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RESUMO

Estudos realizados anteriormente comprovaram que as imidas ciclicas e
as suas subclasses apresentaram bons resultados nas atividades biolégicas e
potenciais terapéuticos, as quais citamos as antimicrobianas, analgésicas e
antifangicas, despertando o interesse da comunidade cientifica e da industria
farmacéutica, superando as expectativas em relacdo a certos medicamentos
utilizados no mercado. Neste trabalho, foi realizado especificamente a sintese
de uma das subclasses das imidas ciclicas denominada de maleimidas, pois séo
de facil obtencdo e com bons rendimentos, além de ser de facil versatilidade na
conjugacdo com outras moléculas. Os compostos sintetizados foram
identificados por ressonancia magnética nuclear de H e 13C, espectroscopia de
massa e avaliagdo da atividade antimicrobiana. Concluiu-se que, com a
obtencdo desta plataforma de maleimidas com diferentes grupos funcionais,
estas apresentaram resultados satisfatérios e com rendimentos dentro dos
valores dos métodos ja descritos em literatura. Concluiu-se também que, em
trabalhos futuros, esses compostos possam ser conjugados com biomoléculas e

farmacos.

Palavras-chave: Engenharia Biomédica. Maleimidas. Sintese. Caracterizacao.

Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Previous studies have shown that cyclic imides and their subclasses have
shown good results in biological activities and therapeutic potentials, which we
cite as antimicrobial, analgesics and antifungal, arousing the interest of scientific
community and the pharmaceutical industry, exceeding expectations in relation
to certain medicines used on the market. In this work, the Synthesis of one of the
subclasses of cyclic imides called maleimides was carried out specifically, as they
are easy to obtain and have good yields, in addition to be being easy to combine
with other molecules. The synthesized compounds were identified by 1H and 13C
nuclear magnetic ressonance, mass spectroscopy and evaluation of antimicrobial
activity. It was concluded that, with the obtaining of this maleimide plataform with
different functional groups, they presente satisfactory results and yields within the
values of the methods already described in the literature. It was also conclued
that, in future works, these compounds can be conjugated with biomolecules and

drugs.

Keywords: Biomedical Engineering. Maleimides. Synthesis. Description.

Antimicrobian activity.
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INTRODUGCAO

Entende-se que saude € um conjunto de agfes, habitos e condi¢des que proporcionam
bem-estar e qualidade de vida ao ser humano. Neste contexto é que surgiu a engenharia
biomédica, apds a Segunda Guerra Mundial. No inicio, a engenharia biomédica estava voltada
a estudos de sistemas biolégicos complexos e reabilitacdo dos soldados. Com o avanco
crescente da tecnologia, ela foi direcionada para o desenvolvimento de dispositivos médicos.
Por isso, a medicina se beneficiou grandemente dessas inovacgdes tecnoldgicas. Pelo fato de
ser um ramo interdisciplinar, a engenharia biomédica tem contribuido para a identificacéo,
necessidades e resolu¢cdes dos problemas na saude, utilizando a tecnologia existente e a
metodologia de sistemas, com o intuito de prover servigcos de saude de qualidade e desenvolver
novas tecnologias. A engenharia biomédica abrange o0 desenvolvimento de novos
equipamentos destinados a saude, metodologias de tratamento, e desenvolvimento de novas
drogas para tratamento e diagnosticos. Neste contexto, a quimica tem contribuido com estas
transformacdes. As sinteses tém contribuido com a obtencdo de novas moléculas, que séo
designados principios ativos de novos farmacos, cujas atividades biolégicas possibilitam o
tratamento e cura de novas patologias ou substituicdo das que ja existem, com menor custo e
adversidade nos seus efeitos[!l. A construcdo de moléculas organicas envolve cadeias lineares
(alquilicas) e ciclicas (arilicas), assim como a presenca de outros elementos (heteroatomos).
Com muita frequéncia, temos a presenca de estruturas heterociclicas. A presenca de um
heterodtomo, como nitrogénio, traz mudancas na estrutura da molécula ciclica, devido a
diferenca de eletronegatividade em relacdo ao carbono e da disponibilidade de pares de
elétrons ndo compartilhados do heteroatomo e carbono 2 e melhorias nas atividades anti-
inflamatorias e antitumorais. Devido a sua estrutura heterociclica, as imidas ciclicas s&o de
grande importancia para o desenvolvimento de novos farmacos, pois séo de facil obtencéo e
versatilidade (¥, enfatizando a importancia das imidas ciclicas para o desenvolvimento de novos

compostos antimicrobianos.
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OBJETIVO GERAL

7

O objetivo deste trabalho é obter uma plataforma de maleimidas com diferentes grupos

funcionais (R) e caracterizacao estrutural destes compostos e testar a atividade bioldgica.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Sintetizar as maleimidas com as suas aminas correspondentes

e Purificar estes compostos em cromatografia de coluna

e Efetuar a caracterizacéo estrutural através de espectroscopia de massa,
espectroscopia de ressonancia magnética de 'H e 13C

e Avaliar a atividade biol6gica antimicrobiana.

1. METODOS INOVADORES PARA DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

Com o intuito de aperfeicoar o desenvolvimento de substancias biologicamente ativas,
utiliza-se processos quimicos que implicam em modificacbes moleculares, dependendo dos
grupos reativos para que essas modificagdes sejam realizadas. Inicialmente, procura-se inserir
grupos que apresentem alteracbes na hidrofobicidade da substancia ou em seus grupos
doadores/ e ou aceptores de elétrons que possibilitem a aplicagdo de algum método qualitativo
e quantitativo correlacionado com a estrutura quimica e a atividade biolégica [, possibilitando
a verificacdo da interacdo entre a estrutura quimica e a atividade biolégica (QSAR) ou da
estrutura quimica e alguma propriedade fisico-quimica (QSPR) e os seus efeitos, 0s quais
podem causar em uma substancia (ligante) durante esta interacdo com o receptor bioldgico,

justificando os fatores principais desta interagdo .
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A substituicdo de um atomo de hidrogénio por um determinado substituinte (grupo alquila,
grupo nitro, grupo ciano, grupo carboxilato, halogénio etc.) pode modificar profundamente a
poténcia, duracdo e ainda a natureza do efeito farmacoldgico da molécula. Os estudos de
correlacdo estrutura-atividade, fundamentados no efeito substituinte em um determinado anel
aromatico, sdo muito comuns na quimica medicinal, uma vez que 50% dos farmacos ou
substancias bioativas possuem este tipo de anel. As introducdes de substituintes produzem
modificacbes que podem atingir as propriedades fisico-quimicas da molécula, como a
hidrofobicidade, a densidade eletronica e a conformacédo estrutural, podendo orientar para
novas sinteses. Um planejamento racional de farmacos permite estabelecer um grupo de

substancias-teste para a realizacdo de uma analise quantitativa da relacao estrutura-atividade
(51

Varias estratégias foram desenvolvidas para se obter uma melhor compreenséo dos mais
diversos parametros fisico-quimicos em uma pequena série de substancias ou grupo de teste,
as quais citamos os métodos de Hansch [, Craig [7], Topliss [8, e 0 método modificado de

Topliss 1.

Em particular o método manual de Topliss, também conhecido como Arvore de Decis&o
de Topliss, baseia-se na equacdo de Hansch [8. Este método utiliza-se de uma chave para
selecionar o analogo a ser sintetizado e este analogo especifico tem a sua atividade comparada
ao que precede a chave permitindo uma reducdo no numero de compostos a serem
sintetizados. A arvore de decisdo de Topliss apresenta limitacdes, pois exige que 0 composto
protétipo tenha um anel aroméatico nao fusionado, o qual deve ser adicionado o substituinte da
chave. Este método de correlacdo entre a estrutura quimica e atividade biologica tem como
objetivo uma sintese mais reacional e precisa, possibilitando bons resultados com mais rapidez.
Analisando e comparando os resultados da atividade bioldgica com a estrutura quimica, pode-

se obter substancias mais potentes devido as modificages estruturais iniciais.

A técnica de triagem biologica virtual (VS-virtual screening) é uma estratégia moderna
utilizada para correlacionar a atividade biolégica dos receptores das moléculas, que também

séo conhecidos como “in silico”, e € muito utilizada na avaliacdo dos parametros relacionados
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aos problemas nas fases de absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxidade (ADMET)
[10],

Utiliza o método “in silico” a regra de Lipinski, (Lipinski rule) ou “regra dos cinco” (rule of
five) [11. Este método apresenta parametros incluidos na “regra dos 5” de Lipinski, os quais sdo
utilizados na filtragem e selecdo das substancias que possuam as seguintes caracteristicas de

farmacos:
- Peso molecular (PM) nao deve exceder a 500 g/mol
- Log P (valor limite € 5)
- Grupos doadores de hidrogénio (valor limite € 5)
- Grupos aceptores de hidrogénio (valor limite 10).

Esta andlise é de grande importancia para se planejar um farmaco, principalmente os de
via oral. Os resultados obtidos podem predizer as influéncias moleculares e estruturais de um

farmaco quando absorvido em uma substancia.

1.1 REACAO DE DIELS-ALDER

A reacdo de Diels-Alder é um dos mais importantes processos para se formar um novo anel a

partir de duas moléculas reagentes pois é muito versatil e aplicavel [12 13,

Nesta reacdo ocorre através de um dieno (1) reagindo com um diendfilo (2), que pode possuir
uma ligacao dupla ou tripla, formando um aduto (3), o qual possui um anel de seis membros,
sendo carboxilico ou heterociclico, com formagéo através da efetivacdo de duas novas ligacoes
o (vindas do consumo de duas ligagdes 11) no decorrer do rearranjo espacial ciclico, as ligagdes

ocorrem de forma concertada tanto as de formacdo como as ligagGes que séo rompidas 4.
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No mecanismo concertado, requer um estado de transigcdo simples, sem nenhum

intermediario para conduzir a reacdo entre os reagentes e o aduto [1516,

Em quimica organica, a reacao de Diels-Alder é uma reacao periciclica que tem como
caracteristica a ocorréncia em uma etapa simples sem intermediarios, envolvendo o rearranjo

de elétrons ligantes [14],

As reacoes de Diels-Alder inter-ou-intramoleculares sdo muito utilizadas na sintese
organica e a maioria ocorre facilmente em temperatura ambiente ou ligeiramente acima. Nas
reacoes mais demoradas, com reagentes termicamente instaveis ou que produzem produtos

instaveis, podem ser aceleradas através de catalisadores ou submetidas altas pressdes [17.

Muitas reacfes de Diels-Alder envolvem dienos substituidos por grupos eletrodoadores
(alquil., alcéxi) e diendfilos que tenham substituintes que séo eletrossacadores (CO, CN).
Temos ainda algumas reagbes envolvendo diendfilos ricos em elétrons com dienos
eletrodeficientes. Essas reacdes sdo denominadas de eletrbnica inversa e sao importantes e

Uteis na sintese organica 1516,

Por ser de grande versatilidade, a reacdo de Diels-Alder € muito utilizada devido a sua
alta régio e estéreo-seletividade e apresenta uma grande variedade de dienos e diendfilos,
contendo diferentes tipos de grupos funcionais, podendo ser usada e formando tipos diferentes
de estruturas ciclicas. Em uma ciclizacdo (fechamento do anel), nem todos os atomos
envolvidos precisam ser de carbono, ja que todos os tipos de anéis carbociclico ou heterociclico
podem ser formados na reacdo. Com muita frequéncia, a reacdo pode teoricamente formar
produtos com estrutura isomérica e estereoisomérica. Os adutos de Diels-Alder sdo isolados

em uma forma isomérica ou em uma forma proporcionalmente predominante [14.15.16],

Um dos fatores mais importante das reacdes de Diels-Alder € a sua aplicacao na sintese
de produtos naturais complexos. Em uma reacéo entre um dieno e um diendfilo podem ser
formados mais de quatro centros quirais novos e vé-se com mais frequéncia que um dos varios
racematos possiveis sdo formados em quantidade predominante ou exclusiva [*6l. O arranjo

espacial do principal produto pode ser previsto baseada em duas regras:
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Regra CIS: Estabelece que o arranjo espacial dos atomos dos grupos substituintes no
dieno e diendfilo mantém-se no produto de cicloadigéo.

