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Resumo: Entre os compostos da classe heterociclica, os compostos mesoidnicos apresentam um amplo
aspecto de atividades bioldgicas tais como: antibacteriana, antitumoral, antifungica, antimalarica, analgésica,
anti-inflamatdria, anticonvulsivante, entre outras. Na busca de obter novos agentes terapéuticos com possivel
atividade bioldgica, dois novos compostos derivados de mesoidnico do sistema 1,3-tiazélio-5-tiolato foram
sintetizados e suas estruturas foram confirmadas pela técnica espectroscopica de Ressonancia Magnética
Nuclear de *H. Os compostos foram avaliados em atividade antiflingica e apenas o composto 5b apresentou
uma inibicéo de 100% contra as cepas de Candida com uma concentragao inibitéria minima de 64 pg/mL.

Palavras-chave: Mesoibnico, Antifungica, Candida.
Introducéo

As doencas infecciosas causadas por microrganismos tém aumentado gradualmente ao longo
das ultimas trés décadas, levando a taxas consideraveis de morbidade e mortalidade, principalmente
devido a baixa efetividade dos medicamentos disponiveis e 0 desenvolvimento de cepas resistentes.
(SMITH et al, 2005).

Portanto, a necessidade de desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos que sejam
mais eficazes e seguros do que os farmacos ja existentes no mercado sdo de extrema importancia.
Nesse sentido, os compostos heterociclicos tém um lugar especial na Quimica Medicinal de
compostos sintéticos biologicamente importantes. A notavel capacidade de nucleos heterociclicos
de servir como unidades reativas contribuem largamente para o seu valor original como tradicionais
unidades-chave de numerosos farmacos, (BOSTROM et al, 2012).

Compostos heterociclicos formam de longe a maior divisdo classica da Quimica Organica.
Sua participacdo em uma ampla gama de &reas ndo pode ser subestimada. A maioria dos produtos
farmacéuticos que imitam os produtos naturais com atividade biolégica sdo heterociclicos. A
maioria dos avancos significativos no desenvolvimento de novos farmacos contra os diversos tipos
de doengas envolve compostos heterociclicos (MARTINS et al, 2008).

Os compostos heterociclicos, com énfase para 0s compostos mesoidnicos, se destacam na

quimica medicinal por apresentarem uma variedade de atividades bioldgicas tais como: analgésica,
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antimicrobiana, anti-inflamatoria, anticancer, antiviral, antifungica, antimalarica, analgésica, dentre
outras, todas ja bem descritas na literatura (KIER; ROCHE, 1967, ATHAYDE-FILHO et al, 1999).

Portanto, levando-se em consideracdo o potencial dos compostos mesoiénicos na construgédo
para o desenvolvimento de candidatos a farmacos, foram sintetizados dois novos derivados de
mesoidnico (especificamente do sistema 1,3-tiazdlio-5-tiolato) para avaliar o seu potencial de
atividade antifungica contra fungos de Candida albicans e Candida tropicalis.

Metodologia

Quimica

Sintese do N-metil-C-4-metilfenilglicina (2): Em um béquer contendo 100 mL de &gua e
acoplado a um agitador mecanico, foram adicionados cianeto de potéssio (16,289, 250 mmols) e
cloridrato de metilaménio (16,88g, 250 mmols). A mistura foi agitada dentro da capela. Foi
adicionado aos poucos 4-metilbenzaldeido (30g, 250 mmols) previamente diluido em 100 mL de
metanol. Ap6s duas horas de agitacdo vigorosa, adicionou-se cerca de 150 mL de &gua destilada e
submetida a uma extracdo com diclorometano (3 x 100 mL). A fase organica foi coletada em um
baldo e concentrada em um evaporador rotatéria. Foram adicionados 300 mL de HCI 6M e
submetida a um refluxo. Apos 6 horas de refluxo, evaporou-se a pressao reduzida cerca de 70% da
solucdo de HCI 6M, obtendo-se 0 aminoé&cido (na forma de cloridrato) e os cristais foram filtrados
em um funil de Buchner e em seguida lavou-se com diclorometano até eliminar toda impureza
amarelada. Foram obtidos 29,17 g de cristais brancos com rendimento 66,8%. Ponto de fuséo: 214-
216 °C. RMN 'H (200 MHz - DMSO-ds) § (ppm): 2.27 (s, 3H, CHs); 2.37 (s, 3H, CHs); 4.96 (s,
1H, CH); 7.24 (d, 2H, CHa); 7.36 (d, 2H, CHar) € 9.64 (s, 2H, NH2").

