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O elevado nivel de resisténcia que cepas de Staphylococcus aureus
vém apresentando aos antibioticos atualmente disponiveis caracteriza-
se como grave problema em ambito mundial e com consequéncias
que beiram a fatalidade. Com a atengdo voltada para este fenomeno,
quatorze derivados 5-nitro-2-tiofilidénicos foram sintetizados e testados
quanto a atividade antimicrobiana frente a cepas padrdo (ATCC
25923) e multi-resistente (3SP/R33) de Staphylococcus aureus. Todos
0s compostos testados apresentaram excelente atividade bacteriostdtica
e, alguns entre eles, atividade bactericida. A 5-nitro-2-tiofilideno-4-
acetilbenzidrazida se mostrou como o composto mais ativo com
concentragdo inibitoria equivalente a 0,14 mg/mL. A partir dos
resultados obtidos evidenciou-se o forte potencial de derivados 5-nitro-
2-tiofilidénicos como possivel alternativa para o desenvolvimento de
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INTRODUCAO

O controle de infecgdes causadas por microrganismos
multi-resistentes ¢ considerado, atualmente, grande priorida-
de entre os epidemiologistas, uma vez que estas t€ém se mos-
trado muito virulentas e de dificil tratamento. Um grande foco
de desenvolvimento de resisténcia bacteriana sdo os ambien-
tes hospitalares, sendo este fenomeno resultado da coincidén-
cia de fatores como presenga de outras infec¢des, depressdo
imunologica e grande facilidade de transmissao.

Até as infeccdes causadas pelo género estafilococos,
antes facilmente controlaveis, vém se constituindo, nas ulti-
mas décadas, em grande ameaga a Satde Publica em fungio
do surgimento de cepas com amplo espectro de resisténcia
(Nishi, 1998; Crowcroft, 1999; Onorato, 1999; Fuchs et al.,
2002; Brenwald, Fraise, 2003; Maudsley ez al., 2004).

novos farmacos com atividade antimicrobiana.

Na busca de novos antimicrobianos que sejam eficazes
no tratamento de infec¢des causadas por bactérias multi-re-
sistentes consideram-se basicamente a descoberta de novos
alvos e a potencializagdo da atividade de compostos com
atividade antimicrobiana conhecida (Fernandes et al., 1999).
Com o constante avango na area de modificagdo molecular
ao longo dos ultimos anos, a segunda alternativa mostra-se
altamente viavel e com grande perspectiva de sucesso, ja que
estudos que visam o planejamento e desenvolvimento de
farmacos tém mostrado alta aplicabilidade nas mais diversas
areas de saude. Além disso, vale ressaltar que este tipo de
metodologia mostra-se claramente mais vantajosa tanto em
termos de investimentos como em relagdo ao tempo de exe-
cugdo, ja que a descoberta de um farmaco completamente
novo chega a custar, em média, cerca de quinhentos milhdes
de dédlares e pode levar até quinze anos de estudos desde a sua
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concepgao até o inicio dos testes clinicos (Hansch, Leo, 1995;
Wermuth, 2000; Barreiro, Fraga, 2001; Rezende ez al., 2002;
Masunari, Rezende, Tavares, 2004).

Muito tem sido feito, mas ainda sdo poucos os re-
sultados efetivamente aplicaveis no tratamento de infec-
¢Oes com carater de multi-resisténcia. Infec¢des causa-
das por cepas resistentes de Staphylococcus aureus nao
se caracterizam como fendmeno isolado ou exclusivo de
paises de baixa renda, uma vez que se observa numero
crescente de estudos relacionados a epidemiologia des-
te microorganismo em centros que comportam pacientes
imunocomprometidos (Lizioli ez al., 2003), que sofreram
intervengao cirurgica (McDonald et al., 2003), que fo-
ram transplantados (Desai et a/, 2003) ou que sdo porta-
dores de queimaduras graves (Fuchs et al., 2002). Nota-
se ainda, uma grande preocupag@o da comunidade cien-
tifica em estabelecer possiveis alternativas relacionadas
ao controle e prevencdo da colonizagdo por MRSA
(Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) em hospi-
tais de todo o mundo, ressaltando a gravidade ¢ a neces-
sidade de busca de solugdes para este problema (Burd ef
al., 2003; Rohr et al., 2003).

Entre as classes de agentes antimicrobianos atual-
mente disponiveis, grande interesse tem sido despertado por
alguns farmacos da classe dos nitrofuranos, nao apenas pelo
fato de estes compostos apresentarem amplo espectro de
acdo, como também pela incapacidade de indugdo ao desen-
volvimento de resisténcia bacteriana importante (Dayan,
Deguingard, Truzman, 1985; Petri Jr., 2001).

Tavares e colaboradores (Tavares et al., 1999a, b)
mostraram que modificacdes estruturais na molécula da
nifuroxazida, 5-nitro-2-furfurilideno-4-hidroxibenzidra-
zida (figura 1), como substitui¢do da hidroxila fendlica por
grupos aceptores de elétrons e substitui¢do do anel furanico
por tiofénico, favoreceram de forma significativa a ativida-
de antimicrobiana desta série de compostos (Tavares et al.,
1999a).

FIGURA 1 - Estrutura quimica da nifuroxazida.

Assim, com a atengdo voltada para este problema, re-
alizaram-se a sintese, a identifica¢io e testes de atividade
antimicrobiana frente 8 MRSA de quatorze derivados 5-nitro-
2-tiofilidénicos, com estruturas analogas a nifuroxazida. O
padrao de substitui¢do selecionado neste trabalho envolveu

A. Masunari, L. C. Tavares

a introdugdo estratégica de grupos substituintes no anel
benzénico, baseando-se em faixa de hidrofobicidade 6tima
(valores de mentre 0,70 e 1,55), anteriormente por nos deter-
minada, por aplicagdo da metodologia de Topliss (1972).
Considerou-se ainda, variagdes de efeito eletronico dos gru-
pos selecionados fundamentando sua escolha no diagrama de
Craig (1971).