Regra ENDO: Afirma que o dieno e o diendfilo arranjam-se em planos paralelos havendo

a maxima possibilidade de sobreposicéo orbital [26],

2. IMIDAS CICLICAS

A necessidade do desenvolvimento de novos farmacos com grandes potenciais
terapéuticos intensificou o processo de geracdo de novos conhecimentos cientificos e
tecnoldgicos nos setores de pesquisa, a fim de se obter resultados excelentes e relevantes
experimentalmente, determinando uma notavel elevacdo da quantidade e qualidade dos

medicamentos disponiveis no mercado farmacéutico, onde a maioria é de origem natural18.19.20],

A sintese orgéanica tem sido um grande aliado junto a comunidade cientifica, ocasionando
um crescimento significativo de novas moléculas, com resultados promissores nos efeitos
biolégicos e no avanco dos estudos pré-clinicos e clinicos, dentre as quais destacam-se as

imidas ciclicas [,

Imidas ciclicas sdo compostos que apresentam o grupo —CO-N (R) (Fig. 1), onde R
pode ser um atomo de hidrogénio, um grupo alquila ou arila ligados a uma cadeia carbonica.

As imidas ciclicas sao divididas em classes (Fig. 2):

(a) Maleimidas (1)
(b) Succinimidas (2)
(c) Glutarimidas (3)
(d) Ftalimidas (4)
(e) Naftalimidas (5),

E seus derivados [1],
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0]

Figura 1: Estrutura Geral das Imidas Ciclicas

0
N—R N——R
o)

2 O

0

0
N—R
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1 3
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0 ' \;\/
N—R
4 S 5 ©
Figura 2: Subclasses de Imidas Ciclicas: 1- Maleimidas, 2- Succinimidas, 3- Glutarimidas, 4-

Ftalimidas, 5- Naftalimidas, R: Grupo Alquil, Aril e Outros
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Estes compostos sdo de natureza hidrofébica com solubilidade em acetona e em estudos
bioldgicos soltvel em dimetilsulfoxido (DMSO) 21, HA muitos métodos sintéticos de obtengdo

de imidas ciclicas descritas [2Y sendo muito utilizadas com pequenas modificacdes.
2.1 METODOS SINTETICOS GERAIS PARA A OBTENCAO DE IMIDAS CICLICAS

Na literatura sdo descritos inUmeros métodos de preparacdo das imidas alifaticas simples
[21]1, Outros métodos aplicaveis para a obtencdo das imidas ciclicas e aromaticas sdo aqueles
em gue o sistema anelar € conduzido a metodologias especiais de obtencgéo [121, Citamos como
método mais conveniente a utilizacdo de acidos dicarboxilicos em uma quantidade equimolar
de amoénia ou um derivado que possa produzir ou substituir a amdénia, como as aminas, sob
temperatura variando entre 150 até 200° C no maximo (Esq. 1), obtendo-se bons rendimentos
(60-70%) quando utilizamos anidridos de &cidos na obtencédo destas imidas ciclicas N-

substituidas!?.

0 (@)

NH; ou derivados |
I R N——R" +2H,0
OH * 200°C

HO R

@)

Esquemal: Metodologia mais comum empregada na formacédo das imidas ciclicas

Pode-se obter também as imidas ciclicas N-substituidas utilizando os acidos amicos, que
séo ciclizados na presenca de anidrido acético e acetato de sdédio anidro, formando maleimidas

e citraconamidas com rendimentos de 50-70% (Esq. 2) 2,
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NH—R " (CH,C0),0

OH NaOCOCH,

R1
R1
(@)
R= metila, n-propila, n-butila, n-hexila, n-octila, benzila

R!=H, CH;, benzila

Esquema 2: Formacao de imidas ciclicas N-substituidas utilizando acidos amicos

Outras metodologias foram desenvolvidas apresentando bons rendimentos as quais sao
muito utilizados, que consiste na reacdo de anidridos de &cidos dicarboxilicos dissolvidos em
éter, tratados com amdnias ou aminas substituidas, no qual temos a obtencao do &cido amico,
0 qual é ciclizado através da reacdo do anidrido acético, sob aguecimento na presenca de

acetato de soédio anidro [,

Em relacéo a preparagéo das imidas ciclicas e algumas de suas subclasses (maleimidas,
succinimidas, glutarimidas, ftalimidas, naftalimidas), deve-se que considerar as suas
particularidades. Assim, estas subclasses séo sintetizadas por diferentes metodologias com

pequenas modificacdes, como mudanca de alguns reagentes desidratante ou solventes [,

Em 2014, foi publicado um protocolo para a sintese de imidas ciclicas a partir nitrilos e
didis que se encontram facilmente disponiveis. Esta sintese (Esq. 3) € realizada através da
reacao de transferéncia do hidrogénio Ru-catalisada, onde os substratos de didis e nitrilos sdo
ativados em lactonas e aminas reduzidas e neutras, obtendo-se as imidas ciclicas

correspondentes e tendo o gas hidrogénio como um Unico subproduto 23],
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O
R! R!
+ NC—R?® > N
OH 4 (5mol%) \
) benzeno, 80°C, 18h R2 R3
R
(0]

Esquema 3: Formacao de imidas ciclicas N-substituidas utilizando nitrilos e didis

Por essas razfes, os estudos das imidas ciclicas tém mostrado grande progresso, pois
sdo de faceis obtencao, com rendimentos favoraveis e suas rotas sintéticas bem executadas,
apresentando bons resultados nos estudos quimicos e bioldgicos devido a versatilidade de
incorporar qualguer grupo R na imida, desde que se reaja uma amina primaria com um grupo

desejado.

2.2 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DAS IMIDAS CICLICAS

As imidas ciclicas séo inibidoras de PGHS (Prostaglandina Endo Peréxido Sintase) e
isto ocorre por causa da ligacdo ao carbono olifinico (maleimidas) ou ao carbono carbonilico do
anel imidico (24! (succinimidas e naftalimidas). Kalgutkar e colaboradores [?4 realizaram estudos
das maleimidas e succinimidas nesta enzima e sugeriram que a inibicao era o resultado de uma
ligacdo covalente com a proteina. Verificou-se que, com a variacdo do tamanho da cadeia
alquilica das maleimidas, alterava também a velocidade, mas ndo a capacidade de inibicdo da
enzima, ocorrendo uma interagdo ndo covalente com a argenina com carga positiva,
proporcionando um posicionamento adequado ao farmaco. ApOs esta interacdo, ocorre a

interacé@o covalente do anel imidico e tirosina através da substituicdo nucleofila. (Fig.3)
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PGHS ¢}

.. roteina inibida
Maleimida P

Figura 3: Inibicdo da Prostaglandina Endoperéxido Sintase
Com a descoberta do alcal6ide natural Filantimida (Fig. 4), isolada das partes aéreas do
Phyllanthus sellowianus 2! composto derivado da glutarimida apresentando efeito moderado

antimicrobiano [2¢], antiespasmodico 71 e analgésico [28], sendo utilizado como protétipo nas

sinteses de compostos semelhantes, apresentando uma variedade de efeitos biolégicos.
Y,
q\j
——N O
\
Figura 4: Estrutura Quimica da Filantimida

A relacdo do tamanho e a natureza dos grupos constituintes do anel imidico parecem
estar relacionados com os efeitos farmacologicos, ocasionando numa possivel mudanca de

suas propriedades estéricas e, consequentemente, também a sua atividade 2% podendo ser
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utilizadas na sintese de moléculas com potenciais farmacolégicos, como: atividade ansiolitica e
antidepressiva, analgésico, antiangiogénicos, antineoplasico, anti-inflamatério, antibiético etc.
[1]

Para exemplificar, citamos o caso da Talidomida (Fig. 5), que tem um nucleo ftalimidico
e um nucleo glutarimidico. Mesmo com efeitos danosos e adversos (forte teratogenocidade), foi
liberado para uso terapéutico no tratamento de hanseniase, mieloma mudiltiplos, doencas
cronicas degenerativas e algumas doencas oportunistas!®! as quais afetam portadores do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV). Os efeitos benéficos e promissores descritos tornam a
Talidomida uma molécula lider para o desenvolvimento de futuros farmacos [32.
/H

N

Nicleo ftalimidico 'O Nucleo Glutarimidico

Figura 5: Estrutura Quimica da Talidomida

Muitos derivados imidicos, como as succinimidas, glutarimidas e maleimidas apresentam
importantes atividades biolégicas, tanto no tratamento de infec¢bes decorrentes de parasitas e

bactérias (tuberculose), bem como no tratamento de convulsdes e epilepsias [?1].
2.2.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As imidas ciclicas e suas subclasses apresentam efeitos bioldgicos de grande
importancia, a qual citamos a maleimida como o principal representante nas atividades

antifingica, antibacteriana e inseticida .
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Maleimidas, citraconimidas, 3-piperidinosuccinimidas, 3-morfolinosuccinimidas e seus
derivados sulfonados apresentaram inibicao nas estruturas de bactérias pelo método de infusdo
em agar 381, A N-(p-N’, N’-dimetilsulfamoilfenil) -3-morfolinosuccinimida e a N-(p-N'-
fenilsulfamoilbenzil) citraconimida foram avaliadas com diferentes fungos e apresentaram uma
ativacao principalmente contra Candida albicans, Candida neoformans e Microsporum gypseum
na concentragao de 6,3pg/ml e Aspergillus flavus, Microsporum canis e Aspergilus parasiticus
na concentracdo de 25 pg/ml. Em geral, observou-se que, com a introducdo do grupo sulfamaoill
(formacéo da sulfonamida), ttm-se um aumento na atividade biolégica e que, com a presenca
de grupos eletrodoadores (metoxi ou dimetilamino), tém-se um aumento da atividade
antimicrobiana. As densidades eletronicas destes compostos podem estar relacionadas com a
atividade antimicrobiana, pois segundo Rang et al. (2016) [34 estes efeitos poderiam ser dipolo,
onde as estruturas ressonantes facilitam a interacdo farmaco-microorganismo sendo eficiente,

pois a estrutura molecular da superficie da célula € muito polar.

Algumas moléculas podem sofrer transformacdes “in vivo”, a derivados ativos, como o
exemplo de sulfonamidas que efetua a acdo bacteriostatica resultante da sulfanilamida, seu

metabdlico ativo [ e é considerada como um pré-farmaco.

2.2.2 ATIVIDADE ANALGESICA

Muitos estudos vém demonstrando os efeitos analgésicos e anticonvulsivantes das imidas

ciclicas e seus derivados [,

Os derivados da fenilsuccinimida e N-aminofenilsuccinimida comprovaram que tem forte
acado anticonvulsivante e protecdo no combate do derrame cerebral induzido por choques
elétricos 381, Lange et al, (1991)[37] observaram que o fragmento C-O-NR’-CO- das succinimidas,
muito comum nos barbituratos e farmacos anticonvulsivantes, pode ser responsével pela acao

convulsionante desses compostos.
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Um importante efeito sobre o sistema nervoso central foi apresentado pelas glutarimidas
devido a uma pequena alteracdo na molécula que pode atuar como um agente convulsivo ou
depressivo 38, Uma glutarimida, a buspirona (Fig.6), apresentou uma atividade ansiolitica

equivalente ao diazepan 39,

N——(CH,);,——N N
(CH2)4 —<\N/;S

Figura 6: Estrutura Quimica da Buspirona (Glutarimida)

As glutarimidas tém sido investigadas como um agente antipsicotico e houve uma reducéo
nos efeitos colaterais e forte efeito antagonista serotonérgico 1 em relagdo ao tiospirona

(Fig.7) ja utilizada na terapéutica.

)

— N
N——(CHz);—N N4</ \ + HCI
S N—

@)

Figura 7: Estrutura Quimica da Tiospirona (Glutarimida)
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2.2.3 ATIVIDADE ANTITUMORAL

Muitas imidas ciclicas sdo reconhecidas por sua acdo quimioterapica antitumoral 1. A

naftalimida apresenta atividade citostatica e sédo utilizadas no tratamento oncolégico.

Zheng et al. (2000) 4 realizou um estudo comparativo entre 3-(alquiloxietil) -3-
divinilprupurina-18-N-hexilimidas com éster e amidas funcionais para investigar a seletividade
tumoral e a eficacia fotossensibilizante “in vivo”. Este composto, como metil éster, teve um

excelente efeito na reducéao do tumor.

Alguns derivados da talidomida apresentaram efeitos inibitérios sobre TNFa em pacientes
com AIDS na producéo do fator necrose tumoral-a nestes pacientes [#?! e ativo contra o mieloma
avancado [*3l. Devido a esses efeitos e outros ja observados, colocam a talidomida como uma
molécula promissora para o desenvolvimento de novos farmacos “44%, mesmo conhecendo os

efeitos téxicos apresentados por esta molécula, devido a um dos seus enantidmetros.

