
foram determinados os valores de CC-50 (concentracdo citotdxica para 50% das células) e
CC-90 (concentracdo citotdxica para 90% das células).

As absorbancias foram medidas usando um leitor espectrofotométrico de microplacas
em 570nm e 600nm, e a viabilidade celular foi calculada considerando a diferenca na reducéo
de resazurina entre células tratadas e ndo tratadas. Todos os experimentos foram realizados
em duplicata (n=2) e os resultados representam as médias de pelo menos dois experimentos

independentes.

5.2.2 Atividade anti-Trypanosoma cruzi

O efeito anti- T. cruzi foi avaliado utilizando formas amastigotas intracelulares da cepa
Y e tripomastigotas da mesma cepa, derivadas de cultura de tecido.

Para 0 screening da atividade anti-amastigota, 2x10° cardiomioblastos da linhagem
H9c2, cultivados em meio DMEM 10% soro fetal bovino, 37°C, 5% COg, foram plaqueados
em placas de cultura de 96 pocos juntamente com formas tripomastigotas da cepa Y na
proporcdo de 10 parasitos:célula. Decorridas 24 horas, 0 meio de cultura foi removido e os
pocos lavados com meio fresco para remover 0s parasitos ndo internalizados. As celulas
foram entdo incubadas com 200 puL de meio fresco contendo ou ndo as substancias na faixa de
concentragdo de 500 uM a 15,6uM (6 diluigdes 1:2) por 48 horas. Apos esse periodo, 0 meio
de cultura foi trocado por meio fresco e as placas foram analisadas diariamente, em
microscopio Optico, para observacdo da atividade das substancias sobre as formas
intracelulares do parasito, comparativamente as células controle (infectadas). Essa analise foi

realizada por mais 96 horas. As substancias que apresentaram evidéncia de atividade, isto &,
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reducdo no nimero de células infectadas e/ou reducdo do nimero de amastigotas por célula
e/ou reducdo do nimero de tripomastigotas liberados, comparativamente ao controle, foram
selecionadas para analise da atividade direta sobre formas tripomastigotas.

A avaliacdo sobre formas tripomastigotas foi realizada utilizando a concentragéo Unica
de 25 pM. As substancias que induzissem percentual de mortalidade maior ou igual a 50%
seriam avaliadas em curvas de concentragdo-efeito. Para determinagdo da atividade anti-
tripomastigota, 100 pL de uma suspensdo na concentragdo 3,0 x10° parasitos/mL, foram
pipetados em placa de cultura de 96 pocos. Em seguida, os parasitos foram incubados com
100 pL de cada substancia a 25 uM por 24 horas. Os parasitos vivos foram entdo contados em
camara de Neubauer e o percentual de mortalidade calculado a partir do nimero de parasitos
quantificados na auséncia de substancias.

Todos os controles (incubacdo apenas em meio, incubacdo com solvente e farmaco de
referéncia) foram apropriadamente incluidos. Os experimentos foram feitos em duplicata (n=
2) e com no minimo duas repeti¢ces. Os graficos foram feitos no software GraphPad Prism

8.0. Os valores de CCsp, CCqo € ECsg foram calculados no software CompuSyn.

5.2.3 Cepas gram-negativas, gram-positivas e isolados clinicos multirresistentes

Neste estudo, as cepas padrdo P. aeruginosa (ATCC 27853), K. pneumoniae (BAA-
2342), S. aureus (ATCC 25923) e S. epidermidis (ATCC 14990) foram utilizadas nos ensaios.
Além disso, foram utilizados isolados clinicos multirresistentes de cada espécie do Hospital
Universitario de Santa Maria (UHSM), Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. Os isolados
foram classificados como RDF de acordo com os resultados dos testes de suscetibilidade
realizados no Laboratério de Analises Clinicas do UHSM e as defini¢cdes estabelecidas por
Magiorakos et al. (2012). Os microrganismos foram mantidos em caldo BHI suplementado
com glicerol (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd, india) a -20 °C até o uso. Este trabalho foi
realizado com autorizacio do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa
Maria, e aprovado por Laudo de Apresentacio para Apreciacdo FEtica n°
12114713.1.0000.5346.