As 5-nitro-2-tiofilidenobenzidrazidas (1 a 14) foram
obtidas em trés etapas, conforme se pode observar na figura
2. Inicialmente os acidos benzoicos foram transformados em
ésteres, os ésteres metilicos foram submetidos a reagdo com
hidrazina para conduzir as respectivas benzidrazidas e, final-
mente, por rea¢do das benzidrazidas com o 5-nitro-2-
tiofenocarboxaldeido foram obtidos os derivados 1 a 14.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos deriva-
dos 5-nitro-2-tiofilidénicos foi feita por meio da determi-
nacdo da concentragdo inibitdria minima frente as cepas
padrdo (ATCC 25923) e multi-resistente (3SP/R33) de
Staphylococcus aureus (Oliveira et al., 2001). A maioria
dos derivados em estudo apresentou excelente atividade
antimicrobiana.

MATERIAL E METODOS

Sintese e identificacao de 5-nitro-2-tiofilideno
benzidrazidas

A determinag@o da faixa de fusdo dos compostos foi
efetuada em laminulas de vidro, utilizando-se aparelho digital
de marca Micro Quimica, modelo MQAPF-301. A analise
elementar dos derivados 5-nitro-2-tiofilidénicos foi realiza-
da em aparelho Perkin Elmer Elemental Analyser 2400 CHN.
Os espectros de absor¢do na regido do Infravermelho foram
obtidos em espectrofotometro Shimadzu-470, utilizando-se
dispersdo em brometo de potassio (Aldrich Chemical
Company, Inc.). Os espectros de ressonancia magnética nu-
clear de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono treze (RMN *C)
foram efetuados em espectrofotometro Bruker, modelo
Advance DPX-300MHz, utilizando-se dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO-d, 99,5%-Aldrich Chemical Company,
Inc.) como solvente ¢ tetrametilsilano (TMS) como padrao de
referéncia interna.

Obtencdo de benzoatos de metila (Tavares, 1999a).
Dissolveu-se o acido benzdico adequado em excesso de
metanol anidro e quantidade catalitica de acido sulfurico
concentrado, mantendo o sistema em refluxo por um peri-
odo de aproximadamente quatro horas. Reduziu-se o volu-
me de solvente pela metade, utilizando-se rotaevaporador.
O éster resultante foi cristalizado por meio de resfriamento.
Os cristais obtidos foram filtrados, lavados com agua des-
tilada e secos. Comprovou-se a identidade quimica dos
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ésteres por analise espectrométrica na regido do
Infravermelho (IV). Determinou-se a faixa de fusao dos
compostos como critério indicativo do seu grau de pureza.

Obtengdo de benzidrazidas (Tavares, 1999a). Aque-
ceu-se, sob agitacdo magnética constante, solucdo de
hidrato de hidrazina 64% até 50-60 °C. Adicionaram-se
pequenas por¢des do benzoato de metila adequado a mistu-
ra, aquecendo-a, em seguida, até refluxo durante aproxima-
damente dez minutos. Submeteu-se o sistema a
resfriamento sucessivo em banho de agua, banho de gelo e
banho de gelo seco e etanol. Formaram-se cristais que fo-
ram separados por filtracdo, lavados com agua destilada
gelada e secados. Comprovou-se a identidade quimica dos
compostos por analise espectrométrica na regido do IV.
Determinou-se a faixa de fusdo das benzidrazidas como
critério indicativo do seu grau de pureza.

Obtengdo das 5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas
(Tavares, 1999a). Adicionou-se, sob agitagdo constante, 5-
nitro-2-tiofenocarboxaldeido a mistura de agua destilada,
acido sulfurico concentrado, acido acético glacial e metanol
na propor¢ao de 8:7:8:20, respectivamente. Aqueceu-se até
temperatura de refluxo e procedeu-se a adigdo lenta, em pe-
quenas porgdes, da benzidrazida adequada na forma sélida.
Formou-se solido amorfo que foi filtrado, lavado com agua
deionizada gelada e seco. Comprovou-se a identidade quimi-
ca das bases de Schiff por analises espectrométricas na regido
do TV, RMN 'H e RMN 3C. A determinagdo da faixa de fu-
s3o ¢ a analise elementar indicaram alto grau de pureza das
5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas.

5-nitro-2-tiofilidenobenzidrazida (1)

(C,,H,0O,N,S) Solido amorfo amarelo escuro. Rendimen-
to: 93%; F.f.: 246,5 - 247,3 °C

IV (KBr): v (cm™) 3250 (v ,); 3100 (v ,); 1645 (v_.);
1595 ¢ 1486 (v._.); 1542 (8, ,); 1521 (v ,,..)s 1330
(Vo ain)s 701 (d.); 628 (V).

RMN 'H: 6 12,25 (s, 1H, H,); 8,69 (s, 1H, H ); 8,15 (d,
1H,H,,J=4,24 Hz); 7,91 (d,2H,H, e H ., J=7,03 Hz);
7,52-7,65 (m, 4H, H,, H ,, H ;e H ).

RMN BC: 8 163,14 (C,); 147,54 (C,); 142,02 (C,); 133,64
(C,); 133,06 (C,); 131,39 (C,); 130,57 (C,); 129,47
(C, eC,,); 128,59 (C,,e C,); 114,74 (C)).

AE: C: 49,29 % (49,14 %, ); H: 3,45 % (3,09 %, ); N:
14,66 % (4,32 %, )

15°

5-nitro-2-tiofilideno-4-clorobenzidrazida (2)
(C,,H,O,N,SClI). S6lido amorfo laranja escuro. Rendimen-
to: 96%; F.f.: 288,1 - 290,1 °C

IV (KBr): v (cm™) 3255 (v ,); 3100 (v, ,); 1646 (v
1589 € 1487 (v._); 1551 (8, ); 1523 (Vg ..
(v ); 1110 (v ): 725 (8_,); 632 (V)

o)

); 1331

N=0 sim.

RMN 'H: § 12,28 (s, 1H, H,); 8,68 (s, 1H, H,); 8,14 (d,
IH, H,,J =425 Hz); 7,94 (d, 2H H, e H,, J = 8,22 Hz);
7,59-7,64 (m, 3H, H, H,, e H ).