Na literatura, encontram-se estudos de outras imidas ciclicas, as quais citamos a
mitonafida, a amonafida (Fig.8 e Fig.9) e seus derivados, que apresentaram uma atividade
antitumoral em diversos tipos de tumores, como as leucemias, melanomas e tumores da mama
[46.47] e os derivados ftalimidicos triciclicos despontam como promissores no combate ao virus
HIV, pois foram desenvolvidos como novos inibidores do HIV-1 integrase, uma enzima essencial

para a replicagao viral 48],

N——CH,CH,—N

O,N

Figura 8: Estrutura Quimica da Mitonafida
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N——CH,CH,—N

@)

Figura 9: Estrutura Quimica da Amonafida

3. MALEIMIDAS

Hargreaves 2 mencionou muitas metodologias de obtencdo das maleimidas, mas o
método mais apropriado e versatil é a sintese destes compostos representados (Esq. 4). O
anidrido maleico reage com a amina apropriada para a transformacdo do respectivo acido
maleamico, que é ciclizado facilmente usando agentes desidratantes de facil acesso, por
exemplo, o acido acético, anidrido acético, acetato de sodio anidro, entre outros, sob
aguecimento, permitindo o uso de diferentes aminas, como as anilinas substituidas, obtendo-

se derivados maleimidicos N-substituidos com bons rendimentos [

0 O
(@]
éter NH—R CH3COOH N—R + H,O
\ agitacao OH refluxo
O
fo) O

Esquema 4: rota de obtencao da Maleimida



32

A N-fenilmaleimida, como outros substratos, tém um grande potencial farmacolégico [28.
A N-fenilmaleimida reage com o acido clorossulfénico em aquecimento, obtendo-se o cloreto
de sulfonila e através deste composto obtém-se diferentes sulfonamidas através de reacfes

com aminas apropriadas, que sdo introduzidas na dupla ligacéo imidica.

(0]
HSO,CI
N (6 mols \ N4®7502C|
\ 80°C
6]

NH(CH;),

o

Esquema 5: Composto formado através da adicdo do dimetilamina e substituicdo nucledfila

do cloro

Durante muitos anos, Hargreaves [?!l e colaboradores estudavam os efeitos bioldgicos
das maleimidas, as quais destacamos os efeitos antifiungico, antibacteriano e inseticida.
Verificou-se que as maleimidas tem uma atividade antifUngica de maior efetividade em relacéo

as succinimidas, comprovando a importancia da dupla ligacédo imidica 9.
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As N-alquilariimaleimidas apresentaram atividades contra algumas bactérias
patogénicas aos seres humanos, como a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumonia, que sao encontradas com frequéncia em infeccdes do trato urinario ou intestinal.
Também apresentaram atividade contra fungos leveduriformes e miscelais, causadores de
micoses em humanos, como Microsporum canis, Candida albicans, Penicilium etc. [281:50]
enquanto as N-alquilariimaleimidas substituidas apresentaram pouca variagdo nas atividades
em relacdo as ndo substituidas, sugerindo que fatores estéricos foram o0s principais

interferentes.

Os N-arilmaleimidas e N-alquilfenil-3; 4-dicloromaleimidas (Fig. 10) foram testados
contra diferentes microorganismos e observou-se que alguns compostos apresentaram
resultados inibitérios maior que o cetoconazol. Com a introducdo de dois atomos de cloro na
dupla ligacdo do anel imidico, ndo apresentou um aumento significativo do efeito inibitério da
atividade antifingica, mas um importante fator relacionado a esta atividade é a distancia entre

o anel aromatico e o anel imidico destes compostos 50,

0 0]
Cl
: : N
Cl O
(0]
Figura 10: N-arilmaleimida, N-alquilfenil-3, 4-Dicloromaleimida

Foram também testados em diversos modelos in vivo e in vitro a atividade analgésica e
antipasmodica com resultados satisfatdrios 281, O aumento da atividade analgésica pode ser
explicado por causa da introducdo de elétrons doadores no anel aromatico do N-
fenetilmaleimida (Fig. 11), os quais citamos 4-OCHs, 3,4-(OCHs)2 e 4-CH. Temos a diminuic&o
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desta atividade quando se introduz o 4-Cl, um elétron-retirador, observando-se que o0s
parametros eletrénicos devem estar envolvidos na atividade e que os elétrons-doadores

aumentam a atividade analgésicall.

O X
\ N——CH,CH,

O

Figura 11: N-fenetilmaleimidas

Experimentos realizados contendo a antipirina ligada ao anel maleimidico resultou num
aumento da atividade analgésico até em 50 vezes do que em certos farmacos. Porém, todos os
animais foram a 6bito, sugerindo uma alta toxidade do composto (Fig. 12) 51,

CH, CHj,

Figura 12: Composto com Antipirina Ligado Direto ao Anel Maleimidico

3.1 REACOES DE POLIMERIZACAO COM MALEIMIDAS

Os polimeros tornaram-se indispensaveis em diversas aplicagcbes nos materiais e

ciéncias biomédicas. Requer-se para estas aplicacdes uma modificacdo facil e eficaz do
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polimero com pequenas moléculas ligantes ou biomoléculas, as quais citamos os peptideos,
oligonucleotideos e anticorpos. Esta capacidade de conjugar moléculas bioativas € importante
para areas como biossensibilizacdo, distribuicdo direcionada de farmacos e engenharia de
tecidos, sendo que uma ligacao eficaz sob condi¢cdes brandas e benignas do material polimérico
com a biomolécula é essencial para estas modificacdes. E de suma importancia que o polimero
e a molécula de interesse suportem grupos reativos complementares, o qual exemplificamos
um polimero com varios ésteres ativados, que provavelmente é ligado com facilidade a um
peptideo de grupo amina reativo. Temos grupos funcionais que ndo estao presentes em varios
nameros, mas fornecem algas atraentes. Os grupos funcionais tiol estdo presentes em sua
forma reativa livre em nimeros menores ou podem ser integrados através de modificacdes
genéticas ou sintéticas em biomoléculas, sendo muito empregado para sintetizar e funcionalizar

materiais poliméricos.

Em uma pesquisa realizada, revelou-se que as reag¢Oes de conjugacédo do tipo tiol-

Michael foram empregadas em biomoléculas pequenas e macromoléculas 52,

Esta conjugacdo ocorre devido as moléculas de tiol da maleimida ter uma grande
deficiéncia em elétron, que por muitas vezes realiza-se sem uso de catalisadores ou iniciagédo
térmica ou fotoquimica. O grupo maleimida também apresenta deficiéncia de elétrons reativos

em relacdo aos dienos através da reacao de cicloadicao de Diels-Alder.

Um processo usualmente utilizado na sintese de materiais poliméricos que contenham
grupos reativos é a utilizagdo de um mondmero reativo na etapa de polimerizagéo 53, Apesar
de que neste processo trabalha-se com uma vasta variedade de mondémeros reativos, ocorre-
se falha em casos de monémeros contendo maleimida, uma vez que a dupla ligacdo da
maleimida é muito reativa com radicais e ndcleos resultantes em estruturas reticuladas ou
ramificadas [®4. Muitos grupos de pesquisa adotaram a metodologia de pesquisa a qual envolve
a protecédo da maleimida durante o processo de polimerizacdo e em seguida a sua ativacao na
forma reativa. Este processo tem como base a protecao-desprotecdo da maleimida e apareceu
como uma metodologia de grande importancia na sintese destes polimeros soluveis contendo

maleimida, hidrogéis e revestimentos de superficies planar e nanoparticulas (Fig.13).
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(b)
..ﬁi
Surface coating

(d)

Figura 13: Materiais Poliméricos Contendo Maleimida (a) Polimeros Solaveis, (b)

Revestimento de Nanoparticulas, (c) Hidrogéis, (d) Revestimento de Superficie Planar

O grupo maleimida também tem como forte caracteristica ser elétron-aceptor devido as
duas carbonilas ligadas no sistema insaturado (C=C), favorecendo na atuagdo de
fotopolimerizacdo como iniciador [55561, Estes grupos maleimidas, quando expostos a radiagio
UV, sofrem transi¢cdes para o estado excitado, iniciando a polimerizacdo através do processo
de isolamento dos atomos de hidrogénio. A presenca destes atomos como doadores € de
grande importancia para o inicio da polimerizacéo, e através da reacdo de transferéncia de
elétrons/prétons séo produzidos dois radicais: um radical succinimida e outro doador de atomos
de hidrogénio. Na auséncia deste radical doador de hidrogénio, este processo pode ocorrer via

intramolecular 57581, (Fig.14)
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h + R
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Figura 14: Mecanismo de Converséo de Grupos de Maleimidas em Radicais Livres
3.2 PRECURSSORES DE FOTOFARMACOS

A terapia fotodindmica (PDT) é uma técnica para o tratamento do cancer e outras
doencas com base na foto oxidacao do tecido biologico através da luz com a presenca de um

fotossensibilizador e oxigénio.

O fotossensibilizador tem que apresentar uma grande eficacia e de facil entendimento no
seu mecanismo de acdo em relacdo entre a estrutura e atividade para termos um avanco da

terapia fotodinamica (PDT).

Como caracteristica, o fotossensibilizador tem que apresentar uma absor¢do na janela
terapéutica (600-800 nm). Caracteristicas foto fisicas favoraveis: alto rendimento na formacéo
de tripletes, de oxigénio singlete, baixa citoxidade no escuro, farmacocinética favoravel e de
facil eliminacdo pelo organismo, formulacdo definida, facilidade de obtencdo com custos
reduzidos, permeabilidade em tecidos e seletivo, com afinidade em tecido tumoral relacionado

ao tecido saudavel.

O Photofrin foi o primeiro fotossensibilizador autorizado pelos 6rgédos de saude (Food
and Drug Administration) no tratamento de cancer através da terapia fotodindmica. Este

fotossensibilizador possui uma formulacdo polimérica de hematoporfirina 1X de constituicdo
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indefinida, que é derivada de uma porfirina de origem natural, que constitui a hemoglobina,

citocromo e de outras biomoléculas.

As porfirinas apresentam baixa solubilidade em solventes orgéanico e agua, podendo-se

aumentar a solubilidade em solventes organicos com a introducgéo do grupo alquila.

Os precursores fotofarmacos séo sintetizados sem que ocorra a destrui¢cao do anel imida,
possibilitando o estudo do sinergismo entre a agcdo farmacolégica e a terapia fotodindmica (Esq.
6) (59,

L]

Porfirinas

Clorinas

Esquema 6: Precursores fotofarmacos
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3.3 ESTRUTURAS DOS COMPOSTOS OBTIDOS A PARTIR DO ANIDRIDO MALEICO

HS

Figura 15: (3) Fenilmaleimida, (5) P-Metil Acetato de Fenilmaleimida, (7) P-

Nitrofenilmaleimida, (9, 11, 13) P-Butil-Fenilmaleimida, (15) P-Dimetilamina Fenilmaleimida,
(17) Octilmaleimida, (19) Maleimida Coroa, (21) 4- Tiol- Fenilmaleimida
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E SOLVENTES

Para as sinteses, utilizamos as seguintes aminas: anilina, 4-nitroanilina, acido p- amino
benzoico, dimetilamina, todas de procedéncia da Sigma Aldrich, reagentes analiticos com alto
teor de pureza. Todos os reagentes no inicio das sinteses foram dissolvidos em éter etilico e,

apos a sintese extraidos em cloroférmio.

A ressonancia magnética de hidrogénio e de carbono foram realizadas a 500 e 125.77

MHz, utilizando cloroférmio deuterado (CDClIs) como solvente e TMS como referéncia.

4.2 METODOS

4.2.1 SINTESES DAS MALEIMIDAS

Em um erlenmeyer, foram dissolvidos 2 Mols de anidrido maleico em éter etilico e num
segundo erlenmeyer foram dissolvidos 1 Mol da amina correspondente, ambos sob agitacao
por 30 minutos e em temperatura ambiente. Verteu-se o primeiro erlenmeyer ao segundo e
formou-se um precipitado, o qual foi filtrado e lavado com por¢des de éter etilico e eliminado
em estufa com circulagéo de ar a 50°C por 40 minutos. O produto foi submetido a ciclizacdo em
solucdo de acetato de sddio/anidrido acético, aquecido a 70° C com agitacdo, pelo periodo de
6 horas. A reacdao foi vertida numa mistura de agua/gelo, neutralizada com hidroxido de aménio
até atingir pH basico e extraidos em cloroformio. O solvente eliminado através do equipamento

rotaevaporador. Os componentes foram purificados em uma coluna cromatografica com silica,
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utilizando cloroférmio como eluente e foi sendo monitorado por cromatografia de camada

delgada.

4.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios biolégicos foram realizados no Departamento de Microbiologia de Alimentos da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras- MG.