Sintese do N-(4-clorobenzoil)-N-metil-C-4-metifenilglicina (3): O N-metil-C-4-metdxifenilglicina
(na forma de cloridrato) (5,99, 27,4 mmol) foi dissolvido em 48 mL de uma é&gua contendo 3,2 g NaOH
(80,6 mmol) em um erlenmeyer e deixado sob agitagdo mecénica por uma hora. Ainda sob agitacéo, foi
adicionado aos poucos, cloreto de 4-clorobenzoila (4,369, 25 mmol) e deixado por mais trés horas. Em
seguida foi adicionado na mistura reacional HCI 12M (6,7 mL) e agitada por mais 30 min. A mistura
reacional foi submetida a uma extracdo com cloroférmio (3 x 100 mL), seca no sulfato de sédio e
concentrada a pressdo reduzida fornecendo 5,99 de uma massa branca com aparéncia pegajosa com
rendimento de 74,58%. Ponto de fusdo: 152-154 °C. RMN *H (200 MHz - DMSO-ds) & (ppm): 2.34 (s, 3H,
CHa); 2.70 (s, 3H, CH3); 6.34 (s, 1H, CH); 7.18 (d, 2H, CHa); 7.23 (d, 2H, CHa/); 7.62 (d, 2H, CHa/); 7.98
(sl, 1H, do &cido carboxilico) e 8.22 (d, 2H, CHa).
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Sintese do mesoidnico 2-(4-clorofenil)-3-metil-4-(4-metilfenil)-1,3-tiazélio-5-tiolato (4):
N-(4-clorofenil)-N-metil-C-4-metilfenilglicina 3,8 g (12 mmols) foi dissolvido em anidrido acético
(20 mL) e a solucéo obtida ficou sob aquecimento a 55 °C por uma hora. Em seguida adicionou-se
dissulfeto de carbono (40 mL) e uma solucédo de cor vermelha foi formada, a qual ficou em refluxo
a 60 °C por mais uma hora. A mistura reacional ficou em repouso por 48 horas. A mistura reacional
foi levada para o rotaevaporador para retirar o excesso de CS,. Foi adicionado agua e o precipitado
foi filtrado e seco ao ar. O material obtido foi recristalizado em etanol. Foram obtidos 2,28 g de
cristais vermelhos com rendimento de 57%. Ponto de fusdo: 188-190 °C. RMN H (200 MHz -
DMSO-ds) 6 (ppm): 2.35 (s, 3H; CHa); 3.62 (s; 3H, CHz); 7.22 (d, 2H; CHar); 7.46 (d, 2H; CHA);
7.47 (d, 2H; CHar) € 7.56 (d, 2H; CHAar).

Sintese do lodeto de 2-(4-clorofenil)-3-metil-4-(4-metilfenil)- 1,3-tiazélio-5-metiltio (5a):
Uma mistura de 0,2 g (0,60 mmoles) do mesoibnico 2-(4-clorofenil)-3-metil-4-(4-metilfenil)- 1,3-
tiazolio-5-tiolato (4) e 0,17 g (1,2 mmoles) de iodeto de metila em 10 mL de etanol foi agitado a
temperatura ambiente por uma hora. A solucdo foi concentrada a presséo reduzida fornecendo um
solido. O sélido foi recristalizado em uma solugdo etanol/agua (1:1), foram obtidos 0,25 g de
cristais amarelo com rendimento de 89 %. Ponto de fusdo: 186-188 °C. RMN !H (200 MHz -
DMSO-ds) 6 (ppm): 2.44 (s, 3H; CHa); 2.53 (s, 3H; SCH3); 3.85 (s; 3H, CH3); 7.33 (d, 2H; CHa);
7.54 (d, 2H; CHar); 7.79 (d, 2H; CHar) € 8.15 (d, 2H; CHa).

Sintese do lodeto de 2-(4-clorofenil)-3-metil-4-(4-metilfenil)-1,3-tiaz6lio-5-¢etiltio (5b):
Uma mistura de 0,2 g (0,60 mmoles) do mesoionico 2-(4-clorofenil)-3-metil-4-(4-metilfenil)- 1,3-
tiazolio-5-tiolato (4) e 0,28 g (1,8 mmoles) de iodeto de etila em 10 mL de etanol foi agitado a
temperatura ambiente por uma hora. A solucgéo foi concentrada a presséo reduzida fornecendo um
solido. O sélido foi recristalizado em uma solugdo etanol/agua (1:1), foram obtidos 0,24 g de
cristais amarelo com rendimento de 83 %. Ponto de fusdo: 155-156 °C. RMN H (200 MHz —
CDClI3) & (ppm): 1.31 (t, 3H; CH2CH?3); 2.45 (s, 3H; CHa); 2.92 (q, 2H, CH2); 3.86 (s; 3H, CH3);
6.34 (d, 2H; CHar); 7.55 (d, 2H; CHar); 7.79 (d, 2H; CHar) € 8.18 (d, 2H; CHay).