RMN C: § 162,45 (C,); 151,08 (C,); 146,70 (C,); 141,67
(C,)); 137,15 (C,); 131,75 (C,,); 131,70 (C,); 130,62
(C,eC,): 129,83 (C, eC,); 128,83 (C,)

AE: C: 46,44 % (46,54 %_, ); H: 2,97 % (2,60 %_, ); N:
13,48 % (13,57%_)-

15°

5-nitro-2-tiofilideno-3,4-diclorobenzidrazida (3)
(C,,H,O,N,SCl)) Sélido amorfo laranja escuro. Rendi-
mento: 98%; F.f.: 222,1 -225,5°C

IV (KBr): v (cm™) 3360 (v, ,); 3185 (v ,); 1640 (v__);
1595 € 1497 (v _.); 1564 (8 ,); 1526 (v _,,..)s 1332
(Vo i )i 1069 (Vi ); 742 (8 ,); 673 (Vo)

RMN 'H: 6 12,30 (s, 1H, H,); 8,58 (s, 1H, H,); 8,14 (d,
1H,H,,/=4,18 Hz); 7,80 (d,2H,H,, e H ., J= 8,12 Hz);
7,79-7,81 (m, 1H, H ,), 7,56 (d, 1H, H,, /= 4,18 Hz).
RMN BC: 8 161,98 (C,); 151,93 (C,); 147,16 (C,); 142,73
(C,,);135,82e131,88(C,eC,); 134,04(C)); 132,35 (C,);
131,37 ¢ 130,98 (C,, ¢ C,,); 130,46 (C,); 128,97 (C)).
AE: C: 40,01 % (39,79 %, ); H: 2,62 % (1,95 %_,,.); N:
11,82 % (11,60 %, ).

5-nitro-2-tiofilideno-4-iodobenzidrazida (4)
(C,,H,O,N,SI) Solido amorfo amarelo escuro. Rendimen-
to: 95%; F.f.: 276,5-277,9 °C

IV (KBr): v (cm™) 3160 (v ,); 3025 (v ,); 1643 (v
1590 e 1495 (v_); 1557 (8 ,)); 1530 (Vg sesim.
(Vo i )s 1005 (v )3 728 (8.,); 680 (V)
RMN 'H: 6 12,15 (s, 1H, H,); 8,67 (s, 1H, H,); 8,14 (d, 1H,
H,,J=423Hz); 7,94 (d,2H, H, e H ,, J= 8,20 Hz); 7,69
(d,2H,H,eH ,,J=8,20Hz); 7,60 (d, 1H, H,,/=4,23 Hz).
RMN "C: 6 162,70 (C,); 146,50 (C,); 146,48 (C,,);
141,45 (C,); 137,36 (C,); 130,51 (C,,e C,); 129,94 (C,);
129,53 (C, e C,)); 126,01 (C)); 125,05 (C)).

AE: C: 36,03 % (35,92 %, ); H: 1,92 % (2,01% . ); N:
10,42 % (10,47 %, )-

o)’

); 1320

5-nitro-2-tiofilideno-4-bromobenzidrazida (5)
(C,,H,O,N.SBr) Sélido amorfo amarelo escuro. Rendi-
mento: 92%; F.f.: 274,4 - 276,5 °C

IV (KBr): v (cm™) 3345 (v ,); 3160 (v ); 1653 (v_.);
1602 e 1490 (v._.); 1554 (8 ,); 1528 (V... ): 1333
(Vo i )s 1037 (Vi) 812 (8.,); 630 (V).

RMN 'H: 6 12,10 (s, 1H, H,); 8,58 (s, 1H, H,); 8,00 (d, 1H,
H,,J=4,22 Hz); 7,81 (d,2H, H, e H , /= 8,20 Hz); 7,67
(d,2H,H,eH,,,J=8,20Hz); 7,56 (d, 1H, H,,J=4,22 Hz).
RMN "C: 8 163,30 (C)); 151,81 (C)); 147,41 (C,); 142,35
(C,,);132,65(C,eC,,); 131,40 (C)); 130,69 (C, ); 129,58
(C, eC,); 126,88 (C,); 126,29 (C,).
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AE: C: 41,12 % (40,69 %,_, ); H: 2,23 % (2,28 %_, ); N:
12,42 % (11,86 %, ).

5-nitro-2-tiofilideno-4-propilbenzidrazida (6)
(C,;H,,O,N,S) S¢lido amorfo amarelo escuro. Rendimen-
to: 93%; F.f.: 200,5 - 201,6 °C

IV (KBr): v (cm™) 3210 (v ,)); 3110 (v )); 1650 (v_.);
1611 e 1509 (v._.); 1556 (8, ); 1534 (v, ,..); 1466
(Oyp)s 1375 (8,5); 1341 (Vi )s 814 (8.,); 690 (V).
RMN 'H: § 12,14 (s, 1H, H,); 8,65 (s, 1H, H,); 8,08 (d,
1H,H,,/=4,29 Hz); 7,80 (d, 2H, H e H ,, /= 8,04 Hz);
7,52(d, 1H, H,,J=4,29 Hz); 7,32 (d,2H,H, e H,,, J =
8,04 Hz); 2,59 (t, 2H, CH,,J=7,30 Hz); 1,60 (sexteto, 2H,
CH,, J= 17,30 Hz); 0,87 (t, 3H, CH,, J= 7,30 Hz).

RMN "C: 163,32 (C,); 150,76 (C,); 140,85 (C.); 146,90
(C); 146,83 (C,,); 130,48 (C,e C ,); 129,49 (C, ); 128,49
(C,,eC,); 127,81 (C)) ; 125,48 (C,); 64,25 (CH,); 25,89
(CH,); 10,28 (CH,).

AE: C: 57,10 % (56,77 %, ); H: 4,90 % (4,76 %_,,.);
N: 13,33 % (13,24 %, ).

5-nitro-2-tiofilideno-4-isopropilbenzidrazida (7)
(C,;H,;O,N,S) Solido amorfo amarelo escuro. Rendimen-
to: 90%; F.f.: 251,3 - 252,7 °C

IV (KBr): v (cm™) 3270 (v ,,); 3080 (v ); 1652 (v _.);
1605 e 1495 (v_.); 1566 (8, ,); 1524 (v ,,..); 1381
(Bcis)s 1331 (Vg in)s 708 ()5 670 (V).