4.3.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Utilizou-se o método de difusdo radial em &gar nutriente, no qual as bactérias foram inoculadas
e anteriormente ativadas em caldo Heart Brain Infusion. Apés a ativacéo, foi preparada uma
suspensao microbiana cuja turbidez foi comparavel a escala de McFarland 0,5. Apés a
inoculacdo das bactérias, foram depositados discos de papel esterilizados e adicionou-se
nestes discos uma solugcdo dos compostos dissolvidos em DMSO na concentracdo de
250mmol/l. Estas placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e foram efetuadas as leituras
dos halos de inibicdo (em mm). Foram realizados controles paralelos com o solvente utilizado
para a dissolucdo dos compostos e um disco para diagnostico do antibiotico chamado

Estreptomicina na concentragéo de 10mcg.

Para o ensaio foram utilizadas as seguintes bactérias: Pseudomonas aureginosas ATCC 27853
(Gram negativa), Escherichia coli enteropatogénica ATCC 055 (Gram negativa),
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram positivo) e Listeria monocytogenes ATCC 15313
(Gram positivo), sendo que a Listeria monocytogenes foi infusa em caldo e em agar nutriente
com extrato de levedura. Todas as bactérias foram obtidas no Departamento de Microbiologia

de Alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
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5 RESULTADOS

5.1 SINTESE

Fenilmaleimida (3). Este composto foi sintetizado conforme a metodologia descrita e
purificado por cristalizacdo em etanol com 74% de rendimento e caracterizado por RMN 'H e
13C e por HPLC- Massa de alta resolucéo por infusdo direta, determinando uma massa exata
de 174,0582 para o ion molecular fenilmaleimida e o pico base de 206,0827 é referente a
abertura do anel imida e a adicao do metanol durante o processo de analise.

P-Metilacetato de fenilmaleimida (5). ApGs a esterificacdo do acido 4-aminobenzébico
obteve-se o0 4- aminobenzoato de metila, com 95% de rendimento e seguindo o procedimento
de obtencé&o similar ao anterior para a obtencdo do composto 2 com rendimento de 68%. Foi
realizada a caracterizacdo por RMN 'H e 3C e sua massa exata determinada é de 232,0609

referente ao ion molecular.

Nitrofenilmaleimida (7). Apresentou o maior rendimento em relacdo aos outros
compostos maleimidicos e foi caracterizado por massa exata de 219,0400 referente ao ion

molecular e o RMN foi enviado para andlise. Rendimento: 78%.

P-butil-fenilmaleimida (9, 11, 13). Metodologia similar aos anteriores e purificado em
cromatografia por coluna, apresentando um rendimento de 72% e sua caracterizacao foi

realizada por RMN H e 3C e sua massa determinada por aduto com sédio em 252,0993.

P-Dimetilamina fenilmaleimida (15). Metodologia similar aos anteriores com
rendimento de 71% e caracterizado por RMN 'H e 3C e massa de alta resolucdo com ion

molecular em 217,0971.

Octilmaleimida (17). A metodologia de obtencéo deste composto é similar ao composto
3 e purificado por cromatografia e coluna utilizando silica gel como suporte. A recristaliza¢do do

composto foi realizada por resfriamento a 5°C, com rendimento de 42%. A caracterizacéo foi
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determinada por RMN 'H e por HPLC- Massa alta resolugcdo por infusdo direta, onde foi
determinada uma massa de 210,1496 para o ion molecular, ja o pico determinado em 279,1555

atribuido a adicdo de metanol e potassio.

Maleimida coroa (19). Este composto foi obtido com 69% de rendimento e purificada em
cromatografia de coluna de silica gel, e caracterizada por RMN *H e 3C e por espectrometria

de massa.

4-tiol-Fenilmaleimida (21). Este composto foi obtido e forma similar ao composto 3 e
por apresentar baixa solubilidade na maioria dos solventes a sua purificacao foi realizada por

solubilizacdo em DMSO e precipitacao por adicdo de acetona. Estd submetida a caracterizacao.

5.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL:

Fenilmaleimida (3). Andlise da caracterizacdo de RMN*H (CDClz, 500 MHz), & (ppm):
6,84 (br s, 2H, H-2 e H-3 grupo vinilico); 7.32-7.39 (m, H-7, H-8 e H-9); 7.44-7.47 (m, H-6 e H-
10). RMN!3C (CDCls, 125.77 MHz); 5 (ppm): 126.0 (2C, C-6 e C-10); 127.9 (C-8); 129.1 (2C, C-
7 e C-9); 131.2 (C-5); 134.2 (2C, C-2 e C-3); e 169.5 (2C, C-1 e C-4) HPLC-MS, m/z para
C10H7NO2 calculada 174,0550 foi determinada em 174,0582. Com pico base em 206,0827
referente a abertura do anel imida e adigdo de metanol durante o processo. Rendimento: 74%.
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P-Metilacetato de fenilmaleimida (5). Andlise da caracterizagdo de RMNH (CDCls, 500
MHz), & (ppm): 3.93 (s, 3H, CHs-12); 6.88 (br s, 2H, H-2 e H-3 grupo vinilico); 7.48-7.51 (m, 2H,
H-6 e H-10); 8.12-8.15 (m, 2H, H-7 e H-9). RMN*3C (CDCls, 125.77 MHz); & (ppm): 52.3 (C-12);
125.2 (2C, C-6 e C-10); 129.1 (C-8); 130.4 (2C, C-7 e C-9); 134.4(2C, C-2 e C-3); 135.3(C-5);
166.2(2C, C-1 e C-4); e 168.9(C-11). HPLC-Massa exata calculada para Ci12H10NO4, 232,0604
(M+1), foi determinada em 232,0609. Rendimento: 68%.
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Nitrofenilmaleimida (7). HPLC-Massa exata calculada para CioHeN204, 219,0400
(M+1), foi determinada em 219,0400 para (M+1). Rendimento: 78%.

P-butil-fenilmaleimida (9, 11, 13). Andlise da caracterizacdo de RMN'H (CDClsz, 500
MHz), & (ppm): 0.93 (t, 3H, J= 11Hz, CHs-14); 6.84 (br s, 2H, H-2 e H-3 grupo vinilico); 1.35-
1.37 (m, 2H, H-13); 1.58-1.62 (m, 2H, H-12); 2.61-2.65(t, 2H, H-11); 7.26 (m, 4H, H-6, H-7, H-9,
H-10). RMN®3C (CDCls, 125.77 MHz); & (ppm): 13.9 (C-14); 22.3 (C-13); 33.4 (C-12); 35.3 (C-
11); 125.9(2C, C-7 e C-9); 128,5 (C-8) 129.1(2C, C-6 e C-10); 134.1(2C, C-2 e C-3); 143.0 (C-
5); 169.7(2C, C-1 e C-4). HPLC-Massa exata calculada para C14H1sNO2, 230,1176 (M+1), foi
determinada em 230. O ion molecular e correspondente ao aduto com sddio em 252,1176.
Rendimento: 72%.
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Espectro de RMN 13C, em CDCl3 a 125 MHz P-butil fenilmaleimida

P- Dodecil fenilmaleimida (13). Andlise da caracterizacdo de RMN!H (CDCls, 500
MHz), & (ppm): 0.85-0,90 (t.3Hs, CHz-22); 1.26 (m, 18Hs); 2.59-2,65 (t.2Hs); 6.83 (br s. 2Hs, H-
2 e H-3 grupo vinilico); 7.23-7.25 (m, 4Hs aromatico).
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Espectro de RMN 1H, em CDCl3 a 500 MHz P-dodecil-fenilmaleimida

P-Dimetilamina fenilmaleimida (15). Andlise da caracterizacdo de RMN'H (CDCls, 500
MHz), & (ppm): 2.97(s, 6H, 2CHs, H-11 e H-12); 6.81(m, 4H, H-2 e H-3, H-7 e H-9 grupo vinilico
e aromatico); 7.12-7.15 (2s, 2H, H-6, e H-10). RMN*3C (CDCls, 125.77 MHz); & (ppm): 40.6 (2C,
C-11e C-12); 112.62 e 112,65 (2C, C-5 e C-8); 127.2 (4C, C-6, C-7, C-9 e C-10); 134(2C, C-2
e C-3); 170.1 (2C, C-1 e C-4) HPLC-Massa exata calculada para C12H13N202, 217,0972 (M+1)
foi determinada em 217,0971. Rendimento: 71%.
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Octilmaleimida (17). Andlise da caracterizacdo de RMN*H (CDCIz, 500 MHz), & (ppm):
0,87 (t, 3H, J=6,5 CH3), 1,25-1,27 (m, 10H), 1,56-1,60 (m, 2H, BCH>), 3,50 (t, J= 7,0 2H aCH>)
6,68 (br s, 2H, H-2 e H-3 grupo vinilico) HPLC-Massa exata calculada para C12H19NOz2,
210,1489 (M+1) foi determinada em 210,1496 para ion molecular, pico base em 279,1555

atribuido a adicdo de metanol e potassio.
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Espectro de RMN 1H, em CDCls a 500 MHz Octilmaleimida

Maleimida Coroa (19). Andlise da caracterizacdo de RMN*H (CDCls, 500 MHz), & (ppm):
3,76 (m, 8H, vy, & e ¢€); 3,91 (m, 4H, B); 6,80-6,90 (m, 4H, H-2 e H-3 vinilicos e aromaticos
sobrepostos); 7,27 (H-6 sobreposto ao CHCIz). RMN*3C (CDCls, 125.77 MHz); & (ppm): 69,23,
69,32, 69,49, 69,93, 70,47, 70,59, 71,04 e 71,20 (8C, para os carbonos do éter de coroa); 112,45
(C-6); 114.01(C-9); 119,23 (C-10); 124,36 (C-5); 134,14 (2C, C-2 e C-3); 148,90 e 149,38 (2C,
C-7 e C-8) e 169,70(2C, C-1 e C-4).
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Espectro de RMN 13C, em CDCls a 125 MHz Maleimida Coroa

Maleimida de Enxofre (21). A purificacao foi realizada através da cristalizacéo, onde a
maleimida foi dissolvida em DMSO e cristalizada com adicao lenta e gradual de metanol. O
DMSO foi removido através das lavagens de dos cristais com metanol e por filtracdo de suc¢éo

de vacuo.

5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos compostos de maleimida foram determinadas pelo método de
difusdo do agar em quatro cepas bacterianas, sendo duas gram positivas e duas gram negativas

e como controle utilizou-se o solvente dos compostos, DMSO, pois este por apresentar toxidade
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as células poderia interferir nos halos de inibicdo dos compostos estudados e discos do
antibiético Estreptomicinal®®, um antibiético utilizado no tratamento de infecgGes bacterianas

como tuberculose e brucelose.

De acordo com a Tabela 1 observamos que foram obtidos valores de halos de inibicao
significativos dos compostos em relacéo ao disco controle do antibiético, tanto para as bactérias
gram positivas como para as bactérias gram negativas, sendo que a maioria dos compostos
sintetizados apresentaram uma melhor atividade nas bactérias gram positivas. Observamos que
as maleimidas ndo substituidas foram mais ativas que as maleimidas substituidas conforme ja
descrito em estudos anteriores e esses fatores podem estar relacionados ao receptor biolégico
com uma melhor interacdo com a planaridade da molécula, mudanca de polaridade,

comprimento da cadeia dos substituintes que podem interferir nas atividades bioldgicas.

Tabelal. Atividade Antimicrobiana das maleimidas pelo método de difusdo em &gar:

Compostos Zona de Inibicdo (mm)
Escherichia coli Pseudomonas Staphylococcus Listeria
enteropatogénica aureginosas aureus monocytogenes

Streptomicina 16 15 14 14
DMSO - - - -
3 16 14 18 20
5 5 - 6 -
7 8 14 11 14
9 13 14 17 18
11 4 - 2 8
13 5 7 - 8
15 10 14 14 17
17 6 6 - 7
19 15 12 17 13
21 9 10 8 8
23 9 12 11 10
25 7 2 - -
27 8 13 13 16
29 10 8 10 14
31 6 13 9 13
33 10 11 15 18

35 11 13 17 20
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6 DISCUSSAO

De acordo com resultados obtidos para atividade antimicrobiana das maleimidas, verificou-se
gue, nas bactérias gram negativas, apresentou valores de halos de inibicdo inferiores em
relacdo ao grupo controle do antibitico estreptomicina, jA as bactérias gram positivas
apresentaram atividade inibitéria de crescimento acima de 70% em grande parte dos compostos

sintetizados, sendo que estes compostos foram dissolvidos em uma Unica concentragdo de 250

mmol/ml em DMSO.

Pode-se atribuir essa diferenca de inibicdo a presenca de grupos eletrodoadores, densidades

eletrdnicas, interacdo com o receptor bioldgico em relagcdo a estrutura molecular da superficie

da célula, pois esta é muito polar .34,
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Outro fator é o tamanho da cadeia que determina a hidrofilicidade e a lipofilicidade dos
compostos, pois podem interferir na inibicdo, a qual cita-se o composto 17, que nao apresentou

nenhuma inibicdo, tanto nas bactérias gram positivas, como nas bactérias gram negativas.

