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RESUMO

Desde os primordios dos tempos, época em que as bactérias eram desconhecidas, elas ja
causavam doencas que consumiam a salde de individuos pelo mundo inteiro. Muitas vezes
essas mortes eram ocasionadas por casos de sepse e/ou bacteremia. Assim, frequentemente
esses quadros sem envolvimento do sistema nervoso central sdo ocasionados pela bactéria
Listeria monocytogenes, os quais a taxa de mortalidade por listeriose em pacientes vulneraveis
é de até 30%. O tratamento empirico para sepse por listeriose requer a infusdo intravenosa de
amoxicilina ou ampicilina, e 0 uso do Sulfametoxazol associado a trimetoprima, uma opcéao
alternativa para pacientes alérgicos, além também de possibilidade do uso combinado com a
gentamicina em casos bem mais graves. Assim, fica evidente a necessidade da busca por
alternativas para o tratamento antimicrobiano frente a L. monocytogenes, pelo emergente limite
de op¢des caso haja aumento de resisténcia para medicamentos ja utilizados no mercado. Desta
forma, objetivamos neste trabalho planejar, sintetizar e avaliar a atividade bioldgica e
antibacteriana de novos compostos analogos as sulfonamidas. O planejamento do novo
composto se deu a partir da subunidade sulfonamida, observando-se o grupamento funcional,
onde elegeu-se a sulfadiazina. O composto planejado demonstrou-se promissor, com todos 0s
parametros indicados de verde, conforme o OSIRIS Property Explorer. Os compostos
apresentaram atividade antibacteriana, com as Concentragdes Inibitorias Minimas:
Sulfametoxipiridazina (SMP) 3,90 pg/mL; BHT aldeido 62,5 pg/mL e composto B1CBH 15,62
pg/mL. O presente estudo demonstrou-se promissor no &mbito da Pesquisa, Desenvolvimento
e Inovagéo (PD&lI).

Palavras-chave: Sulfonamidas; Listeriose; Sepse.



ABSTRACT

Since the dawn of time, when bacteria were unknown, they have caused diseases that drained
the health of individuals worldwide. Often, these deaths were due to cases of sepsis and/or
bacteremia. Therefore, frequently, these cases, without central nervous system involvement, are
caused by Listeria monocytogenes, with a mortality rate from listeriosis in vulnerable patients
reaching up to 30%. Empirical treatment for listeriosis-related sepsis requires intravenous
infusion of amoxicillin or ampicillin, along with sulfamethoxazole combined with trimethoprim
as an alternative for allergic patients, and the possibility of combining it with gentamicin in
more severe cases. Thus, the need for alternatives in antimicrobial treatment against L.
monocytogenes is evident due to the emerging limit of options should resistance to existing
medications increase. Therefore, our goal in this study is to design, synthesize, and evaluate the
biological and antibacterial activity of new sulfonamide analog compounds. The design of the
new compound was based on the sulfonamide subunit, focusing on the functional group, with
sulfadiazine chosen. The planned compound showed promise, with all parameters indicated as
green according to the OSIRIS Property Explorer. The compounds demonstrated antibacterial
activity, with Minimum Inhibitory Concentrations: sulfamethoxypyridazine (SMP) 3.90
pg/mL; BHT aldehyde 62.5 pg/mL; and compound B1CBH 15.62 pg/mL. This study proved
promising in the field of Research, Development, and Innovation (R&D).

Keywords: Sulfonamides; Listeriosis; Sepsis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Bactérias, microbiota e antibiéticos

As bactérias sdo essenciais para a composicao da microbiota humana, principalmente
no que diz respeito a pele e ao trato gastrointestinal. Esses sistemas utilizam estes
microrganismos para auxiliar em mecanismos de defesa, competicédo, protecdo e na aquisicdo
de nutrientes. Estes auxilios sdo evitam que patdgenos oportunistas infectem os 6rgaos e 0s
tecidos. Mesmo assim, a infecgcdo bacteriana € uma das enfermidades mais comuns entre 0s
seres humanos; e sdo causadas pela desregulacdo da coexisténcia natural das bactérias da
microbiota de individuos saudaveis e as células bacterianas patogénicas (DEUSENBERY,
WANG E SHUKLA, 2021).

Ao longo da historia, nota-se 0 quanto as infeccdes bacterianas tiveram vantagem
significativa sobre os homens. Desde os primordios dos tempos, onde as mesmas ainda eram
desconhecidas, as bactérias ja causavam doencas que consumiam a salde de individuos pelo
mundo inteiro. Como, por exemplo, os elevados nimeros de mortes por febre pds-parto,
pneumonia e entre outros.