RMN 'H: 6 12,08 (s, 1H, H,); 8,59 (s, 1H, H,); 8,04 (d,
1H,H,,J=4,32 Hz); 7,75 (d, 2H, H e H ,,J= 8,12 Hz);
7,32 (d,2H,H,eH ,,J=8,12Hz); 7,49 (d, 1H, H,, J =
4,32 Hz); 2,88 (septeto, 1H, CH, J=6,87 Hz); 1,14 (d, 6H,
2CH,, J = 6,87 Hz).

RMN BC: 8 164,15 (C,); 153,80 (C,); 151,62 (C,); 147,73
(C,); 141,76 (C,); 131,39 (C,); 131,31 (C, e C ,); 130,40
(C,,eC,); 128,76 (C,); 127,36 (C,); 34,32 (CH); 24,45
(2CH,).

AE: C: 57,02 % (56,77 %, ); H: 4,81 % (4,76 %_,.); N:
13,29 % (13,24 %)

5-nitro-2-tiofilideno-4-propoxibenzidrazida (8)
(C,;H,,O,N;S) S¢lido amorfo amarelo escuro. Rendimen-
to: 93%; F.f.: 195,7-197,2 °C

IV (KBr): v (cm™) 3290 (v, ,)); 3105 (v ); 1659 (v__.);
1607 € 1507 (v._); 1571 (8, ); 1528 (v, ,..); 1470
(8)s 1391 (8,,); 1337 (v ); 1256 (v,); 729 (8.,)s
680 (V).

RMN 'H: § 12,12 (s, 1H, H,); 8,67 (s, 1H, H,); 8,13 (d,
1H,H,, /=429 Hz); 7,90 (d, 2H, H e H ,, /= 8,54 Hz);
7,07(d,2H,H,eH ,,J=8,54 Hz); 7,56 (d, 1H, H,, J =
4,29 Hz); 4,02 (t, 2H, CH,, J= 6,94 Hz); 1,76 (sexteto, 2H,
CH,, J= 6,94 Hz); 0,99 (t, 3H, CH,, J= 6,94 Hz).

CH3 N=0 sim.
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RMN C: § 161,80 (C,); 150,67 (C,); 147,04 (C,); 140,50
(C,,); 130,60 (C,); 129,80 (C, ); 129,41 (C e C ,); 124,63
(C, e C,.); 124,58 (C,); 114,25 (C,); 69,28 (CH,); 21,95
(CH,); 10,35 (CH,).

AE: C: 52,08 % (53,04 %_, ); H: 4,60 % (4,54 %_, ); N:
12,31 % (12,60 %_, ).

5-nitro-2-tiofilideno-4-butoxibenzidrazida (9)
(C,,H,,ON,S) Sélido amorfo amarelo escuro. Rendimen-
to: 97%; F.f. 200,5 - 201,6 °C

IV (KBr): v (cm™) 3360 (v, ,)); 3075 (v ,); 1643 (v_.);
1607 e 1507 (v_.); 1570 (8,)); 1529 (v, ,..); 1466
(8 1384 (8,,); 1339 (v ); 1256 (v )); 729 (8.
679 (V)

RMN 'H: 6 12,08 (s, 1H, H,); 8,64 (s, 1H, H,); 8,11 (d,
1H,H,,/=4,18 Hz); 7,87 (d, 2H, H e H ,J= 8,39 Hz);
7,04 (d,2H,H,e H ,J=38,39 Hz); 7,54 (d, 1H, H,, J =
4,18 Hz); 4,03 (t, 2H, CH,, J = 6,80 Hz); 1,70 (quinteto,
2H, CH,, J = 6,80 Hz); 1,40 (sexteto, 2H, CH,, J = 6,80
Hz); 0,92 (t, 3H, CH,, J = 6,80 Hz).

RMN "C: 8 161,79 (C,); 150,65 (C,); 147,03 (C,); 140,46
(C,,); 130,58 (C,); 129,76 (C,); 129,56 (C,,); 129,40
(C,eC ;124,62 (C e C, )); 114,24 (C,); 67,51 (CH,);
30,61 (CH,); 18,69 (CH,); 13,69 (CH,).

AE: C: 56,09 % (55,32 %, ); H: 5,16 % (4,93 %
11,57 % (11,50 %_, ).

CH3 N=0 sim.

); N:

calc.

5-nitro-2-tiofilideno-4-butilaminobenzidrazida (10)
(C,(H,O,N.S) Solido amorfo vermelho escuro. Rendi-
mento: 93%; F.f.: 249.1 - 250,9 °C

IV (KBr): v (cm™) 3350 (v ,)); 3020 (v ,); 1657 (v._,);
1598 € 1474 (v_); 1571 (8,); 1542 (v, )s 1453
(Bcin)s 1373 (8,,.); 1340 (Vi )s 729 (8. ,); 645 (V.o)-
RMN 'H: § 11,86 (s, 1H, H,); 8,63 (s, 1H, H,); 8,11 (d,
1H,H,,J=4,35Hz);7,72 (d, 2H,H e H ,,J= 7,50 Hz);
6,60 (d, 2H,H ,e H ,,J=7,50Hz); 7,51 (d, 1H, H,, J =
4,35 Hz); 6,41 (t, 1H, NH, J = 5,22 Hz), 3,07 (duplo
dupleto, 2H, CH,, J= 6,91 Hz, J’ = 5,22 Hz); 1,54 (quin-
teto, 2H, CH,, /= 6,91 Hz); 1,39 (sexteto, 2H, CH,, J =
6,91 Hz); 0,91 (t, 3H, CH,, /= 6,91 Hz).

RMN BC: 8 164,18 (C,); 153,18 (C,); 151,16 (C,); 148,47
(C,,); 139,86 (C)); 131,43 (C,); 130,52 (C,,e C )); 129,62
(C,,eC,); 126,29 (C)); 119,18 (C,); 42,87 (CH,); 31,50
(CH,); 20,63 (CH,); 14,64 (CH,).

AE: C: 52,85 % (52,74 %,,,.); H: 4,69 % (4,98 %
15,47 % (15,37 %)

); N:

calc.