Na plataforma de compostos que foram sintetizados, tém-se um grupo que pode avaliar a
hidrofilicidade e a lipofilicidade, reagindo com enzimas a fim de tornar molécula mais polar ou
menos polar, um composto de grupo funcional que apresenta um radical livre para a
potencializacdo da atividade biolégica e um composto com grupo tiol para a incorporacédo de
nanoparticulas e inteiracdo com tioproteinas através do aminoécido Cisteina na formacao das

pontes de enxofre.
Por esses fatores a maleimida é uma principal representante nas atividades bioldgicas X,

Em relacdo a caracterizacdo da estrutura, foi realizada a espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de 'H e 3C, que através de suas principais caracteristicas confirma-se
estrutura da molécula, isto €, deslocamentos quimicos, intensidades dos picos e acoplamentos

spin-spin.

Em um espectro de RMN de 'H, ignora-se um pico de deslocamento quimico igual a zero que
corresponde o valor de referéncia TMS e um pico de 7,25 ppm referente a impureza do
cloroférmio do solvente CDCls.

O valor atribuido ao anel imidico da maleimida € bastante visivel, pois aparece em um Unico
sinal (singlete). Os protons arométicos séo atribuidos em uma anica regido, como atribuido no
espectro do composto (3), onde os cinco prétons aromaticos sao representados em um sinal

triplete e um sinal duplete.

Os compostos (5- 13), temos sinais atribuidos aos prétons do grupo metila (CHs) mais
desblindados, representados em picos de sinais singlete e triplete e os prétons dos aromaticos
representados em sinais multipletos sdo quimicamente equivalentes por estarem no mesmo
plano de simetria. No composto (13) temos os prétons do grupo metilénico (CH2) é representado
nas areas de picos num sinal multiplete de dezoito prétons referente ao deslocamento quimico

de 1,26-1,58 ppm, e um grupo metilénico de dois prétons num sinal triplete com deslocamento
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quimico entre 2,59-2,65 ppm e dois prétons num sinal triplete com deslocamento quimico de
1,59-1,63 ppm.

O composto (15) ocorreu que dois protons do anel aromatico foram atribuidos no mesmo sinal
dos dois protons do anel imidico com valor de deslocamento quimico 6,80 ppm. Pode-se ter
ocorrido que na atribuicdo dos sinais do deslocamento quimico deste composto, ocorreu uma
sobreposicdo de sinal, a esta atribuicdo, Ié-se como duplete de duplete devido a esta
sobreposicdo. Neste caso recorremos ao espectro de ressonancia magnética nuclear de 3C

para confirmagdo do deslocamento quimico.

No composto (19) dois prétons do anel aroméatico foram atribuidos juntamente no mesmo sinal
do solvente cloroférmio e dois prétons do anel aromatico foram atribuidos no mesmo sinal dos
dois prétons do anel imidico com valor de deslocamento quimico 6,80-6,90 ppm devido a
sobreposicao de sinal.

Em nosso trabalho a espectroscopia de massa foi de suma importancia para determinar a
massa molecular precisa dos compostos, onde tem-se um pico mais alto (ion molecular),
confirmando a estrutura proposta. Para alguns compostos a espectroscopia de massa
apresentou um pico base mais aparente que o do ion molecular. Justifica-se a este pico uma

adicdo de metanol ou sédio para a determinacao da espectroscopia de massa.

7 CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste estudo permitem as seguintes conclusodes:

e As maleimidas sintetizadas apresentaram resultados de rendimentos satisfatorios,
segundo Hargreaves et al., a partir do anidrido escolhido com as aminas aromaticas

primarias, onde o nitrogénio esta ligado diretamente ao anel aromatico.
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As reacOes ocorreram normalmente em temperaturas ambiente e sob agitacdo e a
ciclizacao do anel ciclico foi realizada através do refluxo com temperatura controlada e

utilizando como agentes desidratantes anidrido acético e sulfato de sddio anidro.

Os compostos obtidos foram caracterizados através da espectroscopia de massa,
ressonancia magnética de 'H e ressonancia magnética de '3C para comprovar as

estruturas dos compostos sintetizados.

Os resultados obtidos na atividade antimicrobiana foram satisfatorios em relacdo a

estudos anteriores [,

Devido a necessidade de novos farmacos para tratamento das mais variadas patologias
as imidas ciclicas lideraram o desenvolvimento de novos e eficientes farmacos. Portanto
ha muito para avancar nas pesquisas principalmente em relacdo a sua eficacia nos
estudos clinicos e a determinacao do perfil toxicolégico e a necessidade de elucidacao
dos mecanismos moleculares envolvidos nas ac¢fes biolégicas, com possibilidade de

obtencéo de substancias com potencial para atuar como novos e eficientes farmacos.
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Abstract — Previous studies have shown that cyclic
imides and their subclasses have obtained positive results
in biological activities, showing anti-microbial, analgesic
and antifungal therapeutic potential. Arousing the interest
of the scientific community and the pharmaceutical
industry, surpassing expectations in relation to certain
drugs used in the market. In this work we specifically
perform the synthesis of one of the subclasses of cyclic
imides, called maleimides, as they are easy to obtain and
with good yields, in addition to being versatile for
conjugation with other molecules. The synthesized
compounds were identified by 1H and 13C nuclear
magnetic resonance, mass spectroscopy and antimicrobial
activity was analyzed. In this work, a maleimide platform
was obtained with different functional groups. These
molecules showed synthesis yields (90%) and the activity
was superior to the antibiotic strepto-mycine.

Key words— Maleimides; Drugs; Antimicrobian

activity.

I. INTRODUCTION

With the development of humanity, new diseases
have emerged, which may be of a bacteriological,
fungal or viral nature. Often, of a complex nature
such as AIDS and Covid19. The emergence of new
diseases requires ingenious studies in the sense of
designing, synthesizing and determining the

biological activity of new molecules. In this sense,

organic synthesis has been a great ally with the
scientific community, favoring the significant
growth of new drugs. Which can show promising
results in biological effects and in advancing pre-
clinical and clinical studies. Among these
compounds, cyclic imides stand out [*!. In order to
enhance the biological activity, chemical
processes are used that imply molecular changes,
this depends on the pharmacological and
pharmaco-phobic groups present in the molecule.
In this way, we seek to insert groups that can alter
the physico-chemical properties, such as:
hydrophobicity of the substance; alteration of the
potential of pharmacological groups. This change
occurs through the insertion of donor groups and

/ or electron acceptors.

Which enable the application of qualitative and
guantitative methods, and correlate with the
chemical structure and biological activity 2. These
methods make it possible to verify the interaction

between the chemical structure and biological
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activity, or the chemical structure and some
physical-chemical property. Additionally, it is
possible to verify its effects caused in a substance
(ligand) during the interaction with the biological
receptor, justifying the main factors of this
interaction B The introduction of substituents
produces changes in the physicochemical
properties of the molecule (hydrophobicity,
electronic density and structural conformation)
and may lead to new syntheses . Several
methods have been developed to obtain a better

understanding of the different physical-chemical

parameters, in a small series of substances or test
group, which we mention the methods of Hansch
B Craig ®, Topliss I”!, and the modified Topliss

method 1.

In this sense, cyclic imides are compounds that have
great therapeutic potential. This family of
compounds has the functional group characteristic
of imides —CO-N (R) (Fig. 1), where R can be a
hydrogen atom, an alkyl or aryl group linked to a
carbon chain. Among the cyclic imides we can
highlight: Maleimides, Succinimides, Glutarimides,
Phthalimides, Naphtha-limides and their derivatives

1 With relevance to

Maleimides, for being inhibitors of Prostaglandin
Endo Peroxide Synthase (PGHS). This process occurs

by enzymatic attack on olefinic and carbonyl carbons

81, Proving the importance of studying the biological
activity of maleimides, as they are closely related to

antimicrobial processes.

0 R

/

N

0]

Figure 1: General Structure of Cyclic Imides

Cyclic imides and their subclasses have biological
effects of great importance which we cite as

maleimide as the main representative in anti-fungal,

antibacterial and insecticidal activities ™. The main
objective of this work was to obtain a maleimide
platform with different functional groups (R) and to
determine the antibacterial activity of the
compounds obtained in Escherichia coli ATCC 055,
Pseudomonas aureginosas ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Listeria

monocytogenes ATCC 15313,

1. MATERIAL AND METHODS

Syntesis
Anilines and anhydride came from Sigma Aldrich;

high purity analytical reagents. The solvents ethyl
ether, acetic anhydride, chloroform, methanol and
sodium acetate and from synthia do Brasil.
Maleimides were synthesized in two stages: 1) the

addition of anilines to maleic anhydride for the
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formation of the corresponding acid and 2) reflux in
acetic anhydride for the cyclization of the imide ring.
This procedure was performed according to the
process described in the literature ®, with a yield
between 32-78%. The characterization was
performed by nuclear magnetic resonance at 500
MHz, using deuterated chloroform (CDCl3) as a
solvent and TMS as a reference.
Antimicrobian activity

The radial diffusion method on nutrient agar was
used, where the bacteria were activated in brain and
heart broth by infusion and inoculated. After
activation, the turbidity was corrected using the
McFarland 0.5 scale. The sterile paper discs were
immersed in a solution of the compounds dissolved
in DMSO, at a concentration of 250mMol / mL. These
plates were incubated at 37°C for 24 hours and the
inhibition halos (mm) were read. Controls were
performed with solvent (DMSO) and antibiotic
(Streptomycin). The tests were carried out with the
following bacteria: Pseudomonas aureginosas ATCC
27853  (gram  negativa), Escherichia  coli
Enteropatogénica ATCC 055 (gram negativa),
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (gram positivo) e

Listeria monocytogenes ATCC 15313 (gram positivo).

im. ResuLTs

A. Synthesis and structural characterization

In this research, 11 compounds were obtained,

compound 1 has recognized antibacterial activity.

Compounds 2, 3 and 4, have already been
synthesized, but never had their biological
activities determined. The remaining compounds
(5 to 11) are new. Figure 2 shows the synthetic

scheme for obtaining these compounds.

Qﬁ
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Figure 2: Compound platform structure: (1) 1-phenyl-1H-pyrrole-
2,5dione; (2) 1-octyl-1H-pyrrole-2,5-dione, (3) 1-(4-nitrophenyl)-1H-
pyrrole2,5-dione; (4) 1-(4-mercaptophenyl)-1H-pyrrole-2,5-dione;
(5) 1-(4butylphenyl)-1H-pyrrole-2,5-dione; (6) 1-(4-dodecylphenyl)-
1H-pyrrole2,5-dione; (7) 1-(4-octadecylphenyl)-1H-pyrrole-2,5-
dione; (8) 1-(4henicosylphenyl)-1H-pyrrole-2,5-dione.

The 11 compounds were perfectly purified on a
column with silica gel and characterized by high
resolution mass spectrometry, and nuclear
magnetic resonance of Hydrogen (NMR1H) and
carbon 13 (NMR13C). Only the spectra referring
to methyl 4- (2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-
1yl) benzoate (compound 9), are presented in

figures 3, 4 and 5, respectively.
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Figure 3: Mass spectrum of methyl 4-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-
pyrrol-1yl)benzoate
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Figure 4: Spectrum of RMN 1H, in CDClz a 500 MHz 4-(2,5-dioxo-
2,5dihydro-1H-pyrrol-1-yl)benzoate
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Figure 5: Spectrum of RMN 13C, in CDClz a 125 MHz 4-(2,5-dioxo-
2,5dihydro-1H-pyrrol-1-yl)benzoate

B. Biological Activity
Antibacterial activity was determined in four

strains of bacteria. Two gram positive

(Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Listeria monocytogenes ATCC two gram negative
(Pseudomonas aureginosas ATCC 27853 e.

Escherichia coli ATCC 055).

Table 1. Antimicrobial activity of maleimides by the agar diffusion
method; Data are presented as mean and standard error of three

independent experiments

Compound

Inhibition Zone (mm)

Escherichia Pseudomonas Staphylococcus Listeria
coli aureginosas aureus monocytogenes

Streptomicina  250mMol/mL 250mMol/mL  250mMol/mL 250mMol/mL
16.4 +0.00 15.23+0.00 13.51+ 0.00 13.6+0.00

DMSO 0+0.00 0+0.00 0+0.00 0+0.00
1 15.8+0.24 13.73+0.84 18.4+1.09 20.3+0.57
2 8.43 +£2.27 4.60+1.88 0+0.00 6.6+0.13
3 8.4 £0.28 13.93+0.67 10.5+1.03 14.0+0.75
4 9.0+1.24 10.05+ 1.44 8.1+0.69 7.8+0.60
5 13.3+0.38 13.98 £ 1.05 16.7+0.17 17.8+£0.09
6 4.2+1.70 0+0.00 21+1.74 8.1+0.36
7 54+231 7.25+0.18 0+0.00 7.5+0.14
8 8.8+0.61 12.44+ 0.95 11.2+0.16 9.6+1.01
9 4.7+1.94 0+0.00 6.4+0.14 0.0 £0.00
10 9.6 +0.46 13.47+0.82 13.6+0.31 17.0+0.46
11 15.0+0.71 12.04+ 0.59 16.8+0.54 12.5+1.25

The solvent (DMSO) had no inhibitory effect.