Atividade Antifungica

No ensaio antifingico dos compostos sintetizados, os microrganismos usados foram:
Candida albicans (ATCC 76645 e LM 86) e Candida tropicalis (ATCC 13803 e LM 6) e foram

adquiridos na MICOTECA do Laboratério de Micologia, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
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(DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da Paraiba, Brasil. As cepas de
fungos foram mantidas em meio apropriado, Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (DIFCO
Laboratories), e armazenados a 4 e 35 °C. A suspensdo de microrganismos foi preparada de acordo
com o tubo de escala de 0,5 de McFarland e ajustada por meio de um espectrofotdmetro (Leitz-
Phtometer 340-800) a 90% T (530 nm) correspondente a aproximadamente 10° UFC/mL (NCCLS
2000; HADACECK; GREEGER, 2000; CLEELAND; SQUIRES, 1991). Os ensaios de atividade
antifangica foram realizados em Sabouraud Dextrose Broth-SDB (Laboratorios DIFCO, Franca-
EUA), que foi preparado e usado de acordo com instrugdes do fabricante.

O valor de MIC foi determinado pelo método de microdiluicdo, utilizando placas de
microtitulacdo de 96 pocos com fundo em "U" e em duplicado. A cada po¢o da placa, foi
adicionado 100 puL de SDB de meio liquido duplamente concentrado. Em seguida, 100 pL da
solucdo da solucdo dos produtos (também duplamente concentrada) foram distribuidos nos pocos da
primeira linha da placa. Por meio de diluicdo em série (proporcdo de dois), foram obtidas
concentracdes de 1024 para 64 pg/mL, de modo que na primeira linha da placa, a concentragdo
mais alta, e nas ultimas, as concentracfes mais baixas. Finalmente, 10 pL de indculo foram
adicionados aos pocos onde cada coluna da placa se referia especificamente a uma cepa. O mesmo
também foi feito no meio de cultura com a droga fangica nistatina (100 Ul). As placas foram
incubadas a 37 °C durante 24-48 h. Para cada estirpe, a MIC foi definida como a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento flngico observado visualmente nos pocos, quando
comparado ao controle. Todos os testes foram realizados em duplicado e os resultados foram
expressos como a média geométrica dos valores de MIC obtidos nos dois ensaios. Os resultados da

atividade antifungica estdo apresentados na Tabela 1.
Resultados
Quimica
A sintese dos derivados mesoionicos 5a-b foram sintetizados pela reacdo do mesoibnico 4

com o iodeto de metila e o iodeto de etila, respectivamente. O esquema 1 descreve a obtencéo

desses derivados.
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Esquema 1 - Rota sintetica dos derivados de mesoi6nico 5a e 5b
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Reagentes e condig¢des: i) CH3NH3+C1', KCN, H,0/MeOH, 2h, t.a; ii) 6M HCI, refluxo, 6 h; iii) 10% NaOH,
Cloreto de 4-clorobenzoila; iv) Ac,0, 60°C, 1 h; v) CS, 60°C, 1h; vi) CH;I/CH;CH,l; EtOH, 2 h, t.a

O aminoacido 2 ¢ obtido a partir da sintese de Strecker, que envolve o aldeido 1 com cianeto
de potassio e cloridrato de metilam6nio em quantidade equimolares. Nessa reacdo ocorre a
formagdo de um intermediario, a-aminonitrila que em seguida sofre uma hidrélise com uma solucéo
de HCI 6M formando o N-metil-C-4-metilfenilglicina. O espectro de RMN *H do composto 2
apresentou um singleto referente a metila do anel aroméatico em & 2.27 ppm, um singleto referente a
metila ligado a amina em 2.37 ppm e um singleto em 4.96 ppm para o0 CH do carbono quiral. O
amidoéacido 3 foi obtido pela reacdo entre o aminoacido e cloreto de 4-clorobenzoila previamente
tratado com NaOH 10%. O espectro de RMN H do composto 3 apresentou um singleto referente a
metila do anel aroméatico em & 2.34 ppm, um singleto referente a metila ligado a amina em 6 2.70
ppm, um singelto largo em 7.98 referente a OH do &acido carboxilico e todos os prétons dos aneis
aromaticos foram observados em o 7.18-8.22 ppm. A ciclodesidratacdo de N-(4-clorobenzoil)-N-
metil-C-4-metifenilglicina 3 com anidrido acético como agente desidratante em temperatura de
60°C, formando o mesoibnico da classe 1,3-oxazolio-5-olato. Posteriormente (in situ), é adicionado
dissulfeto de carbono, CS, como dipolaréfilo ao mesoibnico 1,3-oxazdélio-5-olato obtendo-se assim
0 mesoibnico 2-(4-clorofenil)-3-metil-4-(4-metilfenil)-1,3-tiaz6lio-5-tiolato 4 a partir da reagdo de
cicloadicdo e cicloreversdo 1,3-dipolar. O espectro de RMN H do composto 4 apresentou um
singleto referente a metila do anel aromatico em 6 2.35 ppm, um singleto referente a metila ligado a
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amina em & 3.62 ppm, e todos os prdtons dos anéis arométicos foram observados em & 7.22-7.56
ppm.