Segundo Hutchings, Truman e Wilkinson (2019), as sulfonamidas foram os primeiros
antibioticos realmente eficazes na profilaxia e cura de infecgdes bacterianas e que permanecem
em uso até os dias atuais, mesmo sendo amplamente substituidas pela penicilina, apds a sua
descoberta em 1928, por Alexander Fleming. Alexander Fleming, conseguiu reverter o cenario
e 0 prognastico de pacientes com infecgcdes bacterianas com a penicilina, o primeiro antibiotico
betalactamico empregado em larga escala na clinica médica mundial. Esta descoberta,
juntamente com o emprego das sulfonamidas, iniciaram a grande guerra entre os seres humanos
e 0S microrganismos que compunham a microbiota e as bactérias patogénicas (BATISTA,
2021).

Desde entdo, diversos estudos inovadores, pautadas no conhecimento adquirido dessas
bactérias, visando a criacdo dos antibidticos foram realizados. Informacdes sobre sua genética,
conformacéo, formas, nameros, fisiologia e mecanismos de defesas contra o sistema imune
foram estudados, testados, caracterizados e classificados no intuito de promover a contribuicao
tedrica para a formulacdo de novos compostos antimicrobianos (Hutchings, Truman e
Wilkinson, 2019).

Segundo Deusenbery, Wang e Shukla (2021), é possivel aferir que a importancia disso
tudo se explica pela diversidade de maneiras em que as bactérias podem ocasionar essa

desregulacdo da microbiota natural do organismo. Além de se propagar de maneira



independente, ainda conseguem o fazer com a ajuda de fatores como a mé higienizacdo das
maos dos profissionais e também dos materiais utilizados, por exemplo. Ainda nesse
pressuposto, a pratica de procedimentos invasivos também pode levar bactérias comuns e ndo
comuns a microbiota humana, mas externas e extremamente patogénicas, até individuos sem o
preparo da resposta imunoldgica promovida por vacinas ou com alguma deficiéncia do sistema
imunolégico, entre outros, podendo facilitar a migracao bacteriana.

Além disso, existe a enorme susceptibilidade do organismo de se infectar, como pela
promocéo de inflamacéo, a colonizacdo conjunta de outras bactérias, a formacao de biofilme e
a promocéo da invasdo bacteriana por diversos fatores, que podem levar a infecgdes severas,
ocasionando amputacdo, originando sepse e até levar a morte. Com a dificuldade na descoberta
de novos antibidticos e 0 aumento da resisténcia bacteriana, a complexidade do tratamento de

infeccdes bacterianas tende a crescer cada vez mais (Ramasco et al., 2024).

1.2. InfecgOes por bactérias de importancia medica

As infeccOes bacterianas sdo diferenciadas em diversos tipos, de acordo com o local de
infeccdo e o0s agentes causadores. As infeccdes que ocorrem dentro do hospital, por exemplo,
sdo as chamadas InfeccGes Hospitalares (IH) ou Infecgdes Nosocomiais, sendo estas, definidas
pelo Ministério da Saude (MS), na Portaria n® 2.616 de 12/05/1998, infecc¢des adquiridas apds
a admissdo do paciente em unidade hospitalar e que vai se manifestar enquanto o paciente se
encontra internado ou até mesmo apés a alta, quando é possivel interligar o quadro com a
propria internacdo ou com algum procedimento que foi realizado durante a mesma. Hoje
conhecidas como Infeccdes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS), para maior
abrangéncia do termo, incluindo locais e situacGes que ndo necessariamente fazem parte do
ambiente hospitalar, mas que provém algum tipo de assisténcia a satde, como o proprio termo
descreve (ANVISA, 2017).

De acordo com Lopes et al. (2015), a origem de cerca de dois ter¢os das IRAS é
autodgena, ou seja, a infeccdo se desenvolve a partir da microbiota do proprio paciente, que pode
ter origem comunitaria ou hospitalar. O hospedeiro da infeccdo é o elo mais importante da
cadeia epidemiologica das IRAS, pois engloba os principais microrganismos que podem
desencadear uma infeccdo. Ja no ambiente hospitalar, a patologia ja presente nos pacientes pode
favorecer a ocorréncia de novas infeccdes ou até o agravo de colonizacgdes ja preestabelecidas
no organismo.