Streptomycin (control) showed a regular inhibition

pattern within the group of bacteria analyzed. With

zone of inhibition of 15.2 - 16.4 mm for gram

negative and 13.5 - 13.2 mm for gram positive. For

gram negative bacteria, E. coli was most affected by

compounds 1 and 11 (15.0 - 15.8 mm) and 5 (13.0

mm). P. aureginosas was more affected by
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compounds 1, 3, 5 and 10 (13.47 -13.98 mm). For

gram positive

S. aureus was more affected by 5, 11 and 1 (16.7-
18.4 mm). L. monocytogenes was more affected by

10,5and 1 (17.0-

20.3 mm).

Iv. Discussion
The maleimide resulting from the aliphatic
amine octan-l-amine was obtained with 38% to
obtain 1-octyl-1Hpyrrole-2,5-dione (compound 2).
On the other hand, those obtained by anilines,
showed much higher yields, between 78-92%. This
reaction yield is related to the nucleophilicity of the

amines. The higher yields were obtained for the

alkylated anilines of compounds 4, 5, 6, 7 and 8, all
with yields greater than 85%. The higher yield of
these compounds is related to the greater reactivity
of these anilines, which was increased by the
inductive effect of the alkyl chain donor. These
compounds  were perfectly  purified by
chromatography on silica gel, since the polarity of
the products differs significantly from the reaction
reagents and byproducts. The characterization was
performed unequivocally by mass spectrometry and
nuclear magnetic resonance (NMR1H) and 13CNMR
at 500MHz and 125 MHz, respectively. The NMR1H

spectra show a characteristic singlet in chemical

displacement (o) of 6.8 ppm for the 2H vinyls,
characteristic of the maleimide ring. In the 13CNMR

the carbons of carbonyls 1 and 4 appear in ¢ = 170

ppm.

Since it is known that the biological activity
of maleimides is related to structural factors and
their physiochemical properties, in this work a
platform of maleimides with different functional
groups was synthesized, which provided a study of
the chemical structure related to biological activity.
In P. aureginosas bacteria ATCC 27853, E. coli ATCC
055, S. aureus ATCC 25923 and L. monocytogenes
ATCC 15313. Figure 1 presents a scheme of the
synthesis strategy of the compounds that were used

to study biological activity.
Within the concentrations used, no activity was

observed for DMSO. The antibiotic Streptomycin did
not show selectivity between gram positive and
gram negative bacteria. For gram negative bacteria,
compounds 11 and 1 showed a potential close to
Streptomycin. The same was observed for
compounds 10, 5, 1 and 3 in P. aureginosas. On the
other hand, the gram positive results showed an
inhibitory potential of the compounds in the
following order 1, 11, and 5, higher than
Streptomycin when applied to S. aureus. For L.
monocytogenes, compounds 1, 5, and 10 also
showed an inhibitory potential greater than

Streptomycin.
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Considering that these compounds have the
maleimide ring as a pharmacological group, and that
the mechanism of action occurs by enzymatic attack
on the vinyl group conjugated to carbonyls and / or
carbonyl group, and that they are present in all
compounds; it is concluded that the differences
between the activities seem to be related to the
hydro / lipophilic balance. This relationship seems to
be maximalized for compound 1, 5, 10 and 11 in

gram positive.

v. CoNCLUSIONS
For the synthetic process, it was found that the
compounds obtained from anilines present a much
higher yield than those obtained by aliphatic amines.
Compounds 1, 5, 10 and 11 were the ones with the
greatest potential. In some cases superior to the
classic antibiotic  Streptomycin.  Since, the
pharmacological group is the maleimide ring, and
the mechanism of enzymatic attack on this ring is

dependent on an internalization in microorganisms
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ATIVIDADE BIOLOGICA DE MALEIMIDAS CONTRA Aeromonas spp. ISOLADAS
DE TAMBAQUI E CITOTOXICIDADE IN SILICO

Claire Juliana Francisco?; Silvia Umeda Gallani?; Agnes Cecheto Trindade3;
Edson Conrado Luz* Renata Coelho Cavalcanti®; Gustavo Moraes Ramos Vallad3o®;Guilherme Campos
Tavares’; Adjaci Fernandes Uchoa®.

RESUMO

Bactérias destacam-se por causarem grandes perdas dentro da piscicultura (e.g. Aeromonas
hydrophila, Aeromonas jandaei), e a sintese de novas moléculas com potencial para o controle das
bacterioses é uma tematica promissora dentro da aquicultura. Desta forma, moléculas denominadas
maleimidas foram testadas contra bactérias isoladas de tambaqui Colossoma macropomum
provenientes de pisciculturas do interior do estado do Amazonas. A técnica MALD TOF identificou A.
hydrophyla e A. jandaei. 100% das moléculas testadas apresentaram MIC=MBC. Apenas 2 moléculas
apresentaram baixo risco de toxicidade tedrico. O presente estudo, confirma o potencial das
maleimidas para uso veterindrio em aquicultura.

Palavras-chave: Imidas. Antibacteriana. Tratamento. Piscicultura.

ABSTRACT

Bacteria stand out for causing great losses within fish farming (e.g. Aeromonas hydrophila,
Aeromonas jandaei), and the synthesis of new molecules with potential for treatment becomes
essential. Maleimides were tested on Colossoma macropomum bacteria from fish farms in the
interior of the state of Amazonas. MALD TOF, identified A. hydrophyla and A. jandaei. 100% of the
tested molecules had MIC=MBC. Only 2 molecules had a low risk of theoretical toxicity. The present
study confirms the potential of maleimides for veterinary use in aquaculture.

Key words: Imides. Antibacterial. Treatment. Fish-farming.
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INTRODUCAO

A aquicultura é caracterizada pela criagdo de organismos aqudticos em um ambiente controlado
(SOFIA, 2020), sendo uma das cadeias produtivas mais importantes em todo o mundo. O mercado
aquicola estd em crescente desenvolvimento mundial sendo previsto atingir mais de $ 208,9 bilhdes
até o ano 2025. Nos Estados Unidos, o crescimento sera de 5,4% no mesmo periodo e na China de
4,3% nos proximos dois anos investindo em torno de $ 9,4 bilhées em oportunidades de negédcios

dentro dessa area (RESEARCH e MARKETING, 2020).

Nos ultimos seis anos, a producdo aquicola brasileira apresentou um crescimento de 31%, e passou de
578.800 t (2014) para 758.006 t (2019). Somente a producdo de peixes nativos representou 38%
(288.042 t) de toda piscicultura brasileira em 2019 (ANUARIO PEIXE BR, 2020). No entanto, de acordo
com SHIOGIRI et al., (2015), a realidade crescente da aquicultura dentro do agronegdcio, possibilita

maior contato dos animais com os diferentes tipos de patdgenos por conta de alguns fatores:

i) aumento da densidade de animais em tanques; ii) falta de conhecimentos e tecnologias de manejo
alimentar, que contribuem diretamente para a ma qualidade da agua. Isto contribui para o surgimento
de surtos de doencas causadas por parasitas, fungos e bactérias. Tais doencas trazem grandes
prejuizos, tanto para a qualidade e bem-estar animal quanto para o produtor, resultando em perdas
econOmicas. No Amazonas essas doencgas ocorrem em peixes de grande importancia na piscicultura,
dentre eles esta o tambaqui Colossoma macropomum um dos peixes mais consumidos na regiso
norte do pais. Tal espécie possui alta demanda na piscicultura por ter uma conversao alimentar
satisfatdria, facil adaptabilidade ao ambiente e a racdo artificial, além de facil reproducdo e rapido

crescimento na fase larval e alevinagem.

Dentre as doencas infecciosas, as bacterioses destacam-se por causarem grandes perdas dentro da
piscicultura e por terem algumas espécies consideradas como potencialmente zoondticas. Bactérias
do género Aeromonas sdo gramnegativas, estdo presentes na agua, e podem causar doengas em
animais como mamiferos e anfibios. Essas bactérias possuem uma vasta cadeia de fatores de viruléncia,
0 que permite criar resisténcia dentro do sistema de defesa do organismo do hospedeiro e,

consequentemente levando-o a morte (RODRIGUES et al., 2019).

Na producdo, a resisténcia antibacteriana estad relacionada a transmissdo vertical de plasmideos
(GUGLIELMETTI et al., 2009). Por esse motivo dentro do contexto atual, e visto que a resisténcia
microbiana é desenvolvida ha décadas, é urgente a descoberta de novos compostos para criacdo de
alternativas de medicagdo eficazes no controle dessas doencas (SILVA e AQUINO, 2018) e para isso, a

sintese quimica tem contribuido com essas descobertas. Para aperfeicoar o desenvolvimento de
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substancias biologicamente ativas, dispdem-se processos quimicos que acarretam em modificacdes
moleculares. Tais modificacdes designam principios ativos de novos fdrmacos. Essa construcdao de
moléculas organicas, envolve cadeias lineares e ciclicas, assim como a presenca de outros elementos
(heteroatomos), onde a jungdo, implica em estruturas heterociclicas, com a presenca de um ou mais
atomos diferentes do carbono. A partir dessa sintese, pode-se criar as chamadas imidas ciclicas,
estruturas de grande importancia para o desenvolvimento de novos farmacos por ser de facil obtencao,
versatilidade e de menor custo. As imidas ciclicas e suas subclasses apresentam efeitos bioldgicos de
grande importancia, a qual citamos as maleimidas, como o principal representante nas atividades

antifungica, antibacteriana e inseticida (CECHINEL et al., 2003).

Desenvolvimento de novos farmacos

A necessidade do desenvolvimento de novos fdrmacos com grande potencial terapéutico intensificou
o processo de geracdo de novos conhecimentos cientificos e tecnolédgicos nos setores de pesquisa, a
fim de se obter resultados excelentes e relevantes experimentalmente, determinando uma notavel
elevacdo da quantidade e qualidade dos medicamentos disponiveis no mercado farmacéutico, onde a
maioria é de origem natural (BARREIRO et al., 2005; 2009). Assim sintese organica tem sido um grande
aliado junto a comunidade cientifica, ocasionando um crescimento significativo de novas moléculas,
com resultados promissores nos efeitos bioldgicos e no avanco dos estudos pré-clinicos e clinicos,

dentre as quais destacam-se as imidas ciclicas (CECHINEL et al., 2003).

Sintese

O desenvolvimento de substancias biologicamente ativas, utiliza-se de processos quimicos que
implicam em modificagdes moleculares, dependendo dos grupos reativos para que essas modificagdes
sejam realizadas. Inicialmente, procura se inserir grupos que apresentem alteragdes na
hidrofobicidade da substancia ou em grupos doadores/ e ou aceptores de elétrons que possibilitem a
aplicagcdo de algum método qualitativo e quantitativo correlacionado com a estrutura quimica e a
atividade bioldgica (CECHINEL et al., 1998), possibilitando a verificacdo da interacdo entre a estrutura
guimica e a atividade bioldgica (QSAR) ou da estrutura quimica e alguma propriedade fisico-quimica
(QSPR) e os efeitos que podem causar em uma substancia (ligante) durante essa interagdo com o

receptor bioldgico, justificando os fatores principais dessa interacdo (ARROIO et al., 2010).

A substituicdo de um atomo de hidrogénio por um determinado substituinte (grupo alquila, grupo
nitro, grupo ciano, grupo carboxilato, halogénio etc.) pode modificar profundamente a poténcia,

duracdo e ainda a natureza do efeito farmacoldgico da molécula. Os estudos de correlacdo estrutura-
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atividade, fundamentados no efeito substituinte em um determinado anel aromatico, sdo muito
comuns na quimica medicinal, uma vez que 50% dos fdrmacos ou substancias bioativas possuem este
tipo de anel. As introducdes de substituintes produzem modificacdes que podem atingir as
propriedades fisico-quimicas da molécula, como a hidrofobicidade, a densidade eletronica e a
conformacao estrutural, podendo orientar para novas sinteses. Um planejamento racional de fdrmacos
permite estabelecer um grupo de substancias-teste para a realizacdo de uma andlise quantitativa da

relagdo estrutura-atividade (CECHINEL et al., 2001).

