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RESUMO

O objetivo dessa pesquisa foi sintetizar e avaliar novas moléculas com rotas de sintese
especificas e com alvos diferentes dos atualmente utilizados nos antibiéticos do mercado que
s&o objeto de resisténcia bacteriana. E um estudo feito na Pequena Empresa Neguebe
Quimica & Biol6gica SA (parceria da Empresa Hebron Farmacéutica SA com a Universidade
Presbiteriana Mackenzie). O estudo partiu da reacdo de amidas bromadas obtidas a partir da
furoilacetonitrila e benzoilacetonitrila com aminas, considerando o relato na literatura que
atomos de halogénio no anel aromatico e na cadeia lateral de compostos organicos aumenta
sua atividade antimicrobiana. Para isso, as aroilacetonitrilas obtidas pela reagdo dos ésteres
com acetonitrila em meio basico sofreram bromacéo para que as amidas bromadas fossem
formadas e pudessem sofrer uma ultima reagdo com grupos alqui- e arilaminos para
substituicdo do halogénio, sendo realizadas as sinteses organicas de: esterificagédo, adicao-
eliminac@o, bromacgéo e substituicdo via SN,. Para todos os processos, foram realizados
espectros de massa para caracterizar o composto final 3-(furan-2-il)-2-{[(furan-2-
illmetillamino}-3-oxopropanamida, derivado da furoilacetonitrila, e sua estrutura foi
comprovada no pico de m/z: 249,14 Dalton. Os compostos 2-{[(furan-2-il)metilJamino}-3-oxo-
3-fenilpropanamida, 2-bromo-3-oxo-3-fenilpropanamida e 2-bromo-3-(furan-2-il)-3-
oxopropanamida foram enviados para andlise e formacéo de espectros de massa e RMN-!H,

porém os resultados ndo foram entregues até a confeccao deste relatorio.
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ABSTRACT

The objective of this research was to synthesize and evaluate new molecules with specific
synthesis routes and with targets different from those currently used in antibiotics on the market
that are subject to bacterial resistance. It is a study done at the Pequena Empresa Neguebe
Quimica & Biologica SA (a partnership between Empresa Hebron Farmacéutica SA and
Universidade Presbiteriana Mackenzie). The study started from the reaction of brominated
amides obtained from furoylacetonitrile and benzoylacetonitrile with amines, considering the
report in the literature that halogen atoms in the aromatic ring and in the side chain of organic
compounds increases their antimicrobial activity. For this, the aroylacetonitriles obtained by
the reaction of esters with acetonitrile in basic environment underwent bromination so that the
brominated amides were formed and could undergo a final reaction with alkyl- and arylamino
groups for halogen substitution, and organic syntheses were performed: esterification,
nucleophilic addition, bromination and SN, substitution. For all processes, mass spectrum
were performed to characterize the final compound 3-(furan-2-yl)-2-{[(furan-2-
yl)methyllamino}-3-oxopropanamide, derived from furoylacetonitrile, and its structure was
proven at peak 249.14 Dalton. The compounds 2-{[(furan-2-yl)methyllJamino}-3-oxo-3-
phenylpropanamide, 2-bromo-3-oxo-3-phenylpropanamide, and 2-bromo-3-(furan-2-yl)-3-
oxopropanamide were submitted for analysis and formation of mass spectra and H-NMR, but

the results were not delivered until the writing of this report.

Keywords: Brominated amides. Aroylacetonitrile. Antimicrobial.
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1. INTRODUCAO

Antimicrobianos sdo compostos produzidos por microrganismos que possuem
atividade bactericida, destruindo a bactéria por meio da inibicdo de reacfes vitais ou da
destruicdo da parede bacteriana, ou bacteriostatica, inibindo a proliferagcdo das bactérias
patdgenas (ANVISA, 2001).