5-nitro-2-tiofilideno-4-butilbenzidrazida (11)
(C,,H,,O,N,S) Sélido amorfo amarelo escuro. Rendimen-
to: 98%; F.f.: 175,8 - 179,2 °C

IV (KBr): v (cm™) 3250 (v ,,); 3110 (v ,); 1652 (v

o)’
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1610 e 1490 (v._); 1557 (8, ,); 1534 (v, ... ); 1465
(Bcin)s 1393 (8.,,.): 1339 (Vg i) 729 (8.)); 656 (Vo)
RMN 'H: § 12,18 (s, 1H, H,); 8,67 (s, 1H, H,); 8,14 (d,
1H,H,,/=4,27Hz); 7,83 (d,2H,H e H ,,J=7,90 Hz);
7,36 (d,2H,H,eH ,J=7,90 Hz); 7,58 (d, 1H, H,, J =
4,27 Hz); 2,65 (t, 2H, CH,, J = 7,63 Hz); 1,57 (quinteto,
2H, CH,, J = 17,63 Hz); 1,32 (sexteto, 2H, CH,, J= 7,63
Hz), 0,90 (t, 3H, CH,, /= 7,63 Hz).

RMN "C: 163,03 (C,)); 151,61 (C,); 147,92 (C,); 147,73
(C,,); 141,71 (C,); 131,41 (C,); 131,12 (C ,e C ); 130,43
(C,,eC,)); 129,33 (C)); 128,67 (C,); 35,56 (CH,); 33,69
(CH,); 22,59 (CH,); 14,61(CH,).

AE: C: 58,32 % (57,99 %, ); H: 5,30 % (5,17 %, ); N:
12,77 % (12,07 %, )-

5-nitro-2-tiofilideno-4-etilbenzidrazida (12)
(C,,H,,0,N,S) Solido amorfo amarelo escuro. Rendimen-
to: 94%:; F.f.: 207,2 - 208,5 °C

IV (KBr): v (cm™) 3310 (v ,); 3105 (v ,); 1649 (v_);
1611 e 1503 (v._.); 1567 (8, ,); 1544 (v
14652 (5., )); 1376 (3..,...); 1342 (v
(V).

RMN 'H: 6 12,19 (s, 1H, H,); 8,68 (s, 1H, H ); 8,13 (d,
1H,H,,/=4,30 Hz); 7,84 (d, 2H, H e H ,,J= 7,80 Hz);
7,38 (d,2H,H,eH ,J=7,80Hz); 7,58 (d, 1H,H,,J =
4,30 Hz); 2,50 (quarteto, 2H, CH,, J= 7,54 Hz); 1,21 (t,
3H, CH,,J=17,54 Hz).

RMN "C: 8 164,09 (C)); 151,61 (C,); 149,30(C,); 147,72
(C,,); 141,76 (C,); 131,42 (C,); 131,11 (C e C,,); 130,44
(C,,eC,)); 128,82 (C,); 126,30 (C,); 28,97 (CH,); 16,19
(CH,).

AE: C: 53,01 % (52,33 %_, ); H: 4,14 % (4,08 %, ); N:
13,95 % (13,08 %)

N=0O ass4);

); 730 (8,); 660

CH2 CH3 N=0 sim.

5-nitro-2-tiofilideno-4-vinilbenzidrazida (13)
(C,,H,,O,N,S) Solido amorfo amarelo escuro. Rendimen-
to: 90%; F.f.: 202,1 - 204 °C

IV (KBr): v (cm™) 3300 (v ,); 3105 (v ,); 1658 (V_,);
1608 e 1496 (v._); 1573 (8,,); 1529 (v, ,..); 1328
(Vaeosim)> 1003 €903 (8., )5 729 (8.,); 655 (V. o)-
RMN 'H: § 12,18 (s, 1H, H,); 8,65 (s, 1H, H,); 8,10 (d,
1H,H,,J=4,24 Hz); 7,85 (d,2H, H, e H ,,J=7,63 Hz);
7,60 (d,2H,H e H ,,J=7,64 Hz); 7,54 (d, 1H,H,, J =
4,24 Hz); 6,77 (dd, 1H,H, ,J,,= 10,95 Hz, J, . =6,70

A Y 4B AC
Hz); 5,91 (d, 1H, H,, J,.= 1,70 Hz); 5,37 (d, 1H, H_, J,

B> Y BC
= 1,70 Hz).
(B)H R
— Representacao dos
(C)H H(A) hidro g~énios
vinilicos

RMN “C: § 161,62 (C,); 147,63 (C,); 142,01 (C,); 141,59
(C,,): 136,66 (C,); 136,01 (CH); 131,42 (C,); 130,55 (C,,
eC,,);129,03(C, eC,); 127,08 (C,); 126,29 (C,), 117,76
(CH,).

AE: C: 52,87 % (52,66 %, ); H: 3,60 % (3,47 %
13,31 % (13,16 %_,.).

); N:

calc.

S-nitro-2-tiofilideno-4-acetilbenzidrazida (14)
(C,,H,,O,N;S) Solido amorfo amarelo escuro. Rendimen-
to: 90%; F.f.: 228,1 - 233 °C

IV (KBr): v (cm™) 3355 (v ,)); 3095 (v ,); 1676 (v_.);
1607 e 1494 (v._.); 1584 (8 ,); 1522 (v, ,.)s 1329
(Vaco i )s 727 (8.3 672 (V. )-

RMN 'H: 6 12,29 (s, 1H, H,); 8,60 (s, 1H, H,); 7,92 (d,
1H,H,,J/=4,20 Hz); 7,76-7,67 (m,4H,H, ,H ,H ,e H );
3,26 (s, 3H, CH,).

RMN "C: 6 163,45 (C); 158,20 (C=0); 153,18 (C));
147,34 (C,); 144,63 (C,); 142,61 (C,); 135,44 (C,));
131,34 (C,e C,)); 130,81 (C, e C,)); 129,92 (C,); 128,93
(C,)); 27,86 (CH,).

AE: C: 53,97 % (52,99 %, ); H: 3,83 % (3,49 %_,,.); N:
14,12 % (13,24 %, ).

112 77122

Ensaios microbioldgicos

Determinou-se a concentragdo inibitoria minima,
CIM, frente a cepa padrdo de Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) dos quatorze compostos obtidos (1 a 14)
seguindo metodologia de macrodilui¢do sucessiva
adaptada por Tavares e colaboradores (Tavares, Penna,
Amaral, 1997). A cepa em questdo foi gentilmente ce-
dida pela Profa. Dra. Thereza Christina Vessoni-Penna
do Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farma-
céutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sdo Paulo.