99



100

5.2.4 Cepas de micobacteérias e isolados clinicos

As cepas padrdo M. abscessus (ATCC 19977) e M. fortuitum (ATCC 6841) foram
utilizadas neste trabalho. Além disso, para a realizacdo deste estudo foram utilizados isolados
clinicos de pacientes internados no HUSM obtidos do Laboratério de Analises Clinicas em
2020, caracterizados como bacilo &cido-alcool resistente (AARB positivo) e que cresceram
em meio Lowenstein-Jensen (LJ) (HiMedia Laboratories Pvt Ltd, Mumbai, india). Os
microrganismos foram mantidos a -80 °C e cultivados em agar Lowenstein-Jensen (HiMedia
Laboratories Pvt. Ltd, India). Este trabalho foi conduzido com protocolo experimental
aprovado pelo comité de ética da UFSM para pesquisa com isolados clinicos, nimero CAAE:
71795417.6.0000.5346.

5.2.5 Testes de suscetibilidade para micobactérias

Para micobactérias, os testes de sensibilidade foram realizados pelo método de
microdiluicdo em caldo de acordo com o protocolo padrdo estabelecido pelo Instituto de
Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI), documento M24-A2 (CLSI, 2015). A densidade do
indculo para este teste de suscetibilidade foi de 5,0 x 10° UFC mL™ . Os compostos foram
avaliados nas concentragdes de 0,61 a 625 pg mL. O antimicrobiano sulfametoxazol (Sigma)
foi avaliado como controle nas concentragdes de 1,0 a 128 pg mL™, de acordo com os pontos
de corte do CLSI. Ap6s 72 horas de incubacdo a 30°C, as placas de tratamento foram lidas e
as CIM foram determinadas usando cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (Vetec VR, Rio de
Janeiro, Brasil) como indicador de crescimento microbiano (SIQUEIRA et al. 2018). Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata (n=3), assim os resultados estdo apresentados em

termos de média + Desvio Padréo.

5.2.6 Testes de suscetibilidade Gram-negativos e Gram-positivos

Os testes de suscetibilidade foram realizados pelo método de microdilui¢cdo em caldo,
conforme o protocolo padrdo CLSI M100eS23 (CLSI 2013), enquanto a padronizacdo da
densidade do inoculo foi realizada conforme a escala McFarland 0,5. Os antimicrobianos
imipenem (Fluka) e eritromicina (Sigma) foram avaliados nas concentragdes de 0,61 a 625 g

mL como controle. Os compostos foram avaliados nas concentragdes de 0,61 a 625 pg mL™*
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(Sigma). Para realizar esta avaliacdo, placas de 96 pocos foram usadas com 100 pL de caldo
Mueller-Hinton (Hi Media Laboratories Pvt. Ltd, india), 100 uL de cada concentracéo
especifica de cada composto e 10 puL do indculo por pogo. As placas foram entdo incubadas
durante 24 horas a 37°C. A CIM foi considerada como a menor concentragao capaz de inibir o
crescimento bacteriano visivel. Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) (Vetec®, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) foi utilizado como indicador de crescimento microbiano. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata (n=3), assim os resultados estdo apresentados em

termos de média + Desvio Padrao.

5.2.7 Ensaios de antibiofilme

Para o teste de inibicdo da formacdo de biofilme, os compostos foram testados
individualmente quanto a sua capacidade de inibir a formacao de biofilme de Mycobacterium
fortuitum. As concentracdes dos compostos utilizados foram inferiores as CIMs (1/2CIM e
1/4CIM). 1 mL de meio Middlebrook 7H9 (BD®, Le Pont de Claix, Franga) contendo 1x10’
UFC/mL do microrganismo a ser testado e 1 mL da diluicdo do composto a ser avaliado foram
adicionados a tubos de ensaio de poliestireno com um capacidade de 5 ml. Os tubos foram
cobertos com Parafilm® e incubados a 30 °C por 7 dias (SIQUEIRA et al., 2018).

Para o teste de destruicdo do biofilme, meio Middlebrook 7H9 (1 mL) contendo 1 x

10’ UFC/mL do mesmo microrganismo foi adicionado a tubos de ensaio de poliestireno
cobertos com Parafilm® e incubados a 30°C por 7 dias. Apos a formagc&o do biofilme, 1 mL do
composto foi adicionado a cada tubo, em concentracdo superior a CIM (2X CIM e 4X CIM).
O tubo foi coberto com Parafilm® e incubado a 30 °C por mais 24 h (SIQUEIRA, 2018).
Para a quantificacdo dos biofilmes, as células que estavam fracamente aderidas ao biofilme
foram removidas por enxague com solucdo salina, e o restante foi seco em temperatura
ambiente por alguns minutos. Depois disso, 2 mL de uma suspensédo de cristal violeta 0,1%
foram adicionados e os tubos foram mantidos em repouso por 10 minutos antes de enxaguar
novamente com solucdo salina para remover quaisquer células plancténicas remanescentes.
Dois mililitros de etanol 95% foram adicionados a cada tubo de ensaio, mantidos por 15 min e
transferidos para cubetas descartaveis para posterior leitura em densidade dptica (DO) de 570
nm.