A resisténcia bacteriana é consequéncia inevitavel e irreversivel da habilidade dessas
bactérias de se adaptarem ao meio, estando diretamente ligada ao uso indiscriminado de
antimicrobianos, que aumentam a presséo seletiva e a oportunidade de exposicéo da bactéria,
facilitando o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia (SANTOS, 2004). Esse problema
€ considerado um dos maiores riscos para a saude publica no século XXI, estimando-se que

hé cerca de 700 mil mortes por ano consequentes dessas mutagfes (OMS, 2020).

Em 2021, estudos afirmaram que os antimicrobianos foram prescritos em 59% dos
casos de internacdo por COVID-19, independente da presenca de infeccdo bacteriana (WEI,
W. et al, 2020). Além disso, a Organiza¢do Mundial da Saude atestou em 2018 que o Brasil
estava em 17° lugar em consumo de antimicrobianos, assumindo lideranca nas Américas
Central, Norte e Sul e na Europa (OMS, 2018) e o Conselho Federal de Farmécia realizou
uma pesquisa que afirmou que 77% dos brasileiros se automedicam (CFF, 2019), um dos

principais fatores que desencadeiam a resisténcia bacteriana.

Uma das grandes causas para 0 uso indiscriminado dos antimicrobianos é a falta de
informacg0des e orientagbes para o paciente, que tende a suspender o tratamento ao primeiro
sinal de melhora apresentado e a ndo administrar o medicamento no horario certo (DEL FIOL
et al, 2010).

Diversas areas da sociedade sao afetadas em decorréncia da resisténcia microbiana,
como, por exemplo, 0s hospitais, tendo em vista que pacientes podem demandar maior tempo
de internagdo ou outros tratamentos mais caros. Outro grande problema é o uso
indiscriminado de antibidticos para a melhora do desempenho de animais de producao, que
aumenta a probabilidade de microrganismos resistentes e, ainda, faz com que bactérias da
flora intestinal humana desenvolvam resisténcia devido a alimentagdo com as carnes e
derivados dos animais que passaram por longos tratamentos com antimicrobianos
(BATALHA, 2019).

Assim, desenvolver e sintetizar novas alternativas de antimicrobianos com maior
poténcia e que atuem de forma mais seletiva torna-se importante para que a resisténcia
microbiana ndo cresca tdo rapido e para que os efeitos colaterais nocivos causados pela

maioria dos antimicrobianos convencionais diminuam.
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Esse projeto teve como objetivo buscar novas rotas de sintese para a producdo de
moléculas que fossem alternativas seguras, eficazes e com custo reduzido para atuar no
enfrentamento de infeccBes bacterianas baseando-se nos trabalhos desenvolvidos

anteriormente pelos pesquisadores da Pequena Empresa Neguebe Quimica & Biol6gica SA.
2. REFERENCIAL TEORICO

Na literatura Castanedo et al (2002) e Olazabal et al (2002) relatam que atomos de
halogénios adicionados ao anel aromatico ou na cadeia lateral de compostos orgéanicos
aumenta a atividade antimicrobiana destes. Os autores citados fizeram pesquisas com o0 2-(2-
nitrovinil)furano e 2-bromo-2-nitrovinil)furano e comprovaram que o composto bromado possui
uma acao mais potente contra fungos e bactérias em comparagdo com a outra molécula,
resultado que foi considerado nesse projeto que teve como objetivo desenvolver novos
compostos que apresentassem, na mesma estrutura, mais de um dos atomos com

propriedades antimicrobianas.

Figura 1: Estrutura dos compostos furédnicos com acgdo antimicrobiana
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2-(2-nitrovinil)furano 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)furano
Fonte: CASTANEDO et al, 2002; OLAZABAL et al, 2002

O composto 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)furano demonstrou potente acdo contra
bactérias e fungos selvagens na determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (pg/mL),

com resultados mostrados na tabela 1.

Tabelal: Resultados da determinacdo da Concentrag&o Inibitoria Minima (pg/mL) do
composto 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)furano em termos de CIM 50 e CIM 90 frente as

cepas selvagens de bactérias e fungos.