Segundo Zehuri e Slob (2018), € estimado que, no Brasil, a taxa de infecgdo hospitalar

seja de 5% a 10% dos casos. Dentre essas infecces, como explicitado por ANVISA (2013),



existem as infeccbes de corrente sanguinea (ICS), que sdo multifatoriais e vao apresentar
fisiopatologia, critérios diagndsticos diversos e implicacbes terapéuticas, progndsticas e
preventivas distintas. Nesse sentido, o autor ainda afirma que existem dois tipos de sindromes
relacionadas: (1) as infeccdes primarias da corrente sanguinea (IPCS), que terdo consequéncias
sistémicas maiores, como ocorre na bacteremia ou sepse, sem que haja a determinagéo do foco
primario, o que dificulta a saber se houve envolvimento ou ndo do cateter venoso central; (2)
as infecgdes relacionadas ao acesso vascular (IAV), que séo infecgfes que vao acontecer no
local de inser¢do de cateter e a maioria delas vai acontecer com o cateter vascular central ou
periférico. Além disso, as infeccGes de corrente sanguinea (ICS) ocasionada no ambiente
hospitalar tém uma alta taxa de mortalidade e um tratamento mais complicado que as demais
ICS por incluirem a administragdo de uma combinacéo de diferentes antibioticos, porem muitas
bactérias associadas a esse tipo de infeccdo possuem resisténcia a antibidticos (ALMEIDA e
FARIAS, 2014).

Nesse mesmo sentido, cabe afirmar que a bacteremia é o termo que designa a indicacao
da presenca de microrganismos viaveis na corrente sanguinea que poderdo ou ndo causar
infeccdo. Segundo o manual das Principais Sindromes Infecciosas elaborado pela ANVISA
(2013), a bacteremia primaria se da origem no préprio sistema circulatorio do individuo ou com
a entrada direta dos microrganismos na corrente sanguinea, por meio de agulhas, infusdes
contaminadas, cateteres e outros dispositivos vasculares relacionados ao tratamento do
paciente. A bacteremia secundaria acontece pela drenagem de pequenos vasos sanguineos ou
linfaticos, seguindo para a corrente sanguinea, como consequéncia de um foco infeccioso
definido em outra area do organismo. As fontes mais comuns de ICS em geral, englobando as
de origem hospitalar e comunitarias sdo por dispositivos intravasculares, seguidos dos de trato
geniturinario, respiratorio, intestino e perdnio, pele, trato biliar, abscesso intra abdominal, entre
outros, sendo o primeiro com uma prevaléncia de cerca de 19% no total estimado (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria Brasil, 2017; Brasil. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
2013).

Somado a isso, existem quatro tipos de bacteremias, classificadas em: (1) transitoria, (2)
intermitente, (3) continua ou (4) de escape. Na maior parte das vezes, as bacteremias sdo
causadas por um unico microrganismo, mas, em alguns casos, podem ocorrer por multiplos
microrganismos. De acordo com Oliveira e Zychar (2019), a Sindrome da Resposta
Inflamatdria Sistémica (SRIS) é um processo que se origina da de alguma lesdo causada ao
organismo, seja por trauma, queimadura ou a a¢do de microrganismos, sendo definido pelo

quadro em que a pessoa vai se encontrar, com sinais e sintomas especificos dessa sindrome.



Assim, é possivel compreender que a sepse nada mais é que a patologia causada pelo
conjunto infeccdo e SRIS, originada quando ha uma infeccdo na corrente sanguinea por fungos,
virus, mas principalmente bactérias. Na tentativa de se proteger, 0 organismo comeca a produzir
e liberar mediadores inflamatorios, mas essa tentativa pode levar a um desequilibrio
homeostatico generalizado, causando a Sindrome da Disfungdo Mdltipla de Orgdos (SDMO).
A sepse, levando a consequente SDMO, associadas a alta permeabilidade da barreira endotelial,
causando reducdo da volemia e extravasamento de proteinas plasmaticas, é a principal causa de

morte entre pacientes internados em UTIs (Oliveira e Zychar, 2019).

1.3. Sepse e listeriose

A sepse é uma das principais causas de ébitos em lactantes e criancas, em ambos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, de acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
(AMURRIO, 2023). O tratamento da sepse ndo é conciso e pré-estabelecido, impossibilitando
0 cenario dele poder ser replicado em todos os lugares da mesma maneira, pois depende de
diversos fatores como o tipo de bacteremia originaria (primaria, secundaria, entre outros), a
susceptibilidade para a infeccdo por microrganismos resistentes, a utilizacdo de
antibioticoterapia anterior no mesmo paciente, sendo feito da maneira adequada ou néo, ou ate
mesmo a existéncia de alergia a antibioticos normalmente utilizados nesse cenario. Todos esses
fatores podem influenciar no que se conhece como o tratamento empirico da sepse nos pacientes

encontrados em unidades de terapia intensiva.