Imidas ciclicas
Sdo compostos que apresentam o grupo —CO-N (R) (Fig. 1), onde R pode ser um dtomo de hidrogénio,

um grupo alquila ou arila ligados a uma cadeia carboénica.

Podem ser divididas cinco classes: i) Maleimidas; ii) Succinimidas; iii) Glutarimidas; iv) Ftalimidas; v)

Naftalimidas (Fig. 2), e seus derivados (CECHINEL et al., 2003).

Figura 1: Estrutura Geral das Imidas Ciclicas
@) R

/

N

@)

Fonte: Elaborado pelos autores

Figura 2: Diferentes subclasses de Imidas Ciclicas: (1) Maleimidas, (2) Succinimidas, (3)

Glutarimidas, (4) Ftalimidas, (5) Naftalimidas, R: Grupo Alquil, Aril e outros
0

0]
O

N—R
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Fonte: Elaborado pelos autores

Atividade antimicrobiana

Maleimidas, citraconimidas, 3-piperidinosuccinimidas, 3-morfolinosuccinimidas e seus derivados
sulfonados ja foram registradas ha alguns anos com atividade contra bactérias (CORREA, 1997). A N-
(p-N’,N’-dimetilsulfamoilfenil)-3-morfolinosuccinimida e a N-(p-N’-fenilsulfamoilbenzil) citraconimida
foram avaliadas com diferentes fungos e apresentaram uma ativagdo principalmente contra Candida
albicans, Candida neoformans e Microsporum gypseum na concentragdo de 6,3ug/ml e
Aspergillus flavus, Microsporum canis e Aspergilus parasiticus na concentracdo de 25 pg/ml. Em
geral, observou-se que, com a introdugdo do grupo sulfamoil (formacdo da sulfonamida), tém-se um
aumento na atividade bioldgica e que, com a presenca de grupos eletrodoadores (metoxi ou
dimetilamino), tém-se um aumento da atividade antimicrobiana, por facilitar a interacdo farmaco-
microrganismo, pois a estrutura molecular da superficie da célula é muito polar (RANGE et al., 2016).
Entretanto, algumas moléculas podem sofrer transformag¢des “in vivo”, a derivados ativos (e.g.
sulfonamidas), as quais possuem agdo bacteriostatica (BRUNTON et al., 2019) sendo considerada um
pro-farmaco. Entretanto, com relagao as imidas ciclicas e suas subclasses, a qual apresenta efeitos
biolégicos de grande importancia, citamos a maleimida como o principal representante nas atividades

biolégicas (CECHINEL et al., 2003).

Obtencéo das maleimidas

Ha muitas metodologias de obtencdo das maleimidas, mas o método mais apropriado e versatil é a
sintese destes compostos representados (Fig. 3) (HARGREAVES, 1970). O anidrido maleico reage com
a amina apropriada para a transformacdo do respectivo acido maleamico, que é ciclizado facilmente
usando agentes desidratantes de facil acesso, por exemplo, o acido acético, anidrido acético, acetato
de sédio anidro, entre outros, sob aquecimento, permitindo o uso de diferentes aminas, como as
anilinas substituidas, obtendo-se derivados maleimidicos N-substituidos com bons rendimentos

(CECHINEL et al., 2003).
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Figura 3: Rota de obtengdo da Maleimida

(@]
(0]
éter NH—R CH3COOH N—~R + H,O
\ agitacdo OH ref luxo
o) O

Fonte: Elaborado pelos autores

A N-fenilmaleimida, como outros substratos, tem um grande potencial farmacoldgico (CECHINEL,;
VALDIR, 1995). A N-fenilmaleimida reage com o acido clorossulfénico em aquecimento, obtendo-se o
cloreto de sulfonila e através deste composto obtém-se diferentes sulfonamidas através de reagGes

com aminas apropriadas, que sdo introduzidas na dupla ligacdo imidica (Fig. 4).

Figura 4: Composto formado através da adicdo do dimetilamina e substituicdo nucledfila do cloro

(0]
HSO;Cl
6 mols
N (4‘ N@—sop
80°C
(@]



Multidisciplinaridade na aquicultura: Legislagdo, sustentabilidade e tecnologias 196

NH(CHj;),
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Fonte: Elaborado pelos autores

Potencial farmacol6gico das maleimidas

Durante muitos anos, Hargreaves et al., (1970) estudou os efeitos bioldgicos das maleimidas, as quais
destacamos os efeitos antifliingico, antibacteriano e inseticida. Verificou-se que as maleimidas tem uma
atividade antiflingica de maior efetividade em relagdo as succinimidas, comprovando a importancia da

dupla ligacdo imidica (NUNES, 1986).

As N-alquilarilmaleimidas apresentaram atividades contra algumas bactérias patogénicas aos seres
humanos, como a Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumonia.Também
apresentaram atividade contra fungos leveduriformes e miscelais, causadores de micoses em
humanos, como Microsporum canis, Candida albicans, Penicilium etc. (CECHINEL; VALDIR, 1995;
LIMA et al., 1999), enquanto as N-alquilarilmaleimidas substituidas apresentaram pouca variagdo nas
atividades em relagdo as ndo substituidas, sugerindo que fatores estéricos foram os principais

interferentes.

Os N-arilmaleimidas e N-alquilfenil-3; 4-dicloromaleimidas (Fig. 5) foram testados contra diferentes
microrganismos e observou-se que alguns compostos apresentaram resultados inibitérios maior que o
cetoconazol. Com a introdu¢do de dois dtomos de cloro na dupla ligagdo do anel imidico, ndo
apresentou um aumento significativo do efeito inibitério da atividade antifingica, mas um importante
fator relacionado a esta atividade é a distancia entre o anel aromdtico e o anel imidico destes

compostos (LIMA et al, 1999).

Figura 5: N-arilmaleimida, N-alquilfenil-3, 4-Dicloromaleimida
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O e

Fonte: Elaborado pelos autores

Foram também testados a atividade analgésica e antipasmddica em diversos modelos “in vivo” e “in
Vitro” com resultados satisfatérios (CECHINEL; VALDIR, 1995). Verificou-se que o aumento da atividade
analgésica pode ser explicado por causa da introducdo de elétrons doadores no anel aromatico do N-
fenetilmaleimida (Fig. 6), os quais citamos 4-OCHs, 3,4-(OCHs); e 4-CH. A diminuicdo desta atividade
quando se introduz o 4-Cl, um elétron-retirador, observando-se que os parametros eletrénicos devem
estar envolvidos na atividade e que os elétrons-doadores aumentam a atividade analgésica (CECHINEL

et al., 2003).

Figura 6: N -fenetilmaleimidas

O X
o)

Fonte: Elaborado pelos autores

Experimentos realizados contendo a antipirina ligada ao anel maleimidico resultou num aumento da
atividade analgésico em 50 vezes maior do que em certos farmacos. Porém, todos os animais foram a

Obito, sugerindo uma alta toxidade do composto (Fig. 7) (CECHINEL et al., 1998).

Figura 7: Composto com Antipirina ligado direto ao anel maleimidico
CHj, CHs

—d

O

O O
Fonte: Elaborado pelos autores
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No Brasil hd somente duas moléculas autorizadas para uso veterinario para tratamento de bacterioses
em peixes. Assim, testar novas moléculas sintetizadas a partir da reacao de imidas ciclicas da subclasse
maleimida para Aeromonas spp. causadoras de surtos de mortalidade em tambaqui cultivado em

piscicultura, torna-se necessdrio como alternativa aos farmacos ja existentes no mercado.

MATERIAIS E METODOS

Localizacao

As maleimidas foram sintetizadas no laboratério da Faculdade de Quimica da Universidade de Sdo
Paulo — USP, S3o Paulo. As cepas bacterianas foram identificadas no Laboratério de Doencas de
Animais Aquaticos, da Escola de Veterindria da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG, Minas
Gerais. O estudo para atividade bioldgica foi desenvolvido nos Laboratérios de Microbiologia e
Parasitologia de Organismos Aquaticos do Departamento de Pesquisa em Aquicultura da Universidade

Nilton Lins — UNL, Manaus.

Sintese de maleimidas

Em um erlenmeyer, foram dissolvidos 2 Mols de anidrido maleico em éter etilico e num segundo
erlenmeyer foram dissolvidos 1 Mol da amina correspondente, ambos sob agitacdo por 30 minutos e
em temperatura ambiente. Verteu-se o primeiro erlenmeyer ao segundo e formou-se um precipitado,
o qual foi filtrado e lavado com porgdes de éter etilico e eliminado em estufa com circulagdo de ar a
509C por 40 minutos. O produto foi submetido a ciclizagdo em solucdo de acetato de sddio/anidrido
acético, aquecido a 702 C com agitacao, pelo periodo de 6 horas. A reacdo foi vertida numa mistura de
agua/gelo, neutralizada com hidréxido de aménio até atingir pH basico e extraidos em cloroférmio. O
solvente eliminado através do equipamento rotaevaporador. Os componentes foram purificados em
uma coluna cromatografica com silica, utilizando cloroférmio como eluente e foi sendo monitorado
por cromatografia de camada delgada. Posteriormente, caracterizadas por RMN *H e 13C e por HPLC-

massa de alta resolugao por infusdo direta.

Na Fig. (8) sdo apresentadas as estruturas das moléculas utilizadas no presente estudo: Molécula (A):
1-(4-octadecyphenyl) 1-H-pyrrole — 2,5- dione, com massa exata de 425,32938; Molécula (B): 1-
(dimethylamino) phenyl) — 1H — pyrrele — 2,5 — dione, com massa exata de 216,08988; Molécula (C): 1-
(4 — vinyphenyl) — 1H — pyrrole — 2,5 — dione, com massa exata de 199,0633; Molécula (D): 1 - (4 —
chlorophenyll) — 1H pyrrole — 2,5 — dione, com massa exata de 207,00871; Molécula (E): 1 - phenyl —
1H — pyrrole — 2,5 dione, este composto teve 74% de rendimento e massa exata de 174,0582 para o

ion molecular fenil-maleimida e o pico base de 206,0827 é referente a abertura do anel imida e a adi¢cdo
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do metanol durante o processo de analise. A fenil-maleimida foi sintetizada como padrao de referéncia
para as outras moléculas sintetizadas para utilizacdo no presente estudo, por se tratar de uma molécula
com atividade bioldgica ja comprovada em outros estudos (PRADO et al., 2004); Molécula (F): 4 — (2,5
—dihydro -1H — pyrrol -1-yl) benzoic acid, com massa exata de 217,03751; Molécula (G): tert —butyl 4
(2,5 —dioxo — 2,5 — dihydro — 1H — pyrrol — 1 — yl) benzoate, com massa exata de 273,10011.

Figura 8: Estruturas das moléculas utilizadas no estudo
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Fonte: Elaborado pelos autores

Caracterizacdo molecular das bactérias

Cepas de Aeromonas hydrophila (AM-AE10) e A. jandaei (AM-AEQ2) isoladas durante surto de
mortalidade em pisciculturas localizadas no interior de Manaus, foram identificadas pela
espectrometria de massa MALDI-TOF. Esta ferramenta fisica permite a identificacdo de proteinas
ribossomais de uma determinada espécie bacteriana através da medida da relagdo massa/carga (m/z)
de espécies ionizadas em fase gasosa. Além disso, devido a limitada performance do MALDI-TOF para
a identificacdo de isolados de Aeromonas oriundos de peixes a nivel de espécie, a cepa que
apresentou score inferior a 2.300, foi submetida ao sequenciamento do gene housekeeping rpoD,

aumentando a confiabilidade taxondmica do isolado utilizado.

Atividade antibacteriana
As culturas foram mantidas em Glicerol a -6 °C, reativadas em meio Agar TSA em 28°C, durante
24horas. Primeiramente, preparou-se uma suspensao de cada estirpe em estudo a partir de 2 a 3

coldnias puras para 20 mL de PBS esterilizado, de forma a alcangar um padrao de turvag¢ao, com uso
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de espectofotémetro, absorbancia entre 0,08 e 0,130 no comprimento de onda de 600 nm (BALOUIRI

et al., 2016).

A atividade antibacteriana das maleimidas (n=7), foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo,
utilizando microplacas de 96 pocos, com 180 pL do meio Mller Hinton 11® (Sigma Aldrich) ajustado em
relacdo a concentracdo de cdlcio e magnésio. Para cada teste foram utilizados 20 uL de cada molécula,
previamente dissolvidas em 1 mL DMSO. Cada solugdo estoque continha 20000 pg/mL da respectiva
molécula em estudo, com excecdo da molécula E, a qual foi preparada com 13330ug/mL. As moléculas

A e G ndo apresentaram boa solubilidade em DMSO.