Para a avaliagdo precisa da eficacia dos compostos
sintetizados frente a cepa multi-resistente de
Staphylococcus aureus (3SP/R33) adotou-se a mesma
técnica utilizada na realizacio do ensaio microbioldgico
frente a cepa padrio.

A cepamulti-resistente (3SP/R33) utilizada neste estu-
do foi coletada de pacientes hospitalizados do Estado de Sao
Paulo e encontra-se estocada no Laboratdrio Referéncia
Nacional em Fagotipagem de Staphylococcus aureus no
Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da FCF-
USP, sob coordenag¢ao da Profa. Dra. Elsa Masae Mamizuka.
Aescolha desta cepa se deve ao fato de ela apresentar
resisténcia a dezenove antibidticos utilizados na terapéutica
atual para o tratamento de infec¢des causadas por este género
de bactéria, com sensibilidade apenas a vancomicina (Olivei-
raetal.,2001) (Tabela I).
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TABELA I - Espectro de multi-resisténcia da cepa 3SP/R33 de Staphylococcus aureus utilizada na avaliagdo da atividade

antimicrobiana de 5-nitro-2-tiofilidenobenzidrazidas *

ANTIMICROBIANO RESISTENCIA ANTIMICROBIANO RESISTENCIA
Amoxicilina/Acido clavulanico () Gentamicina (+)
Ampicilina (+) Imipenem (+)
Cefazolina +) Nitrofurantoina (+)
Cefotaxima +) Norfloxacino &)
Cefalotina ) Oxacilina +)
Ciprofloxacino G Penicilina (+)
Clindamicina () Rifampicina +)
Eritromicina ) Trimetoprima/Sulfametoxazol )
Vancomicina ()

Nota: (+) = ocorréncia de resisténcia; (-) =ndo ocorréncia de resisténcia

Microrganismos. Staphylococcus aureus: cepas
ATCC 25923 (padrao) e 3SP/R33 (multi-resistente) (Oli-
veira et al., 2001).

Concentragdo inibitoria minima. A determinagio da
concentra¢do inibitoria minima, CIM, dos compostos ob-
tidos envolveu duas fases. Na primeira etapa, fase I, deter-
minou-se de forma quantitativa a atividade antimicrobiana
dos compostos obtidos, utilizando método classico de
macrodiluicdo sucessiva em tubos (Tavares, 1993;
Collins, 1995). Na segunda etapa, fase II, utilizou-se
metodologia adaptada por Tavares e colaboradores
(Tavares, Penna, Amaral, 1997) com o propésito de inten-
sificar a sensibilidade do ensaio.

Concentragdo bactericida minima. A partir dos
resultados obtidos na determinacdo da concentra¢ido
inibitéria minima, CIM, por aplicagdo do método de
macrodilui¢do sucessiva, foram selecionados os tubos
que continham solu¢des em que ndo havia se detectado
crescimento do microrganismo teste e realizou-se a de-
terminacdo da concentracdo bactericida minima, CBM,
seguindo metodologia descrita por Kirby-Bauer (Bauer
et al., 1966). As leituras de inibi¢do/crescimento
microbiano foram realizadas apds 24 horas de incuba-
¢do a 35 °C. Considerou-se como compostos com ativi-
dade bactericida aqueles em que se detectou o cresci-
mento de até 10 unidades formadoras de colonia (UFC)
(Bauer et al., 1966), ressaltando que acima deste valor
foi atribuida apenas atividade bacteriostatica aos com-
postos testados.

Indculo. Procedeu-se a lavagem das colonias de trés
tubos com culturas de 24 horas de Staphylococcus aureus em
PCA inclinado, com por¢des equivalentes a 5,0 mL de solu-
cao salina a 0,85% para cada tubo. Transferiram-se as suspen-
sOes obtidas para frasco contendo pérolas de vidro e barra

magnética. Manteve-se a suspensao sob agitagdo constante
por 30 minutos para homogeneizag¢do do meio. Transferiu-se
1,0 mL desta suspensdo para frasco contendo 99,0 mL de
solugdo salina, pérolas de vidro e barra magnética, obtendo-
se suspensdo de 1,0 x 102 UFC/mL em relagdo a suspenso
inicial. Manteve-se esta segunda suspensio sob agitacio
constante por 15 minutos. Repetiu-se este mesmo procedi-
mento para a suspenso seguinte, obtendo-se concentragdo
equivalente a 1,0 X 10* UFC/mL. Por fim, transferiu-se
1,0 mL da suspensdo anterior de 1,0 x 10 UFC/mL para
frasco contendo 99,0 mL de TSB (7inptic Soy Broth, Merck),
pérolas de vidro e barra magnética, gerando indculo de 0,5 na
escala Mc Farland, utilizado na realizagio do ensaio.

Amostras. Para cada substancia a ser testada, pre-
pararam-se 10,0 mL de solu¢éo do antimicrobiano com
concentracdo equivalente a 1,8 X 103 M em DMSO,
para compostos mais hidrossoluveis, e, alternativamen-
te, em DMSO e alcool etilico (co-solvente), na propor-
¢dode 1:1 (v/v), para os compostos mais lipossoluveis.
Foram transferidos 5,0 mL desta solucio para frasco
contendo 5,0 mL de TSB, de forma a originar solugio
de concentragdo equivalente a 0,9 X 10-*M, posterior-
mente empregada na execucdo do ensaio.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Sintese das 5-nitro-2-tiofilidenobenzidrazidas

As 5-nitro-2-tiofilidenobenzidrazidas foram obtidas
em trés etapas, a saber: obtengio de benzoatos de metila
a partir de acidos benzoicos, obten¢do de benzidrazidas a
partir de benzoatos de metila e obtengdo de bases de Schiff
a partir de benzidrazidas e do 5-nitro-2-tiofenocarboxal-
deido (Figura 2).
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0] (0] (0]
OH " He, CH,0H OCHs N, b=t
R; < R: R;
R, R,
X /s\ NO, H

1 R1=H, R2=H 8 R1=OC3H7, R2=H H
2 R1=C|, R2=H 9 R1=OCH4H9, R2=H
3 R=Cl, R;=Cl 10 R4=NHC4Hq, R2=H
4 R1=|, R2=H 11 R1=n-C4Hg, R2=H
5 Ry=Br, R,=H 12 R1=CzH5, R,=H

6 R1=n-C3H7, R2=H
7 R1=i-C3H7, R2=H

13 Ri=CH=CH,, R;=H
14 Ri=COCHjs, R,=H

FIGURA 2 - Rota de sintese para a obteng@o das 5-nitro-2-tiofilidenobenzidrazidas.