Dentre os quadros de sepse, destacam-se 0s ocasionados pela infeccdo pela bactéria
Listeria monocytogenes. A L. monocytogenes pertencente a familia Listeriaceae, género
Listeria, € um bacilo Gram-positivo, ndo formador de esporos, catalase positiva e oxidase
negativa. Estes sdo bacilos podem ser curtos ou na forma de coco-bacilos regulares e largos,
anaerodbios facultativos, uniformes, ndo ramificados, apresentando-se isolados ou dispostos em
cadeias pequenas. A L. monocytogenes, que pode ser encontrada no solo, em material organico
em decomposicdo, agua, alimentos como carnes, leite e seus derivados, uma vez que faz parte
da microbiota de varios mamiferos, aves, peixes e insetos (ANVISA 2013; SOUZA et al.,
2021).

Estas bactérias sdo psicotropicas, ou seja, sdo capazes de se multiplicar em temperaturas
menores que 7°C, independente da sua temperatura 6tima de crescimento (ANVISA 2013;
Schlech, 2019; SOUZA et al., 2021). Assim, agem com certa competitividade contra outras
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, em ambientes refrigerados. De acordo com 0s

dados levantados por Schlech (2019), cerca de 15% de vegetais e carnes tém uma contaminagdo



superficial desse microrganismo. Ademais, o trato gastrointestinal dos individuos acometidos,
pode funcionar como hospedeiro intermediario deste patdgeno.

Koopmans et al. (2023) explica que a L. monocytogenes é um patdgeno que se difunde
pelo ambiente e pode ser isolado no solo, lengois freéticos e fezes de animais e humanos. E um
organismo que se adapta facilmente ao ambiente e pode sobreviver em condigdes adversas,
incluindo temperaturas frias, acidez e alta concentracéo de sal, sendo tdo adaptativo que usa
cerca de 7% do seu genoma para sua regulacdo adaptativa em relacdo ao ambiente em que ele
se encontra. Dessa maneira, € possivel entender que é um microrganismo extremamente dificil
de lidar pela sua adaptabilidade, resisténcia e foco infeccioso, 0s quais se encontram diversos
outros microrganismos que podem ajudar na contaminacgao pela contaminagdo conjunta.

A infeccdo por L. monocytogenes, a chamada Listeriose, € principalmente de origem
alimentar, sendo contraida pela ingestdo de produtos alimentares contaminados como carne
processada, peixe defumado a frio, legumes preparados, saladas e frutas. A infeccdo por L.
monocytogenes pode ocasionar diarreia, febre e colicas abdominais, sendo estes iniciados de 9
a 32 horas apos a infeccdo. A L. monocytogenes é uma das etiologias de processos infecciosos
do sistema nervoso central (SNC), principalmente no periodo neonatal, que acomete pacientes
de 0 a 20 dias de vida, e € responsavel por 8% dos casos (Brasil. Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 2013)

A Listeriose humana varia de subclinica a gastroenterite ndo complicada para doenca
invasiva grave. A Listeriose invasiva é classificada em 3 formas clinicas: (1) listeriose neonatal
e associada a gravidez (14%); (2) bacteremia por listeriose ou sepse por listeriose (52%); (3)
infeccdo de sistema nervoso central ou neuro-listerioses (31%). A incidéncia dos casos de
listeriose neonatal associada a gravidez, é de 1.3 a 25 casos a cada 100.000 nascidos vivos.
Concomitantemente, ha casos de listerioses reportadas como IRAS e de risco iatrogénico,
acometendo os pacientes vulneraveis como os idosos, pacientes imunodepressivos e em terapia
imunossupressora, podendo ocorrer também por situac6es de infeccdo cruzada com os pacientes
neonatos do primeiro grupo alvo (KOOPMANS et al., 2023).

Segundo Cuellar et al. (2021), em mais de 70% dos casos de listeriose acontece nesses
grupos com vulnerabilidade. Nos casos de pacientes oncoldgicos, 31% dos casos de um estudo
peruano sao pacientes que tém outras comorbidades como hipertensao arterial, cirrose, diabete
mellitus, hipotireoidismo, esquizofrenia, hepatite, entre outros. No momento da admissao,

impressionantes 93,1% dos pacientes manifestaram critérios caracteristicos de sepse.



A L. monocytogenes, detém importancia significativa quando se trata de pacientes
idosos, além dos imunocomprometidos, podendo causar meningite, encefalite ou sepse. J& em
pacientes gravidas, podem gerar amnionite, que € a infeccdo do liquido amnidtico que entorna
0 bebé, além de infecgdes no proprio bebé desencadeando o aborto, provocando a parto
prematuro, meningite e sepse neonatal insetos (ANVISA 2013; SOUZA et al., 2021).