Micro-organismos CIM 50(pg/mL) CIM 90(ug/mL)
Pseudomonas aeuroginosa 7,84 14,97
Escherichia coli 7,53 15,26
Enterobacter spp 5,30 17,16
Klebsiella spp 10,99 21,34
Proteus mirabilis 9,36 25,15
Salmonella typhimurium 7,43 17,68
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Staphylococcus aureus 591 12,94
Bacillus subtilis 2,27 5,08
Streptococcus agalactiae 1,99 4,55
Candida albicans 3,11 7,95
Candida parasilosis 3,56 6,93
Candida krusei 1,92 2,84

Fonte: CASTANEDO et al., 2002; OLAZABAL et al., 2002

Além disso, a literatura atesta as propriedades antimicrobianas de amidas substituidas
derivadas do acido cindmico (NARASIMHAN et al., 2004), sendo que 17 compostos foram
testados contra cinco microrganismaos, Aspergillus niger, Candida albicans, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis, e os halogenados apresentaram os resultados
mais notaveis, com valores entre 2,25 e 2,69 do log (1/MIC) ugMmL* demonstrando potencial

para aplicacdes praticas, como intermediarios para sintese de novos antimicrobianos.

Assim, o projeto € iniciado com a sintese de aroilacetonitrilas seguido pela bromacéo
delas, levando em consideragdo os bons resultados antimicrobianos obtidos com amidas
bromadas da furoilacetonitrila (ESTRADA et al., 2014; GONZALEZ-DIAZ et al., 2005;
ALMEIDA, 1995), apresentados na tabela abaixo.

Tabela 2: Resultados da determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (ug/mL)

das amidas bromadas.

Concentracao Inibitéria Minima (ug/mL)
Compostos E. coli St.aureus Ps.aeruginosa | C. albicans
ATCC 25922 | ATCC 25923 | ATCC 27853 ATCC 10231
A\ o 12,5 25 6,25 6,25
NH,
(e}
(o] (e}
N\ T 100 200 50 6,25
NH,
o Br
o o

Fonte: ESTRADA et al., 2014; GONZALEZ-DIAZ et al., 2005; ALMEIDA, 1995.

O grupo amida combinado com &tomos de bromo e anéis aromaticos com grupos
hidroxila, metoxila e nitro aumenta o potencial antimicrobiano das moléculas. Portanto, as
amidas bromadas sintetizadas a partir de aroilacetonitrilas podem servir como matérias-

primas para a sintese de compostos néo relatados na literatura que possam deter grande
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potencial antimicrobiano, atendendo a presenca nas novas moléculas do grupo amida, de

atomos de bromo e anéis aromaticos com grupos hidroxilas, metoxilas e nitro.

A proposta do projeto é sintetizar moléculas com grupos que possam aumentar a
potencialidade antimicrobiana dos compostos, considerando que uma mesma molécula seria
sintetizada com todos os grupos citados anteriormente, provavelmente aumentando a

poténcia antimicrobiana dela.
3. METODOLOGIA
3.1. TIPO DE ESTUDO
Estudo experimental.
3.2. LOCAL DE ESTUDO E PERIODO

O projeto foi realizado na Pequena Empresa Neguebe SA, parceria entre a Hebron
Farmacéutica SA com a Universidade Presbiteriana Mackenzie, localizada na Universidade
do Campus Higienopolis. As sinteses foram realizadas a partir do dia 1 de setembro de 2021
até o dia 15 de junho de 2022.

3.3. DESCRICAO DAS ETAPAS DO ESTUDO

A selecdo das moléculas de partida foi feita por meio das estruturas das
aroilacetonitrilas substituidas, derivadas dos acidos aromaticos com diversos substituintes no

anel aromatico.

Essas aroilacetonitrilas foram transformadas em amidas bromadas empregando o
peréxido de benzoila como catalisador e cloroférmio como solvente. As amidas desenhadas
podem apresentar poténcia antimicrobiana similar a amida da furoilacetonitrila. Ainda, o a&tomo
de bromo possivelmente pode ser substituido por alcinos, aminas, tidis e outros nucleoéfilos

que fornecerao diferentes tipos de derivados.