A sintese dos derivados em estudo se mostrou sim-
ples, pratica e com rendimentos satisfatorios, fator essen-
cial em uma abordagem de quimica medicinal na qual é
primordial a facilidade de sintese de grande numero de
analogos. A esterificagdo classica de Fisher (Carey,
2000; Solomons, 2000), uma reagdo de condensagio de
carater reversivel, apresentou rendimentos satisfatorios,
em torno de 90%. Observou-se na reacdo de amondlise
(Carey, 2000; Solomons, 2000), segunda etapa da sintese
total, rendimentos consideravelmente menores devido,
primeiramente, as diferentes reatividades dos ésteres, por
influéncia dos grupos substituintes, como também pela
dificuldade de cristalizagdo ¢ alta solubilidade em agua
dos sélidos obtidos. A formacao de bases de Schiff, ulti-
ma etapa da rota sintética utilizada foi realizada com
sucesso (rendimentos de 95%). Trata-se de uma reagéo
de adi¢do nucleofilica (Carey, 2000; Solomons, 2000)
catalisada por acido. Inicialmente, em decorréncia do pH
do meio, ocorre a protonagdo do oxigénio carbonilico do
grupamento aldeido tornando-o suscetivel ao ataque
nucleofilico. A reacdo se completa com o ataque do gru-
po amina primaria da benzidrazida ao centro deficiente
em elétrons e subsequente liberacdo de dgua. Nesta rea-
¢do, o meio deve estar suficientemente acido para que
ocorra a protonacdo de fracdo apreciavel do composto
carbonilico, sem, no entanto, permitir decréscimo acen-
tuado da concentracdo do composto nitrogenado livre.
Define-se, portanto, a basicidade da amina e a reativi-
dade da substancia carbonilica como as principais con-
di¢des envolvidas na determinagdo da velocidade desta
reagdo (Carey, 2000; Solomons, 2000).

Avaliacao da atividade antimicrobiana dos compostos
obtidos

1. Staphylococcus aureus: cepa ATCC 25923

Testes de toxicidade de solvente (DMSO) e co-
solvente (alcool etilico) mostraram que o alcool etilico
isolado, nas propor¢des que foram utilizadas nos ensaios,
ndo causou qualquer influéncia no crescimento do micror-
ganismo, ja a mistura alcool etilico/DMSO (1:1, v/v) apre-
sentou interferéncia sobre o crescimento microbiano em
concentrag¢des acima de 25%, confirmando os estudos de
toxicidade do DMSO isolado, previamente realizados por
Tavares e colaboradores (Tavares, Penna, Amaral, 1997).
Apresentam-se, na tabela II, as concentracdes inibitorias
minimas, CIM, das 5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas
frente a cepa ATCC 25923 de Staphylococcus aureus.

Comparando a atividade antimicrobiana dos compos-
tos sintetizados em relagio a nifuroxazida e a nitrofurantoina
frente a cepa padrio (tabela II) observou-se que todos os
derivados mostraram-se mais ativos que a nitrofurantoina,
enquanto que os compostos p-Cl (2), m,p-Cl, (3), p-Br (5)
¢ p-COCH, (14) mostraram-se consideravelmente mais ati-
vos que a nifuroxazida. Entre os compostos sintetizados,
identificados e testados frente a cepa ATCC 25923 de
Staphylococcus aureus constatou-se que a S-nitro-2-
tiofilideno-4-acetilbenzidrazida (14) é o composto mais ati-
vo (CIM =0,14 pg/mL), enquanto que a S-nitro-2-
tiofilideno-4-butilbenzidrazida (11) é o composto de mais
baixa atividade (CIM = 13,50 pug/mL). Ressalta-se ainda, que
todos os compostos testados apresentaram valores de concen-
tragdo inibitoria minima em regio com concentragio de
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TABELA 1l - Concentragao inibitéria minima, CIM, de 5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas frente a cepa ATCC 25923

de Staphylococcus aureus '

1 N N/ s~ TNO,
R; H
CIM (pg/mL)* CIM Poténcia

Ne R, R, Fase I Fase I uM  Log (1/CIM)
1 H H 7,81 -3,90 <4,59 <16,67 <-1,22
2 Cl H 2,18-1,09 <1,71 <5,52 <-0,74
3 Cl Cl 0,63 -1,27 <0,76 <221 <-0,34
4 I H 11,10 -5,55 <5,62 <14,01 <-1,15
5 Br H 1,25 - 0,63 <0,75 <2,12 <-0,32
6 n-C.H, H 14,50 -7,25 <11,60 <36,55 <-1,56
7 i-C,H, H 10,04 -5,02  <9,06 <28,55 <-1,46
8 OC,H, ** H <8,10 <2429  <-138
9 OC H, H 20,62-1031 <12,30 <3541  <-155
10 NHC,H, H 12,45 -6,22 <775 <2237 <-1,35
11 n-C,H, H 25,40-12,70 <13,50 <40,74 <-1,61
12 C,H, H 11,60 - 5,80 <6,75 <2225 <-1,35
13 CH=CH, H 6,75-3,38 <472 < 15,66 <-1,19
14 COCH, H 0,22 -0,11 <0,14 <0,44 <0,36
nitrofurantoina 16,00 1 —
nifuroxazida 3,60™ —

Notas: * Leituras de inibi¢do/crescimento realizadas apds 18 horas de incubagao a 35 °C; ** CIM ndo determinada na
fase I devido a insolubilidade do derivado nas concentragdes requeridas no ensaio; ' Masunari et al., 2003; ' Jones et

al., 1993; ™ Tavares, Penna, Amaral, 1997.

DMSO muito abaixo de seu limite critico, permitindo atribuir
a inibi¢do do crescimento microbiano apenas a atividade
antibacteriana inerente aos compostos em estudo.