A Concentragdo Minima Inibitéria (CIM) de cada composto, frente a Aeromonas hydrophila e A.
jandeai foi definida como a menor concentragdo que promove a inibigdo do crescimento bacteriano.
Para a determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) das novas moléculas, foram
realizadas semeaduras em placas de Petri contendo o meio de cultura Agar Miiller Hinton 11® (Sigma
Aldrich) a partir de todos os pocos onde ndo houve revelacdo de crescimento bacteriano. Apds o
periodo de incubacdo de 24 horas a 28 2C, foi realizada leitura das placas, sendo a CBM correspondente
a menor concentragdao onde ndo foi evidenciado crescimento bacteriano. Foram utilizados trés
controles: o controle de esterilidade com 200 pL de caldo MH; o controle de crescimento positivo, 200
pL de caldo MH e suspensdo bacteriana e, por fim, o controlo negativo com 200 ulL de cada molécula.

Para cada composto o ensaio foi realizado em triplicata.

A classificagao de substancias como agente bactericida ou bacteriostatica foi definida de acordo com a
razdo CBM/CIM. Imidas com resultados entre 1-4 foram classificadas como bactericida e resultados >8

foram classificadas como bacteriostatico (FRENCH, 2006).

Citotoxicidade in silico

A andlise para cada molécula com relagdo a citoxicidade in silico, foi efetuada no programa Osiris’
(Osiris Property Explorer, Thomas Sander). Os parametros (MUT)=mutagénico; (TUM)=tumorogenico;
(IRRI)=Irritante; (REP)=Interferencia na reproducdo); (PM)=peso molecular; (cLogP)=hidrofilicidade;
(SOL)=solubilidade; (DL)=druglikeness e (DS)= drugscore foram calculados. As cores verde, amarelo e

vermelho correspondem a baixo risco, médio risco e alto risco, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSOES



Multidisciplinaridade na aquicultura: Legislagdo, sustentabilidade e tecnologias 196

Identificac&o dos isolados bacterianos

Na andlise de MALDI-TOF, a cepa AM-AE10 foi identificada como A. hydrophila (score 2.599) enquanto
que a cepa AM-AEQ2 foi identificada como A. jandaei (score 2.152). Apds o sequenciamento do gene
rpoD do isolado AM-AEQ2, foi obtida uma sequéncia consenso de 724 pb, posteriormente submetida
a ferramenta blastn do banco de dados Genbank, confirmando o isolado como A. jandaei (cobertura
de 99% e identidade de 98,9% com o a cepa Aeromonas jandaei strain 3348 — accession number

CP043321.1).

Concentracao Minima Inibitéria (CIM) e Concentracdo Minima Bactericida
(CBM)

Todas as moléculas apresentaram CIM=CBM, com efeito bactericida e valores das concentragdes

variando para cada molécula (Tabela 1).

Tabela 1- Valores de Concentragdo Minima Inibitéria (CIM) e Concentragdo Minima Bactericida (CBM) para
Aeromonas jandaei e A. hydrophila;

A.jandaei (ug/mL) A. hydrophila y/mL)
Molécula (M
CIM CBM CBM/CIM CIM CBM CBM/CIM
A >1000 - - >1000 - -
B 62,5 62,5 1 125 125 1
C 62,5 62,5 1 62,5 62,5 1
D 62,5 62,5 1 250 250 1
E 166,25 166,25 1 166,25 166,25 1
F 500 500 1 500 500 1
G >1000 - - >1000 - -

Fonte: Elaborado pelos autores

Todos os compostos obtiveram um valor de concentragdo para CBM igual ao CIM, ou seja, as
maleimidas causaram morte bacteriana atuando como bactericidas e ndo como bacteriostaticas (valor
da razdo CBM/CIM = 1). As moléculas A e G foram avaliadas, entretanto a CIM e CBM foi maior que
2000ug/ml, a provavel justificativa para os maiores valores de CIM e CBM para estas moléculas se deve
em decorréncia da pouca solubilizagdo com o DMSO, o que pode ter afetado negativamente a agdo
sobre as solugdes bacterianas.

Com excecgao das moléculas B e D, as demais moléculas, C, E e F apresentaram resultado CIM igual para
ambas as espécies de Aeromonas, confirmando que as amostras sofrem, igualmente, lise celular e
isto ocorre por que as moléculas avaliadas contém um anel imida e a estrutura geral -CO-N (R) -CO-,

caracterizando-as como hidrofébicas e neutras e, portanto, podem atravessar membranas bioldgicas.
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Nota-se que os valores foram similares entre as diferentes espécies de Aeromonas quando testadas
com a mesma imida. As moléculas tém um anel imida. Isto indica que independente da espécie, a imida
deve atuar de forma similar causando desestruturacdo da parede celular da bactéria. No entanto, em
se tratando de diferentes géneros de bactérias, os resultados podem ser significativamente alterados,

pois a composicao da parede celular pode ser significativamente diferente.

Prado et al., (2004), avaliou a atividade bioldgica de derivados de imidas ciclicas em cepas de
Staphylococus aureus, S. epidermidis e Escherichia coli comprovando a melhor eficicia da
subclasse maleimidas na inibicdo do crescimento das bactérias no estudo. Recentemente, Jafari et al.,
(2017) investigou a atividade antimicrobiana da ftalimida, derivada de benzilamina, e certificou que,
este farmaco derivado, exibiu notédvel atividade antimicrobiana contra E. coli, ja que 16 g/mL foram
suficientes para inibir o agente microbiano. Uma dose bem maior de 512 g/mL foi necessério para inibir
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Importante referir que
no presente estudo 57,14% das moléculas, apresentaram valores entre 62,5 — 250 g/mL. Nos ultimos
anos, a descoberta de produtos quimicos para o controle de patégenos tem demandado esforgo
intenso de pesquisadores, principalmente bﬂscando farmacos eficazes, com propriedades
toxicoldgicas e ambientais favoraveis para o controle seletivo de patdgenos de peixes. Neste aspecto,
os derivados de imidas ciclicas tém se mostrado farmacos em potencial, e de acordo com Lamberth
(2019) isso ocorre porque essas moléculas aliam a potente atividade bioldgica da familia dos
heterociclicos, bem como fung¢des do grupo carboxila.

As imidas ciclicas possuem propriedades biolégicas valiosas, como atividade citotodxica,
antiinflamatdria, antibacteriana e antifungica (JAFARI et al., 2017). Porém, como o estudo destas
moléculas é inédito, ndo se sabe qual o mecanismo de a¢do do farmaco (por exemplo, lise da parede
celular, inibicdo da sintese protéica, inibicdo na sintese do acido félico), que permite a destruicdo dos
agentes com potencial patogénico. Hwang et al., (2004) relata o modo de agdo de um derivado de
imida usado como herbicida com a inibicdo da biossintese de clorofila. Recentemente, Luzzio (2019)
relatou que o modo de agdo de alguns derivados de imidas é baseado na interferéncia da via de
transducdo de sinal que regula a adaptacao osmoética, e este tem sido o modo de agdo mais relatado
até o momento. Além disso, o autor afirma que sua acdo ndo se restringe aos microrganismos, pois as
imidas possuem modo de acdo imunorregulatdrio, que permite reducdo dos niveis excessivos de TNF-
a, 0 que aumenta ainda mais o potencial de aplicabilidade das imidas na aquicultura. De qualquer
forma, independentemente do modo de acdo destes farmacos, devido ao fato da lesdo causada no
agente ser irreversivel (bactericida), a aplicacdo das moléculas nos permite maior seguranca no que diz
respeito ao controle do patégeno. As moléculas A e G foram avaliadas, entretanto, ndo obtivemos

resultados na CIM pois elas ndo foram passiveis de dissolugdo em DMSO. Como a dissolugdo do
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farmaco é um fator imprescindivel para sua aplicabilidade, os farmacos derivados dessas duas
moléculas ndo teriam potencial para uso na aquicultura comprovado neste estudo. Contudo, de acordo
com Jafari et al., (2017), sua hidrofobicidade e estruturas neutras permitem o facil atravessamento por
membranas bioldgicas. Por isso, esses fadrmacos ndo devem ser desconsiderados, mas novos métodos

de dissolucao devem ser investigados.

Avaliagao da citotoxicidade

No desenvolvimento de novas moléculas é importante que uma atividade antibacteriana promissora
ndo confira toxicidade para as células do hospedeiro. Muitos dos compostos que se apresentam
inicialmente como promissores acabam por apresentar citotoxicidade em células do hospedeiro, ndo
prosseguindo para avaliacdo in vivo. Assim, no presente trabalho foi avaliada in silico, a citotoxicidade

dos compostos utilizados no experimento (Tabela 2).

Na analise in silico realizada no programa Osiris®, apenas duas moléculas (A e F) derivadas da subclasse
maleimidas apresentaram baixo risco de toxicidade tedrico (representadas na cor verde), as demais
moléculas (B, C, D, E e G), apresentaram alto risco, alternando em mutagénico, tumorogénico e
irritante (representados na cor vermelha), sendo a molécula C, apresentando médio risco
(representada na cor amarela) com relacdo a ser irritante. Importante referir que os farmacos
utilizados como referéncia, entre eles, o florfenicol, apresentou alto risco de toxicidade em todos os
requisitos: i) mutagénico; ii) tumorogénico; iii) irritante; iv) interferéncia reprodutiva (sendo

representados na cor vermelha).

Os pesos moleculares foram calculados e ficaram compreendidos em 273 e 425. Os valores de cLogP
indicam a probabilidade da substancia ser bem absorvida, devendo ficar abaixo de 5,0 (segundo
informacdes contidas no programa). Os valores obtidos em nosso estudo, para o cLogP (hidrofilicidade)
variam de 0,23 a 8,77, portanto, a Unica molécula que apresentou valor acima de 5 foi a A (C28H43NO2
= 8,77). A previsdo de solubilidade segundo o programa Osiris® varia entre -3,06 e 2,33, sendo assim
considerados bons candidatos para aspectos envolvendo absorc¢do e biodisponibilidade. A solubilidade
tedrica calculada, apresentou valores compreendidos entre -6,9 e -2,07 para as moléculas (B, C,D, Ee
F), e a molécula G (C15H15N04) apresentou solubilidade S= -3,0. Outro parametro calculado foi o
DrugLikeness, onde verificamos os valores de -30,33 a -4,49, demonstrando que todas as estruturas

testadas ndo apresentam similaridades com as estruturas de moléculas comercializadas.

Ja o parametro de DrugScore, que representa o potencial da molécula tornarse um farmaco, variou

de 0,12 a 0,48, ou seja, maiores que o florfenicol e menores que a oxitetraciclina, farmacos comerciais
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utilizados como referéncia para o teste in silico. Entretanto a molécula F (C11H7NO4) apresentou valor

de 0,48, ficando entdo, préximo de 1, valor de referéncia do programa.

Tabela 2- Resultados do teste in silico. As cores verde, amarelo e vermelho correspondem a baixo risco, médio
risco e alto risco, respectivamente. Os parametros (MUT)=mutagénico; (TUM)=tumorogénico; (IRRI)=Irritante;
(REP)=Interferéncia na reprodugdo); (PM)=peso molecular;

(cLogP)=hidrofilicidade; (SOL)=solubilidade; (DL)=druglikeness e (DS)=drugscore sdo apresentados.
Riscos de toxicidade Farmacocinético Drug

Férmula MUT TUM IRRI REP PM cLogP SOL DL DS quimica

(A) C28H43N 425,0 8,77 -6,9 -24,9 0,12
02

(B) C12H12N 216,0 0,64 -2,11  -13,02 0,17
202

(C) C12HS9N 199,0 1,45 -2,88 -9,86 0,22
02

(D) Ci10H6CI 207,0 1,35 -2,81 -6,31 0,28

NO2

(E) CI10H7N 173,0 0,74 -2,07 -4,49 0,29
02

(F) C11H7N 217,0 0,23 -2,09 -8,11 0,48
04

(G) C15H15N 273,0 1,8 -3,0 -30,33 0,27
04

Oxitetraciclina 460,0 2,18 -1,45 5,36 0,8

Florfenicol 357,0 0,2 -2,91 2,55 0,11

Fonte: Elaborado pelos autores
CONCLUSAO

Os efeitos bioldgicos observados, no presente estudo, confirmam o potencial das maleimidas para uso
veterindrio em aquicultura, principalmente em bacterioses causadas por Aeromonas spp. Além disso,
ressalta-se a necessidade do desenvolvimento de estudos in vivo, especialmente, destinados a eficacia
e toxicidade de tais moléculas para os peixes e demais organismos plancténicos (e.g.copépodos,

rotiferos) e requisitos para seguranga alimentar humana.
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