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Resumo: Os derivados do 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona obtidos via reacdo de condensacgao
Knoevenagel representam uma importante e privilegiada classe de moléculas com distintas
propriedades farmacolégicas tais como: antibacteriana, anti-inflamatéria, antifungica, antiviral,
anticancerigena, antioxidante, anti-hipertensiva entre outras. Em detrimento da acgéo bioldgica
apresentada por esses derivados e, a multirresisténcia de bactérias e fungos a agdo dos farmacos de
uso clinico nos ultimos anos, o interesse em torno da sintese e avaliagdo antimicrobiana do 5-
arilideno-tiazolidina-2,4-diona aumentou consideravelmente. Diante do exposto o presente trabalho
objetivou avaliar o potencial antimicrobiano e assim determinar a Concentragdo Minima Inibitéria
(CMI) e Concentragdo Minima Bactericida (CMB) de dez distintas moléculas derivadas do 5-arilideno-
tiazolidina-2,4-diona contra a cepa Gram positiva Staphylococcus aureus ATCC 29213. Os dados
apresentados pelos compostos demonstraram o potencial antibacteriano dos compostos 3f com CMI
de 62,5 ug.mL'1 e 3j com CMI de 31,25 pg.mL'1, ambos o0s compostos apresentaram CMB
>500ug.mL™" contra o microrganismo teste.

Palavras-chave: 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona. Concentragdo Minima Inibitéria. Concentragao
Minima Bactericida.

Introducgao

Nas ultimas décadas as tiazolidina-2,4-diona (TZD) anel de cinco membros
contendo dois heteroatomos, um atomo de enxofre posicdo 1 e um atomo de
nitrogénio na posicdo 3 e um grupo carbonila na posi¢cado 2 e 4 (Figura 1) tornaram
se alvo de pesquisadores, visto que seus derivados representam uma classe de
compostos de grande interesse cientifico, em decorréncia das suas propriedades
quimicas e biologicas, tais como: antibacteriana, antifungica, antiprotozoaria, anti-
retroviral, antiinflamatéria e analgésico, antitumoral, dentre outras (MACCARI et al,
2014; SANCHEZ et al., 2006).
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Figura 1. Nucleo da TZD.

Fonte. Adaptado de MACCARI et al 2014.

Dentre os derivados da TZD destaca-se os 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona
obtidos preferencialmente através da condensagdo Knoevenagel de aldeidos
aromaticos com a TZD (KUMAR et al., 2014; SINGH et al., 2012). Estas e outras
aplicacdes bioldgicas destes derivados tornam o interesse nestes derivados cada
vez maior (BOZDAG-DUNDAR et al., 2007; CANTELLO et al., 1994; LIESES et al.,
2010; SOUZA et al., 2005).

O aumento recorrente de infecgdes causadas por bactérias e fungos
multirresistentes aos muitos antibiéticos comercialmente disponiveis tem se tornado
uma preocupacao mundial, visto que esta tem sido a causa de milhdes de mortes no
mundo, este fato observado pode ser atribuido a mutagenicidade destes agentes
patdogenos, provocada pela administragdo de multiplos farmacos em pacientes
hospitalizados, e em pacientes imunocomprometidos com cancer, AIDS ou
transplantados (BROW, 2015; BLAIR et al., 2015).

Uma das analises antimicrobianos mais empregados para avaliar o potencial
microbiano de novos agentes é a Concentracao Inibitéria Minima (CIM), esse ensaio
se baseia na avaliagdo da atividade antimicrobiana através da determinagéo de uma
pequena quantidade de substancia capaz de inibir o crescimento do microrganismo
teste, este valor é definido como Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) (Penna et al.,
2001).

O teste de microdiluicdo gera uma economia de espag¢o, meios de cultura e
reagentes, possibilitando a determinagdo quantitativa da CMI, sendo possivel
realizar varias repeticdes e diversas diluigdes uniformes dos compostos de origem
sintéticos ou naturais (BONA et al., 2014).

Diante do exposto o presente trabalho objetivou sintetizar e purificar derivados
do 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona e submete-los a avaliagdo antimicrobiana e assim
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determinar a concentragdo minima inibitéria (CMI) e concentragdo minima

bactericida (CMB) contra bactérias Gram-positiva.

Material e Métodos

A sintese dos derivados de 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona foi previamente
realizada conforme esquema 1, em baldo de fundo redondo de 25 mL foram
adicionados 1 mmol de ureia, 1mmolde TZD e aldeido, a mistura reacional foi
mantida sob agitacdo constante durante o tempo de 2h a temperatura de 100°C.
Através da metodologia empregada obteve-se 10 diferentes compostos os quais
foram devidamente caracterizados por analises espectroscépicas: [V e RMN de 'H e
13C.

Esquema 1. Sintese dos derivados do 5-arilideno-tiazolidina-2,4-dionas.
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Os derivados do 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona foram entdo submetidos a
ensaio antimicrobiano. Foram utilizadas cepas-padrdo American Type Culture
Collection (ATCC) mantidas nos Laboratérios de Microbiologia da Universidade
Estadual de Goias (UEG). O Micro-organismo teste utilizado na determinag&o da
concentracdo minima inibitoria (CMI) foi A bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus (ATCC 29213).