2. Staphylococcus aureus. cepa 3SP/R33

Entre os compostos avaliados frente a cepa multi-
resistente de Staphylococcus aureus (resultados apresen-
tados na tabela III), constatou-se, em concordancia com os
resultados obtidos frente a cepa padrdo, que a 5-nitro-
2-tiofilideno-4-acetilbenzidrazida (14) se mostrou como
o derivado mais ativo (CIM =0,22 - 0,11 pg/mL) enquan-
to que a S-nitro-2-tiofilideno-4-butilbenzidrazida (11),
com CIM = 25,40 - 12,70 pg/mL, se apresentou como o
composto de mais baixa atividade.

O composto S-nitro-2-tiofilideno-4-butilbenzidrazida
(11), com valor de CIM na faixa de 25,40-12,70 pg/mL, ndo
apresentou atividade bactericida mesmo em concentragdo
equivalente a 50,80 pug/mL, valor correspondente aos limites
de solubilidade impostos pelo ensaio. Em outras palavras,
devido a alta hidrofobicidade do composto citado, a concen-

tragdo maxima obtida durante a realizagdo do teste sem que
houvesse precipitacdo da amostra no meio de cultura foi equi-
valente a 50,80 pg/mL. Observou-se a mesma limitagdo para
o0s compostos substituidos com 7-C,H, (6), i-C,H_ (7), 1 (4),
OC,H, (11),NHC H,(10), »-C H (11) e CH,(12)devido a0
elevado carater lipofilico. A 5-nitro-2-tiofilideno-
benzidrazida (1), com CIM = 7,81-3,90 ug/mL, apresentou
atividade bactericida em concentracao relativamente eleva-
da (CBM = 125 pg/mL) se comparada a atividade
bactericida constatada para os compostos p-Cl (2) (CBM=
4,37 - 2,18 mg/mL), p-COCH, (14) (CBM=0,22 - 0,11 pg/
mL), p-Br (5) (CBM = 1,25 - 0,63 ug/mL) e m,p-Cl, (3)
(CBM=0,63 - 1,27 ug/mL), nos quais os valores de CBM sdo
o dobro (2 e 14) ou equivalentes (3 ¢ 5) a CIM determinada
pelo método de macrodilui¢do sucessiva.

As informacgdes obtidas experimentalmente (tabe-
la III), sugerem que o derivado néo substituido (1) apre-
senta primordialmente atividade bacteriostatica, ja que
o valor de CBM determinado ¢ muito maior que o de
CIM. Por outro lado, os derivados p-Br (5), p-Cl1 (2),
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TABELA 111 - Concentragdes inibitdria e bactericida minimas de 5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas frente a cepa 3SP/

R33* de Staphylococcus aureus '

e
e
Iz @)

—N

/H)—E\>\NO

2

Ne R, R, CIM (ng/mL) CBM (pg/mL)
1 H H 7,81-3,90 >125,00
2 Cl H 2,18-1,09 4,37-2,18
3 Cl Cl 0,63-1,27 0,63-1,27
4 I H 11,10- 5,55 > 88,80 **
5 Br H 1,25-0,63 1,25-0,63
6 n-C.H, H 14,50-7,25 >29,00%*
7 i-C.H, H 10,04-5,02 >40,16 **
8 OC.H, H — —kkk

9 OC,H, H 20,62-10,31 > 41,24 **
10 NHC H, H 12,45-6,22 > 49,80 **
11 n-C H, H 25,40-12,70 > 50,80 **
12 C,H, H 11,60-5,80 > 02 80 **
13 CH=CH, H 6,75-3,38 > 54,00 **
14 COCH, H 0,22-0,11 0,44-0,22

I'Masunari et al., 2003; * cepa multi-resistente de S.aureus, coletada de pacientes hospitalizados e estocada no
Laboratorio Referéncia Nacional em Fagotipagem de S.aureus da FCF/USP; ** compostos que ndo apresentaram
atividade bactericida nas condi¢des de solubilidade permitidas pelo ensaio; *** CIM e CBM ndo determinadas devido
a insolubilidade do composto nas concentragdes requeridas para o teste

m,p-Cl, (3) e p-COCH, (14), exibiram excelente ativida-
de bacteriostatica e exerceram efeito bactericida em
concentragdes significativamente baixas, mostrando
serem os derivados mais potentes entre os compostos
estudados neste trabalho.

Ressalta-se que a excelente atividade bactericida
constatada para a maioria dos andlogos em estudo sinali-
za a importancia de realizagdo de estudos mais
aprofundados desta série de compostos que tem mostrado
ser muito promissora na identificacéo de alternativas vi-
aveis para o tratamento de infec¢des causadas por
Staphylococcus aureus com carater de multi-resisténcia.

CONCLUSAO

Foram sintetizados, neste trabalho, quatorze deri-
vados 5-nitro-2-tiofilidénicos que foram testados frente
as cepas padrdo e multi-resistente de Staphylococcus
aureus. Constatou-se como composto mais ativo da sé-
rie a 5-nitro-2-tiofilideno-4-acetilbenzidrazida (14),
enquanto que o composto de mais baixa atividade foi a
S-nitro-2-tiofilideno-4-butilbenzidrazida (11). Os re-

sultados obtidos para a cepa multi-resistente mostra-
ram-se compativeis com os determinados para a cepa
padréo, sugerindo que a cepa de Staphylococcus aureus
com carater de multi-resisténcia utilizada, ainda nio
dispde de mecanismos de detoxificagdo para os com-
postos estudados neste trabalho.

ABSTRACT

Synthesis and determination of antimicrobial activity
of S-nitro-2-thiophylidene derivatives against MRSA

Infection diseases caused by methicillin-resistant
Staphylococcus aureus have been an increasing problem
worldwide presenting significant morbidity and mortality
rates. Thus, fourteen benzoic acid [(5-nitro-thiophen-2-yl)-
methylene]-hydrazides were designed, synthesized and tested
against standard (ATCC 25923) and multidrug-resistant
strains of Staphylococcus aureus. A/l compounds exhibited
significant bacteriostatic activity and, in such cases, also
bactericidal activity, especially the p-COCH, derivative with
MIC = 0.14 mg/mL. The results have demonstrated the
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potential of synthesized compounds as alternative to the
development of selective antimicrobial agents.

UNITERMS: Staphylococcus aureus. Synthesis. MIC.
Nifuroxazide. Multidrug-Resistance.
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