A sepse ou uma bacteremia sem envolvimento do sistema nervoso central ocasionada
pela infeccdo por L. monocytogenes representa cerca de um ter¢o dos casos de listeriose
invasiva em adultos (SCHLECH, 2019). Segundo Fotopolou et al. (2024), a taxa de mortalidade
por listeriose em pacientes vulneraveis € de 20-30%, sendo que, em um estudo feito em Taiwan,
que analisou a performance de sistemas de score na evolucdo e progndstico envolvendo 39
pacientes com bacteremia por L. monocytogenes positiva, a taxa de mortalidade chegou a
alcancar quase 37% dos casos (HUANG, et al., 2021).

O tratamento empirico para sepse por listeriose requer a infusdo intravenosa de
amoxicilina ou ampicilina, sendo 0 uso de Sulfametoxazol + trimetoprima, Figura 1, € uma
opcao alternativa para pacientes alérgicos, além também da possibilidade do uso combinado
com a gentamicina em casos bem mais graves (FOTOPOULOU et al., 2024).

Figura 1. Sulfametoxazol + trimetoprima
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Fonte: Adaptado de Bovet, 1993.

Mesmo ndo tendo um namero elevado, a resisténcia microbiana da L. monocytogenes a
penicilinas, ampicilinas, macrolideos, fluoroquinolonas e, principalmente, as tetraciclinas, em
alguns casos reportados, foram relacionados as bombas de efluxo, de acordo com 0 mesmo

estudo. Além desse cenario, também héa a transferéncia de genes resistente entre espécies de



Listeria e outras bactérias como Enterococcus e Streptococcus por meio de plasmideos
“autotrasnferiveis” sendo demonstrada (LUQUE-SASTRE et al., 2018).

Assim, fica evidente a necessidade da busca por uma nova alternativa para o tratamento
antimicrobiano de sepse por L. monocytogenes, pelo emergente limite de opcGes caso haja
aumento de resisténcia para medicamentos j& utilizados no mercado. A procura por novos
compostos que tenham o mesmo ou até um melhor poder terapéutico contra essas bactérias que
podem promover a sepse, além de menores efeitos colaterais com seu uso. A busca por esses
compostos analogos as sulfonamidas pode mudar a realidade dos pacientes que sofrem com
essas infeccBes nos meios em que encontram assisténcia em saude, principalmente por
proporcionar a possibilidade da reducdo de formacdo de cepas super-resistentes aos
medicamentos ja encontrados no mercado farmacologico. Desta forma, este trabalho objetivou
conduzir a busca pelo desenvolvimento e sintese de novo prototipo de farmaco analogo as

sulfonamidas para futura utilizagdo de opg¢éo para esse tipo de terapéutica.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Planejar, sintetizar e avaliar a atividade biologica e antibacteriana de novos compostos

analogos as sulfonamidas.

2.2. Objetivos especificos
a) Planejar a criacdo de um composto, protétipo de farmaco antibidtico, analogo as

sulfonamidas.

b) Analisar a atividade biol6gica e/ou risco de toxicidade in silico por meio do software
OSIRIS Property Explorer.

c) Sintetizar, purificar e caracterizar por meio da técnica de Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) e/ou Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) os compostos obtidos.

d) Awvaliar a atividade antibacteriana in vitro de um prototipo de sulfonamida (LQFM396),
de um agente antioxidante (BHT), e do antibiotico sulfametoxipiridazina, frente a cepa
bacteriana ATCC (American Type Culture Collection®) de Listeria monocytogenes
ATCC 7644.



3. METODOLOGIA

O presente estudo denomina-se um Projeto de Pesquisa, cujo foco remete acerca da
criacdo de anélogos as sulfonamidas, com objetivo de conter cepas de L. monocytogenes. Foi
idealizado nas dependéncias da Universidade Federal do Para (UFPA) Campus Altamira e
realizado nas dependéncias da Universidade Federal de Goias (UFG), especificamente na
Faculdade de Farmacia (FF), no Laboratdrio de Quimica Farmacéutica Medicinal (LQFM) e no
Laboratério de Medicamentos e Alimentos (LAMIMA), sob orientacdo da Prof. Dra. Tracy
Martina Marques Martins, do Dr. Ricardo Menegatti, do Me. Jhon Kennedy Alves Pereira e do
Me. Julio César Gonzaga da Silva, durante os meses de Janeiro a Marco de 2024.

3.1. Planejamento estrutural
O planejamento do novo composto analogo as sulfonamidas criou padrdes estruturais
inéditos, contemplando, em sua estrutura, as subunidades farmacoféricas presentes nos
antibioticos da classe das sulfonamidas. O novo padréo estrutural planejado esta de acordo com

as cinco regras de Lipinski (Lipinski et al., 1997).