Neste projeto, foram utilizados derivados do acido benzéico e do acido furdico para

alcancar as amidas bromadas com alto potencial antimicrobiano.

A primeira reacao foi a obtencao dos ésteres pela esterificacdo de Fischer. Para o
acido benzoico: 0,4 mol (correspondente a 49g) de acido, 200mL de etanol e 48mL de acido
sulfarico foram adicionados a um baldo de 500mL com agitacdo manual, onde foram
colocadas 3 pedras de ebulicao e sofreu refluxo por 6 horas. Uma observacéo importante é
gue o acido sulftrico foi adicionado a 10mL por vez, ja que é uma reacdo muito exotérmica.
Para o acido furoico, 0 mesmo procedimento foi seguido, utilizando 0,4 mol de &cido furoico

(correspondente a 44,83g) e as mesmas quantidades de etanol e acido sulfarico.
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Figura 2: Mecanismo geral da esterificacao de Fischer

Fonte: CAVALCANTE et al., 2015

Em seguida, os ésteres benzoato de etila e furoato de etila formados foram extraidos
com 80mL de éter etilico em funis de separagéo, que foram agitados 3 vezes, sempre abrindo
a valvula para retirar a pressdo. Ao separar as solugbes em 2 fases, a 4gua com alcool foi
retirada dos funis e o processo foi repetido 3 vezes. O liquido foi enxaguado com 200mL de
agua pura, seguindo o mesmo procedimento, retirando 100mL por vez e foi repetido com
100mL de agua adicionada de bicarbonato de sodio. A fase etérea foi seca com Na;SO4
anidro, o solvente foi destilado a vacuo e o éster foi obtido por destilagdo a presséao reduzida.

A segunda reacdo foi a sintese da benzoilacetonitrila (BAN) e furoilacetonitrila (FAN).
Para o BAN, num baldo em condi¢cfes anidras com corrente de argdnio, foi adicionado 589 de
benzoato de etila, 150mL de tolueno e 27,6g de sddio, enquanto 80mL de tolueno e 128mL
de acetonitrila eram gotejadas na reacdo. Para o FAN, 53,29 de furoato de etila, 150mL de
tolueno e 27,69 de sodio foram adicionados a um baldo em condi¢des anidras com corrente
de argbnio e 80mL de tolueno misturado a 128mL de acetonitrila foram gotejadas na reagéo.

A mistura foi agitada por 4 horas em banho de glicerina a 90°C.

O mecanismo da reacéo para a formacao de aroilacetonitrila estd na imagem a seguir.
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Figura 3: Mecanismo de formacéo das aroilacetonitrilas.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Ao final da reag&o o soélido formado foi dissolvido em agua, o tolueno foi separado da
solucdo em um funil de separagéo, a seguir a solucdo foi colocada em banho de gelo e foi
acidificada até a precipitacdo completa dos aroilacetonitrilas, os quais foram filtrados a vacuo,

lavados duas vezes com agua e uma vez com etanol

A terceira reacdo foi a sintese da amida bromada por meio da reacdo de bromacao.
Para o BAN: 0,01 mol de BAN (correspondente a 1,45g), 20mL de cloroférmio e 2 espatulas
de peréxido de benzoila foram adicionados a um baldo com agitagdo com peixinho, enquanto
0,01 mol de bromo (correspondente a 0,5mL) e 20mL de cloroférmio foram gotejados na
solucdo. A reacdo foi agitada em temperatura ambiente por 1 hora e depois agitada com
corrente de ar até a secagem do produto. Para o FAN: 0,02 mol de FAN (correspondente a
2,79), 20mL de cloroférmio e 1 espatula de peréxido de benzoila foram adicionados a um
baldo com agitagdo com peixinho, enquanto 0,02 mol de bromo (correspondente a 1mL) e
20mL de cloroférmio foram gotejados na solugcdo. A solucéo foi agitada em temperatura
ambiente por 1 hora e depois foi passada corrente de ar até a secagem do produto. Uma
cromatografia de camada delgada (CDD) foi realizada com os dois compostos para comprovar

a pureza.