A absorbancia foi medida em espectrofotbmetro (U-1800, Hitachi) (SIQUEIRA,

2018). A formagéo de biofilme foi determinada pela diferenca significativa entre as médias de
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absorbancia obtidas no controle positivo (meio de cultura e bactérias) e as médias obtidas no
controle negativo (somente meio de cultura). O experimento foi realizado em triplicata. As
leituras de DO obtidas no ensaio de formacdo de biofilme foram registradas como média +
Desvio Padrédo, e foram submetidas a um teste t (comparado com o controle positivo). Um
valor de P >0,05 foi considerado para indicar significancia estatistica. Os graficos foram
preparados usando GraphPad Prism versdo 8.01 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Levando todos os resultados desse estudo em consideracdo, conclui-se que a sintese
dos 16 compostos base de Mannich foi efetiva, sendo treze desses inéditos. Com relacdo aos
rendimentos obtidos, notou-se que estes eram mais altos ao utilizar derivados da piperazina
comercial se comparado a reacdo utilizando as aminas preparadas. Com isso, a reacdo de
Mannich se provou efetiva para sintetizar os compostos almejados, podendo necessitar de
ajuste nas condicOes a depender da reatividade da piperazina em questéo.

Quanto as técnicas de caracterizacdo utilizadas, pode-se concluir que elas foram o
suficiente para a identificacdo dos produtos e que, na maioria dos compostos, todos 0s sinais
de RMN e bandas dos espectros na regido do infravermelho esperadas foram encontradas.

Em relagdo a atividade antimicrobiana dos derivados piperazinicos, todos eles
apresentaram alguma atividade frente a todas as espécies de bactérias testadas, sendo essa
superior a seus antecessores eugenol e dihidroeugenol, com valores de CIM entre 2,44 e 312,5
ng.mL?. Dos derivados sintetizados, IRLAES, IRLAE9, IRLAE10, IRLAD4, IRLADS9 e
IRLA10 apresentaram melhor atividade frente a todas as espécies de bactérias testadas e
frente a isolados clinicos, o qual IRLAD9 e IRLAD10 obtiveram destaque, com valores de
CIM entre 2,44 e 4,88 pug.mL™. Embora mais estudos sejam necessarios, essa atividade dos
seis derivados esta provavelmente ligada aos seus substituintes volumosos e ao
grupo sulfonila.

Quanto aos ensaios de citotoxicidade, 0s compostos somente apresentaram toxicidade
acima de 500 pM, algo promissor por ser dependente da concentracdo e sua atividade
antimicrobiana se apresentar em concentracdes muito inferiores. Com relacdo aos ensaios
anti-T. cruzi, considerou-se que os derivados apresentaram atividade apenas discreta, ndo
sendo, contudo, capazes de inibir a forma tripomastigosta do parasita.

Com relacdo as etapas futuras deste trabalho, tem-se os ensaios antifingicos e as
analises de Espectroscopia de Massas dos compostos sintetizados. Estas duas analises ja estdo
em andamento e seus dados serdo incluidos no artigo a ser publicado.

Com isso, conclui-se que 0s compostos sintetizados neste trabalhos apresentaram
pouca citotoxicidade e tém grande potencial antimicrobiano, especialmente IRLAES,
IRLAEY, IRLAE10, IRLAD4, IRLAD9 e IRLAL0, fazendo com que seja interessante realizar
estudos in silicoouinvivo para se ter mais dados quanto ao mecanismo de agdo e

metabolismo desses seis compostos.
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ANEXO A - Espectros na regido do Infravermelho
Figura 57 - Espectro de absor¢éo na regido do 1V do derivado IRLADI.
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Figura 58 - Espectro de absor¢éo na regido do 1V do derivado IRLAEZ2.
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Figura 59 - Espectro de absor¢éo na regiéo do 1V do derivado IRLAD2.
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Transmitancia (%)

Figura 60 - Espectro de absorcéo na regido do IV do derivado IRLAES3.
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Transmitancia (%)

Figura 61 - Espectro de absorcéo na regido do IV do derivado IRLADS.
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I: v C-O fenol (1156 cm);

J: v C-0 éter (1124 cm));

K: v C-O éster (1077 cm);

L: 8 C-H aromatico (989 cm);

:v C=C anel aromatico, 8 CH, (1491 - 1403 cm});

. —— — —r—
3900 3600 3300 3000 2700 2400 2100 1800 1500

Fonte: Do autor (2023).