3.2. Avaliacéao do risco de toxicidade in silico:

Para avaliacdo da atividade bioldgica e risco de toxicidade dos compostos e de seus
intermediarios, utilizou-se o OSIRIS Property Explorer. O OSIRIS avalia e calcula os
principais parametros para avaliacdo preliminar e planejamento estrutural de medicamentos. Os
resultados da previsdo in silico séo calculados e classificado por cores. Propriedades com altos
riscos de efeitos indesejados, como ma absorcdo intestinal e risco de toxicidade sdo mostradas
em vermelho. Em geral, a cor verde indica semelhanca e compatibilidade com os farmacos

aprovados e utilizados na atualidade (Sander, 2017).

3.3. Procedimento geral para sintese dos compostos analogos as sulfonamidas

Em um baldo reacional de fundo redondo com capacidade de 50-100 mL, foram
adicionados em proporcdo 1:1, Immol de cada reagente de partida, o solvente organico e um
agente catalisador. A mistura reacional permaneceu em refluxo, com auxilio de um
condensador. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD),
sequencialmente a mesma foi extraida com acetato de etila e agua. A fase organica foi
concentrada em evaporador rotatorio (Borges et al., 2023; Brito et al., 2018; Finar e Godfrey,
1954; Oliveira, De et al., 2011, 2013). Todos os procedimentos de sintese, purificacdo e
caracterizacdo foram realizados sob supervisdo dos Professores Dr. Ricardo Menegatti, Me.

Jhon Kennedy Alves Pereira e Dra. Tracy Martina Marques Martins, nas dependéncias do
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Laboratorio de Quimica Farmacéutica Medicinal (LQFM), localizado na Faculdade de
Farmécia (FF) da Universidade Federal de Goias (UFG).

3.4. Parte experimental da caracterizacao
Os compostos sintetizados foram caracterizados através das metodologias

convencionais de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 1H, 13C, HSQC (Heteronuclear
Single Quantum Coherence) e HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Os
espectros de RMN foram obtidos no Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias em
um equipamento de RMN Bruker Avance 111 500 (campo de 11,75 Tesla: 500,13 MHz para a
frequéncia do hidrogénio e 125,76 MHz para o carbono).

As amostras dos protétipos sintetizados foram dissolvidas em cloroférmio deuterado
(CDCI3) ou dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6), tendo como referéncia interna
tetrametilsilano (TMS). A aquisicdo e processamento dos dados e dos espectros foram
realizadas utilizando o software Bruker TopSpin (versao 4.0.9).

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada em placas de aluminio
Whatman 20x20 cm revestidas com silica gel 60 F254 e espessura de 0,25mm, empregando-se
como fase mdvel n-hexano acetato de etila (70:30) e visualizacdo e deteccdo por lampada
ultravioleta (254 e 365 nm).

3.5. Avaliacéo da atividade antibacteriana
A avaliacdo da atividade antibacteriana e determinacdo da CIM foi realizada frente a

cepa de referéncia ATCC (American Type Culture Collection®) da bactéria Listeria
monocytogenes ATCC® 7644. Os testes com esta bactéria foram realizados sob supervisao da
Prof. Dra. leda Maria Sapateiro Torres e da Prof. Dra. Tracy Martina Marques Martins, nas
dependéncias do Laboratorio de Microbiologia de Medicamentos e Alimentos (LAMIMA),
localizado na Faculdade de Farméacia (FF) da Universidade Federal de Goias (UFG).

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana dos compostos, adotou-se 0s procedimentos
metodologicos padronizados pelos colaboradores, por meio da microdiluicdo em caldo, com
placas de 96 pocos (Wiegand, Hilpert e Hancock, 2008). Tais procedimentos estdo em
consonancia com os métodos microbiolégicos classicos recomendado pelo: CLSI - Manual
Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS, 2003), EUCAST (European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testinge) e BSAC (British Society for Antimicrobial
Chemotherapy).
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4. RESULTADOS

4.1. Planejamento estrutural
O planejamento estrutural do novo composto se deu a partir da subunidade
sulfonamidas. Observando-se o grupamento funcional, elegeu-se a sulfadiazina. Neste sentido,
nos propomos a fazer nos analogos 1-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)ethan-1-one ligados
as subunidades sulfonamidas. Os novos padrdes estruturais desenhados contemplam em suas

estruturas as subunidades farmacoforicas, e é inédito, de acordo com a base de dados SciFinder.

Figura 2. Planejamento estrutural
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Fonte: Autoria prépria, 2024.

4.2. Avaliacéo do risco de toxicidade in silico
Anélise dos parametros de avaliacdo de atividade bioldgica e screening in silico,

subsidiando as etapas préticas de sintese. Os reagentes de partida e intermediarios reacionais
demonstraram-se com maior potencial de mutagenicidade. O composto planejado demonstrou-

se promissor, com todos os parametros indicados de verde.