Os produtos obtidos foram o 2-bromo-3-oxo-3-fenilpropanamida, para o BAN, que foi
nomeado J3 para facilitar identificacdo, e 2-bromo-3-(furan-2-il)-3-oxopropanamida, para o

FAN, que foi nomeado J2.
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Figura 4: Mecanismo de formacéo das amidas bromadas a partir de aroilacetonitrilas.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 5: Formula estrutural do 2-bromo-3-o0xo-3-fenilpropanamida.
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Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 6: Formula estrutural do 2-bromo-3-(furan-2-il)-3-oxopropanamida.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Houve necessidade de recristalizagdo do J3 com etanol para que pudesse ser filtrado
com lavagem de etanol em sistema de kitassato e funil de Buchner de vidro com placa porosa.
A cromatografia de camada delgada foi realizada e a pureza foi verificada. O rendimento da
reacédo foi de 19,5%.

O produto J2 foi purificado com 1 espatula de carvao ativado e etanol em manta de
aguecimento. Foi feita cromatografia de camada delgada para comprovar pureza e 0
composto foi filtrado em sistema de kitassato e funil de Buchner de vidro com placa porosa.

O rendimento da reacéo foi de 4,8%.

A quarta reacdo foi a aminagdo dos produtos para formacdo das amidas de altas
potencialidades antimicrobianas. Para o J3: em baldo de 50mL, foi adicionado 0,001 mol de
2-bromo-3-oxo-3-fenilpropanamida (correspondente a 0,24g), 0,001 mol de furfurilamina
(correspondente a 0,088mL) e 10mL de etanol com condensador de bolas com passagem de
agua. A solucédo foi aquecida em banho-maria e foram contadas 2 horas de refluxo. Para o
J2: em baldo de 50mL foi adicionado 0,001 mol de 2-bromo-3-(furan-2-il)-3-oxopropanamida
(correspondente a 0,231g), 0,001 mol de furfurilamina (correspondente a 0,088mL) e 10mL
de etanol com condensador de bolas com passagem de agua. A solucdo foi aquecida em
banho-maria e deixada por 2 horas em refluxo. Foi feita uma cromatografia de camada

delgada para verificar pureza dos compostos.

Os produtos obtidos foram o 2-{[(furan-2-il)metillJamino}-3-oxo-3-fenilpropanamida,
para o BAN, nomeado J3A para facilitar identificacdo, e 3-(furan-2-il)-2-{[(furan-2-

illmetillamino}-3-oxopropanamida, para o FAN, nhomeado J2A.
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Figura 7: Mecanismo de formacao das novas amidas com grupos alqui- e arilaminos

como substituintes.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 8: Formula estrutural do 2-{[(furan-2-il)metillamino}-3-oxo-3-fenilpropanamida.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 9: Formula estrutural do 3-(furan-2-il)-2-{[(furan-2-il)metilJamino}-3-

oxopropanamida.

NH

/ \

MNH,

Fonte: Arquivo Pessoal.
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A recristalizacdo foi realizada com etanol e necessitou de rotoevaporacdo pois nhao
houve formacéo de precipitado no produto J3A. Para o J2A, foi necessaria recristalizacdo na

manta de aquecimento com diluicdo em etanol para purificar o0 composto.
4. RESULTADO E DISCUSSAO

Amostras das moléculas foram enviadas para o setor responsavel pelos espectros de

massa e RMN-H™.

Deve-se considerar que o espectro de massa foi feito pelo equipamento LTQ-XL
Thermo Scientific, com fonte de ionizacdo ESI(+)/ESI(-), sob temperatura de 300°C, forca de
colisdo 20 eV, vazao de injecdo 5uL/min, voltagem Electrospray de 4,5kV, voltagem capilar
de 28 V e voltagem Tube Lens de 60 V. Esses dados interferem diretamente no resultado
obtido.