Numero de Onda (1/cm)

1

200 900 600

v - Estiramento
0 - Dobramento

116



Transmitancia (%)

Figura 62 - Espectro de absor¢éo na regido do IV do derivado IRLAEA4.
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Transmitancia (%)

Figura 63 - Espectro de absor¢éo na regido do 1V do derivado IRLADA.
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Figura 64 - Espectro de absorcéo na regido do IV do derivado IRLAES.
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Figura 65 - Espectro de absorcéo na regido do IV do derivado IRLADS.
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Figura 66 - Espectro de absorcéo na regido do IV do derivado IRLAES.
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Figura 67 - Espectro de absorcéo na regido do IV do derivado IRLADS.
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Figura 68 - Espectro de absorcéo na regido do IV do derivado IRLAEDO.
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Figura 69 - Espectro de
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Figura 70 - Espectro de absorcéo na regido do IV do derivado IRLAD10.
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ANEXO B - Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear

Figura 71 - Espectro de RMN de *H do derivado IRLAE1 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 72 - Espectro de RMN de 3C do derivado IRLAE1 (CDCls, 75 MHz).

Fonte: Do autor (2023).
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Figura 73 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLAE1 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 74 - Espectro de RMN de *H do derivado IRLAD1 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 75 - Espectro de RMN de 3C do derivado IRLAD1 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 76 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLAD1 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 77 - Espectro de RMN de H do derivado IRLAE2 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 78 - Espectro de RMN de *3C do derivado IRLAE2 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 79 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLAE2 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 80 - Espectro de RMN de *H do derivado IRLAD2 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 81 - Espectro de RMN de 3C do derivado IRLAD2 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 82 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLAD2 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 83 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLAD3 (CDCl3, 75 MHz).
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Figura 84 - Espectro de RMN de H do derivado IRLAE4 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 85 - Espectro de RMN de *3C do d

erivado IRLAE4 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 86 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLAE4 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 87 - Espectro de RMN de *H do derivado IRLAD4 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 88 - Espectro de RMN de 3C do derivado IRLAD4 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 89 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLADA4 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 90 - Espectro de RMN de H do derivado IRLAE5 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 91 - Espectro de RMN de 3C do derivado IRLAES5 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 92 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLAES (CDCls, 75 MHz).
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Figura 93 - Espectro de RMN de H do derivado IRLADS5 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 94 - Espectro de RMN de 3C do derivado IRLAD5 (CDCls, 75 MHz).

o
.
25 = =& oA o <+ @~ o r~ o N
~ o (== — ‘2 @ 3 o ~ o @ ]
== = [aa] ™~ i v W [ Wy P o ) = = = (2]
— — — — M~ (Ye g Wy W, = (ag] ('] i
I I e e -~ ~ o~ [ I I I
C18
C3 (15
c1e €19 cu 12
| ' Cclo
C13

T T T T T T T T

T T T T T
150 140 130 120 110 100 S0 80 70 60 S0 40 30 20 10 0

f1 (ppm)
Fonte: Do autor (2023).

149



Figura 95 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLAD5S (CDCls, 75 MHz).
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Figura 96 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLAES (CDCls, 75 MHz).
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Figura 97 - Espectro de RMN de *H do derivado IRLADS8 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 98 - Espectro de RMN de 3C do derivado IRLADS (CDCls, 75 MHz).
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Figura 99 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLADS8 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 100 - Espectro de RMN de H do derivado IRLAE9 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 101 - Espectro de RMN de 3C do derivado IRLAE9 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 102 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLAE9 (CDCl3, 75 MHz).
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do derivado IRLAD9 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 104 - Espectro de RMN de *3C do derivado IRLAD9 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 105 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLAD9 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 106 - Espectro de RMN de H do derivado IRLAE10 (CDCIs, 300 MHz).
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Figura 107 - Espectro de RMN de *3C do derivado IRLAE10 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 108 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLAE10 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 109 - Espectro de RMN de *H do derivado IRLAD10 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 110 - Espectro de RMN de **C do derivado IRLAD10 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 111 - Subespectro DEPT-135 do derivado IRLAD10 (CDCl3, 75 MHz).

o~ MM (]
[e] M — (== e T ] = an Ly
i O Oh (=31 o m oo = (=] "y
o - = @ < 8 = 3 &
Ll B I | i o) Ly v WD (=] uny [ap ]
— o — oy uwy o= (s ] ~J e
AN I [ —~ 1~ | | |
1
2|
C26
C18
ca
' i C28
1
Cc9
clo CS
27
26
5
C13
24 NO2;, C15
C12
C16
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35 25 20 15 10 5 0O

f1 (ppm)
Fonte: Do autor (2023).

166