Figura 3. Reagentes comerciais e intermediario reacional.
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Fonte: Autoria prdpria via OSIRIS Property Explorer, 2024.

Figura 4 - Composto planejado, por hibridacdo molecular (HM), o qual apresenta-se promissor de acordo com a

avaliacdo in silico OSIRIS Property Explorer.
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4.3. Procedimento geral para sintese dos compostos planejados
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4.3.1. Procedimento geral para sintese dos compostos 1-(3,5-di-tert-butyl-4-

hydroxyphenyl)ethan-1-one-aldeidos

Em um baldo reacional de fundo redondo com capacidade de 250 mL, foram
adicionados 1 grama de di-terc-butil-metil-fenol ou hidroxitoluenobutilado (BHT — Sigma
Aldrich® CAS128-37-0) com 15 mL de dimetilsulféxido (DMSO). A mistura reacional foi
colocada sob agitacdo a temperatura ambiente, por aproximadamente 15 minutos.
Sequencialmente, adicionou-se aos poucos 1 grama de n-bromosuccinamida (NBS), acoplou-
se um condensador e elevou-se a temperatura a 110°C por 1 hora (Fan et al., 2008). Ao término

da reacdo a mistura reacional foi vertida em agua e purificada com lavagem de hexano a frio.

Figura 5. Sintese do BHT-aldeido, Adaptado de Fan & colaboradores (Fan et al., 2008).
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Fonte: Autoria prépria, 2024.

4.3.2. Procedimento para a sintese dos compostos derivados do intermediario 1-(3,5-
di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)ethan-1-one

Em um baldo reacional de fundo redondo com capacidade de 50 mL adicionou-se
0,238g de BHT aldeido, 11mL de etanol e 0,2512¢g de sulfadiazina. Apds isso, foi analisado o
pH da mistura, o qual encontrou-se quase neutro, havendo a necessidade da adicdo de 7 gotas
de acido acético (= 0,14mL). Foi colocado sob refluxo durante 30 minutos. Adicionou-se uma
pontinha de espatula de cianoboridreto de sodio (CHOW, 1975). A reacdo foi deixada na manta
em refluxo por mais 4 horas. A reacdo foi analisada em placa de CCD, onde foi percebido
subproduto sobrando. Foi feito também a visualizacdo e anlise pelo iodo I3 e pelo revelador
de aldeido. Comparando os resultados, foi possivel perceber a formacdo de um produto. Apéds
0 tempo reacional, a reacdo foi vertida em agua acidificada com acido cloridrico (HCI) {50ml
de 4gua + 1ml de HCI + produto reacional}, com a reacdo ainda morna, recém tirada da manta.

Ap0s ser vertida, precipitou. O precipitado foi filtrado em papel de filtro e o sélido foi deixado
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em temperatura ambiente para a secagem até o outro dia. O composto foi lavado com Hexano

e analisado por CCD e RMN. O material enviado para anélise foi denominado de MSOLARL.

Figura 6 - Sintese do novo analogo, adaptado de Chow & colaboradores (CHOW, 1975).
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Fonte: Autoria prépria, 2024.

4.4. Parte experimental da caracterizacao
Os compostos foram caracterizados utilizando a metodologia convencional de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Complementarmente, utilizou-se 0s recursos de

predicao fornecidos pelo software ChemDraw®, conforme ilustrado na figura 7.
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Figura 7 - Espectro de *H esperado para o composto planejado.
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Fonte: Autoria prépria, 2024.

A Figura 7 ilustra o padrdo de sinais esperados para analise do composto MSOLARL, a
formacdo do sinal singleto em 4.32 indicaria o sucesso da reacdo, com a hibridacdo molecular
do aldeido BHT com a sulfadiazina. Contudo, a analise do composto enviado demonstrou-se
divergente do espectro esperado de RMN, demonstrando que houve a formacdo do produto
esperado (Figura 8), contudo, observou-se que o produto ndo apresentou o grau de pureza
necessario para realizacdo das demais etapas de caracterizagdo estrutural e nem para avaliacéo

da atividade antibacteriana, optando-se assim, por fazer a avaliacdo de compostos semelhantes.
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Figura 8 - RMN 1H composto MSOLARL.
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4.5. Avaliacdo da atividade antibacteriana
A avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada com compostos estruturalmente

relacionados aos compostos planejados. Os compostos testados foram sintetizados pelo Grupo
Multidisciplinar de Estudos e Pesquisas em Saude (GRUMEPS), por meio da parceria da
Faculdade de Farméacia da UFG com a Faculdade de Medicina da UFPA-CALTA.