A massa molar do composto  3-(furan-2-il)-2-{[(furan-2-il)metiljJamino}-3-
oxopropanamida é 248,1 e seu espectro de massa (Figura 10) apresentou seu ion molecular
no pico 249,14 Dalton. Essa diferenca pode ser considerada devido a possiveis impurezas
contidas no composto, que deixam as andlises prejudicadas e menos precisas. O pico que

identifica a molécula esta demonstrado em vermelho na figura 10.

Figura 10: Espectro de massa do 3-(furan-2-il)-2-{[(furan-2-il)metillamino}-3-
oxopropanamida.
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Fonte: Arquivo Pessoal

Os diversos outros picos encontrados na espectroscopia podem ter sido formados por

a fragmentagéo do composto 3-(furan-2-il)-2-{[(furan-2-il)metilJamino}-3-oxopropanamida.

A molécula 2-{[(furan-2-il)metil]amino}-3-oxo-3-fenilpropanamida néo foi enviada para
desenvolvimento de espectros pois houve contaminacdo visivel com 6leo em todas as
tentativas de sintese do produto, impossibilitando analise precisa. Além disso, as moléculas
do 2-bromo-3-(furan-2-il)-3-oxopropanamida e 2-bromo-3-oxo-3-fenilpropanamida foram
enviadas ao setor responsavel pela formacédo de espectros, mas os resultados ndo foram
entregues até o momento de confeccdo deste relatério e estardo presentes na XVIII Jornada

de Iniciacao Cientifica.
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Ainda que os outros espectros ndo estejam presentes, o calculo de fator de retencéo
das cromatografias de camada delgada (CDD) foi feito para todas as reacdes deste projeto.
O fator de retencao (Rg) € um parametro definido pela razdo entre a distancia percorrida pela

“mancha” do composto e a distancia percorrida pela fase moével. Esse célculo torna-se

7

importante pois € por meio dele que podemos verificar se ha impurezas no composto
estudado.

Figura 11: Cromatografia de camada delgada do 2-bromo-3-(furan-2-il)-3-
oxopropanamida (J2) e do 3-(furan-2-il)-2-{[(furan-2-il)metillamino}-3-oxopropanamida (J2A)
com fase mével sendo tolueno acetato de etila na proporgéo 7:3.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

O fator de reten¢éo do 2-bromo-3-(furan-2-il)-3-oxopropanamida foi de 0,859 e o do 3-
(furan-2-il)-2-{[(furan-2-il)metillamino}-3-oxopropanamida foi de 0,627.

Figura 12: Cromatografia de camada delgada do 2-bromo-3-oxo-3-fenilpropanamida
(MP) e do 2-{[(furan-2-il)metillamino}-3-oxo-3-fenilpropanamida (J3A)
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Fonte: Arquivo Pessoal.

O fator de retencdo do 2-bromo-3-oxo-3-fenilpropanamida foi de 0,836 e o do 2-
{[(furan-2-il)metillJamino}-3-oxo-3-fenilpropanamida foi de 0,936, devendo-se considerar que
0 composto final (J3A) esta contaminada com 6éleo/resina.

5. CONSIDERAGCOES FINAIS

As reacgOes de esterificacdo a partir dos acidos benzoico e furoico forneceram os
correspondentes ésteres: benzoato de etila e furoato de etila e a partir deles, foram

sintetizadas a benzoilacetonitrila e a furoilacetonitrila.

A partir das aroilacetonitrilas foram sintetizadas as amidas bromadas para servirem
como matéria-prima para a obtengdo dos compostos aminados como produto final deste
trabalho os quais foram enviadas para a caracterizag&o estrutural por médio dos espectros de

massa e RMN-'H:

Para a conclusdo do projeto seriam necessarias as analises espectroscopicas das
matérias-primas, sua re-purificacdo em caso de necessidade, além dos testes antimicrobianos
“in vitro” dos compostos obtidos. Ainda, esse estudo limitou-se por néo ter sido possivel uma
caracterizacdo do composto 2-{[(furan-2-il)metillamino}-3-oxo-3-fenilpropanamida em razéo
da contaminacgdo com 6leo que ndo pdde ser separada por coluna cromatografica devido ao
baixo rendimento da reacao.
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