Os derivados de mesoidnico 5a e 5b foram obtidos a partir de uma reacdo Sn2 entre o
mesoidnico 4 com o iodeto de metila e com o iodeto de etila, respectivamente, usando etanol como
solvente com rendimentos entre 83-89%. Verificou-se a pureza dos compostos examinando 0s seus
intervalos de fusdo. As estruturas dos derivados de mesoidnico foram confirmadas pelas técnicas
espectroscopicas RMN H. Para os compostos (5a e 5b) os espectros de RMN H apresentaram 0s
seguintes sinais caracteristicos: um singleto para 3 hidrogénios dos protons metilicos CHsN em &
3.62 ppm e um singleto para 3 hidrogénio de CHz em & 2.35 ppm. No espectro do composto 5a,
aparece um singleto para 3 hidrogénios em 6 2,29 ppm onde R = CHzs. J& no espectro do composto
5b aparece um tripleto para 3 hidrogénios em 6 1.19 ppm e um quarteto para 2 hidrogénios em o
2.59 ppm onde R = CH,CHs.

Atividade Antifangica

A atividade antifungica in vitro dos compostos 5a e 5b foi avaliada pelo método de
microdiluicdo com quatro cepas de fungos patogénicos, Candida albicans (ATCC 76645 e LM 86)
e Candida tropicalis (ATCC 13803 e LM 6) utilizando a nistatina como o farmaco padréo (Tabela
1). Os compostos foram testados em concentracdes de 64 a 1024 ug/mL e solubilizados com
dimetilsulfoxido (DMSO, Merck) numa proporcao de até 10 % para evitar interferéncia com 0s
microrganismos. A atividade antimicrobiana dos produtos foi interpretada e considerada como ativa
ou inativa, conforme os seguintes critérios: 50-500 pg/mL= forte/6tima atividade; 600-1500
ug/mL= moderada atividade; acima de 1500 pg/mL= fraca atividade ou produto inativo.

Dos compostos testados, o composto 5a ndo apresentou atividade inibitdria contra as cepas
mencionadas na avaliagdo. O composto 5b apresentou uma inibicdo de 100% e com uma forte
atividade contra as quatro cepas de Candida (C. albicans ATCC-76645, C. albicans LM 86, C.
tropicalis ATCC-13803 e C. tropicalis LM 6) numa concentragdo inibitoria minima de 64 pug/mL.
Os resultados, portanto, foram considerados 6timos em termos de atividade bioldgica e levando em

consideracdo os parametros estabelecidos por Sartoratto et al., 2004 e Houghton et al.; 2007.
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Tabela 1 - Concentracdo Inibitéria Minima dos derivados de mesoi6nicos sobre as linhagens de
Candida.

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL

Linhagem de Candida

Compostos C. albicans C. albicans C. tropicalis C. tropicalis
ATCC 76645 LM 86 ATCC 13803 LM 6
5a + + + +
5b 64 64 64 64
Controle + + + +
Levedura
Nistatina - - - -

(+): crescimento do microrganismo; (-): ndo houve crescimento do microrganismo.

Concluséao

A rota sintética utilizada para a sintese dos derivados mesoidnicos (5a e 5b) foram obtidas
em seis etapas sintéticas, apresentando bons rendimentos e os compostos foram caracterizados pela
técnica espectroscopica de RMN !H. Na avaliagdo antifiingica contra as linhagens de Candida,
apenas 0 composto 5b apresentou inibicdo de 100% contra os microrganismos estudados com uma

concentracdo inibitéria minima (CIM) de 64 pg/mL.
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