Assim, conforme Figuras 8 e 9, avaliou-se a atividade antibacteriana da
sulfametoxipiridazina (SMP), do primeiro intermediario reacional, o aldeido do BHT, obtido
conforme figura 5, e um prototipo experimental, também anélogo as sulfonamidas, denominado

de B1CBH.



Figura 9 - Compostos avaliados por microdilui¢cdo em caldo.
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Fonte: Autoria prépria, 2024.
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Os compostos apresentaram atividade antibacteriana, Figura 10, com as CIM’s SMP
3,90 ng/mL; BHT aldeido 62,5 pg/mL e BICBH 15,62 pug/mL. O antibiotico Ceftriaxona (Cef),

foi utilizado como controle.



Figura 10 - Avaliacdo da atividade antibacteriana e determinacdo da CIM frente a cepa de Listeria
monocytogenes ATCC® 7644

Fonte: Autoria propria, 2024.
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5. DISCUSSAO

Gooldman & Gilman (2018), inferem que o termo “sulfonamidas” ¢ um nome genérico
para referir-se aos derivados da para-aminobenzeno-sulfonamida (sulfanilamida). Na
atualidade as sulfonamidas séo utilizadas de maneira abrangente, como o sulfametoxazol em
combinagdo com a trimetoprima, tornando alvos microrganismos especificos, a partir de
meados de 1970 (Brunton, Hilal-Dandan e Knollmann, 2018). Entretanto, o seu uso reduzido
se d& pelo crescente aumento de resisténcia bacteriana dos farmacos existentes no mercado,
sem outras op¢des de analogos com a presenca de anel betalactdmico para o tratamento
especifico de doencas bacterianas.

Estima-se que, em 2017, o mundo somou 49 milhdes de casos de sepse, sendo que,
destes, 11 milhdes evoluiram para o Obito. Assim, a mortalidade por este quadro € de
aproximadamente 20% dos casos. Tal fato imprime a importancia do tratamento efetivo da
sepse, ndo apenas centrado no tipo de antibioticoterapia, mas principalmente levando em
consideracdo todos os fatores de risco relacionados e o também o tempo de identificacdo do
quadro séptico até o seu diagndstico para o inicio da terapéutica sdo essenciais para um bom
prognostico pos admissional.

Partindo desse principio, a conduta correta desde a chegada do paciente no ambiente
hospitalar ou até mesma ja nas unidades de terapia intensiva é o que vai definir o progndstico
do paciente. Levando em consideracdo uma abordagem ideal, a admissao de um paciente pode
ser feita a avaliacdo da sua situacdo e, nesse primeiro momento, ja conseguir identificar sinais
e sintomas que indiqguem um quadro septico nesse paciente ou até mesmo um alerta de uma
possivel evolucdo para uma septicemia, evitando assim a evolucéo para o 6bito (CHOY et al.,
2022).

Mesmo com a incidéncia de sepse aumentando, a implementacédo e desenvolvimento de
protocolos e diretrizes estdo reduzindo a taxa de mortalidade. A tentativa de desenvolver e
introduzir uma diretriz para o tratamento de pacientes com sepse iniciou com a intencdo de
definir critérios globais de deteccdo precoce da sepse e a defini¢cdo de recomendacGes para a
implementacao de alguns procedimentos terapéuticos, no intuito de melhorar a efetividade do
tratamento e reduzir a taxa de mortalidade em 25% em 5 anos da implementacdo (RAMASCO
et al., 2024).



20

6. CONCLUSAO

O desenvolvimento de novos protétipos antibioticos € um dos objetivos mundiais na
luta contra a resisténcia bacteriana e as altas taxas de mortalidade por bacteremias e outros
disturbios relacionados a infeccdo bacteriana no organismo humano. Para além disso, 0s
analogos, que sdo compostos ndo necessariamente antibioticos também podem atuar como
adjuvantes na terapia antimicrobiana dessas moléstias, atuando no aumento da eficacia do
farmaco antibidtico utilizado, dando uma boa margem para a criacdo de mais protdtipos
analogos aos medicamentos hoje amplamente utilizados com esse mesmo objetivo: suprimir
bactérias patogénicas. Nesse sentido, é possivel compreender que o tratamento antimicrobiano
contra doencas bacterianas ndo se resume a uma caixa delimitada, mas que tem possibilidade
de expans@o maior do que uma fez ja previsto pelo cenario mundial.

O presente estudo demonstrou-se promissor no ambito da Pesquisa, Desenvolvimento e
Inovacdo (PD&I), uma vez que o mesmo contemplou todos os objetivos propostos e foi

conduzido com critérios cientificos.
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