Inicialmente procedeu-se o Preparo do caldo Mueller Hinton: Dissolveu-se 33g
de caldo MH em 1 litro de agua destilada. A mistura foi esterilizada a 121°C em 1

atm por 15 minutos.
Determinagao da concentragdo minima inibitéria (CMI)

Foram utilizadas placas de microdiluigao estéreis de 96 pocos de fundo U. Os
compostos foram solubilizadas em Dimetilsulfoxido (DMSO) 5% e, diluidos em caldo
MH de modo a obter as concentragdes de 500,00; 250,00; 125,00; 62,5,00; 31,2,00;
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15,62 € 7,81 pg.mL ™.

O mesmo procedimento foi utilizado para a determinacdo das CMIs do
antibiotico padréo efetivo cloranfenicol (Inlab) nas concentragbes de 64, 32, 16, 8, 4,
2 e 1 pg.mL'1 contra a bactéria Gram-positiva para validacdo de técnica.
Estabeleceu-se os controles positivos sendo um de viabilidade bacteriana e outro
com DMSO e os negativos o de esterilidade do meio e outro de esterilidade da
amostra. Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata.

Foram adicionados na microplaca 100 pL de caldo (MH) e 100 uyL dos
compostos nas concentragbes previamente preparadas. Posteriormente, 5uL do
in6culo foram depositados em todos os orificios da microplaca. A diluicdo final dos
indculos nos orificios ficou em torno de 5 x 10° UFC.mL™" . As microplacas foram
tampadas e mantidas em estufa a 35°C por 24 horas, apos esse tempo, foi realizada
a leitura visual e determinada a CMI dos compostos.

Determinou-se a CMI, como sendo a menor concentragdo do composto que
inibiu o crescimento bacteriano, onde foi possivel identificar a auséncia de

crescimento visivel do micro-organismo teste.
Determinagao da concentragcdo minima bactericida (CMB)

Os valores da CMB foram determinados a partir da coleta de uma aliquota de
100 uL dos pogos com auséncia de crescimento e semeados em placas contendo
agar nutriente, as quais foram incubadas a 35°C por 24 horas. A CMB foi
considerada como a menor concentragao dos compostos que propiciaram a inibigao
(morte) total de crescimento bacteriano, ou seja, sem crescimento visivel sobre o

agar.

Resultados e Discussao

A avaliacdo da concentragdo minima inibitoria (CMI) e concentragdo minima
bactericida (CMB) dos derivados do 5-arilideno-tiazolidina-2,4-dionas contra
Staphylococcus aureus ATCC 29213, estéo disposto na tabela 1.
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Tabela 1. Determinagdo da CMI e CMB dos derivados analisados:

codigo Composto CMI(ug.mL" CMB(ug.mL™)
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*Os valores da CMI e CMB sao dados em ug.mL™" . O Cloranfenicol apresentando CMI entre 2-16 ug.mL™" foi
utilizado como padréo para atividade anti-bacteriana.
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Em geral, a CMI variou entre 31,25 e 500 ug.mL" para a S. aureus ATCC
29213 a variagao das CMis indicam esta como sendo a bactéria suscetivel a agao
dos derivados do 5-arilideno-2,4-tiazolidinodionas.

Os testes evidenciaram que alguns derivados 5-arilideno-2,4-tiazolidinodionas
sintetizados apresentaram atividade antibacteriana, com destaque para os
compostos 3f com CMI de 62,5 ug.mL" e 3j com CMI de 31,25 pg.mL™", ambos
compostos apresentaram CMB >500ug.mL™", a agdo antimicrobiana de acordo com
os estudos realizados por Holetz e colaboradores (2002) prevé que os compostos
que apresentarem valores de CMI até 100 pg.mL" desempenham promissora
atividade antimicrobiana; CMI entre 100 e 500 ug.mL'1, apresentam atividade
antimicrobiana moderada e CMI entre 500 e 1.000 ug.mL'1, apresentam fraca
atividade, CMI acima de 1.000 pg.mL‘1, representa auséncia de atividade
antimicrobiana (HOLETZ et al., 2002).

Ja os compostos (3a-e, 3g-i) apresentaram uma menor atividade
antimicrobiana, os compostos (3a, 3d e 3g) apresentaram CMI de 125 pg.mL™, de
maneira geral, apresentaram discreta atividade microbiana. Os compostos 3c e 3h
apresentaram CMI >500 pg.mL™ contra S. aureus ATCC 29213.

Consideragodes Finais

‘

A metodologia empregada favoreceu a obtencao dos produtos de interesse e dessa
forma possibilitou a avaliagcdo do potencial antimicrobiano dos mesmos. Dois dos
derivados do 5-arilideno-2,4-tiazolidinodionas sendo eles 3f e 3j CMI 62,5 ug.mL™" e
3j com CMI de 31,25ug.mL™" e CMB>500 pg.mL™" apresentaram excelente atividade
antimicrobiana contra S. aureus ATCC 29213. Tais resultados denotam que estes
compostos s&o bactericida, ou seja, atuam inibindo o crescimento do microrganismo
teste. O método de determinacdo de CMI e CMB através da microdiluicdo em caldo

€ uma otima opgao para determinar a atividade antimicrobiana.
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