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1 INTRODUCAO

Atualmente a preocupac¢do com o meio ambiente esta tendo destaque na
indUstria quimica, que esta investindo em processos mais limpos, utilizando
catalisadores seletivos ou menos toxicos. Tém sido utilizadas novas estratégias para
contribuir com o desenvolvimento sustentavel como: as rea¢des em liquidos ibnicos,
utilizando solventes biorenovaveis, e fonte de energia alternativa como ultrassom.

Em 1893, Pietro Biginelli relatou a sintese de dihidropirimidinonas, que
séo heterociclos de seis membros contendo dois atomos de nitrogénio na posicéao 1
e 2. Esta sintese foi realizada através de uma reacdo multicomponente de
ciclocondensacdo, que € definida como um processo em que trés reagentes sao
combinados em uma Unica etapa para formar um produto que incorpora as
caracteristicas estruturais de cada reagente (BIGINELLI, 1893).

Esta reacdo é efetuada pela mistura de aldeido aromatico, acetoacetato
de etila, uréia ou tiouréia como dinucleofilos e catalisada por meio acido e refluxo.
No entanto os catalisadores empregados sao toxicos, tornando essa via agressiva
ao meio ambiente. Por isso, varios estudos tém investigado novos catalisadores e
condi¢Bes reacionais para esta sintese (VDOVINA, MAMEDOV, 2008).

Os produtos provenientes deste tipo de reacdo possuem algumas
atividades biolégicas comprovadas, como por exemplo, acdo antibacteriana e
antifangica (ASHOK et al., 2007), anti-inflamatéria (KAPPE, 2000) e antioxidante
(STEFANI et al., 2006, VASCONCELOS et al.,, 2012).

Tendo em vista a necessidade de processos mais ambientalmente
corretos este estudo objetivou o desenvolvimento de uma reacdo menos agressiva
ao meio ambiente para a sintese desses compostos, em ultrassom utilizando como
catalisador o acido salicilico, e etanol como solvente. A partir dos compostos
resultantes desta reacdo analisou-se a atividade antifungica dos mesmos através da
técnica de microdiluicdo em caldo com base no documento de referéncia (M27A3)
(CLSI, 2008) adaptado, frente a quatro cepas de Candida spp.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

2.1 SINTESE DE DIHIDROPIRIMIDINONAS
Em um frasco, adicionaram-se 0s seguintes reagentes: 5 mmol de
aldeido, 0,6 g (10 mmol) de uréia, e 0,65 mL (5 mmol) de acetoacetato de etila.
Apos adicionou-se 10 mL de solvente etanol e o catalisador acido salicilico (19).
Levou-se ao ultrassom, para a reacdo por trinta minutos na amplitude de
24%. Extraiu-se a fase orgénica com 20 mL de cloroférmio e lavou-se duas vezes
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com 20 mL de agua destilada. A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro
para retirar a agua restante da reacdo, filtrada e o solvente evaporado em um
rotaevaporador.

As reacdes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada.
Verificou-se o ponto de fusdo de cada composto e comparando-se 0s mesmo com a
literatura. O esquema desta reacdo esta mostrado na Fig. 1.
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Figura 1 — Esquema para a sintese de dihidropirimidinonas a partir de diferentes aldeidos.
2.2 TESTES PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

2.2.1 Compostos quimicos e diluicdo

Para os testes de suscetibilidade, foram utilizados trés produtos derivados
de dihidropirimidinonas. Pesou—-se 500 ug destes compostos e dissolvendo-se o0s
mesmos em 1 mL de é&lcool etilico 70% . A partir da solugdo mée (500 pg/mL) foram
obtidas sucessivas diluicbes em uma progressdo geométrica de razéao 0,5, obtendo-
se desse modo uma variacdo de concentracdo de 0,49 a 500 pg/mL.
Posteriormente 20 pyL das diluicdes foram suspensas em 1980 pL de meio de
cultura.

2.2.2 Preparo do inéculo

Foram selecionadas e cultivadas 24h antes do teste, quatro cepas
diferentes para a preparacdo dos inéculos. Essas cepas ap6s serem cultivadas por
24h a 37°C, foram suspensas em 5 mL de solucdo salina estéril até turvacédo
correspondente a 0.5 do padrédo de McFarland (1,5 x 10® UFC/mL). Em seguida, a
suspensédo foi ajustada para 10’ UFC/mL, dissolvendo-se 50 pL dessa suspens&o
inicial em 4,95 mL de salina estéril. Entdo, 250 pL dessa suspensao foram diluidos
em 9,75 mL de meio de cultura.

2.2.3 Determinacéo da CIM (Concentracao Inibitéria Minima)

O teste de susceptibilidade antifingica foi realizado em placas de 96
pocos de fundo chato (Nuclon®), constituidos em oito séries identificadas de A a H,
cada qual com doze pocos. Em cada micropoco da placa de microcultivo foram
adicionadas 100 pL de in6culo e mais 100 pL de cada concentragdo dos compostos,
exceto nas colunas de controle positivo e negativo, em que foram empregados 100
puL de inéculo mais 100 pL de meio de cultura e 100 puL da suspensdo do extrato
mais 100 puL de meio de cultura, respectivamente. As placas de microcultivo foram
entdo incubadas a 37 °C por 48 h.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Tab. 1 estdo relacionados 0s compostos sintetizados e 0s respectivos

pontos de fusdo encontrados experimentalmente, comparando-os com o0s da
literatura.
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Tabela 1 — Dihidropirimidinonas sintetizadas e seus pontos de fusao.

Peso Ponto de . .
Comp. R molecular fusdo (°C) Ponto de fuséo da literatura (°C) Rend. (%)
(g/mol)
A Ph 260,12 155-165 206-208 (KARADE, et al 2007) 50
B  Ph-4-OH 276,11 222-225 198-200 (GANGADASU, et al 2006) 80
C Ph-4-Br 338,03 205-208 213-215 ( KARGAR, et al 2011) 55
D Ph-4-F 278,11 120-125 182-184 (KARADE, et al 2007) 60
E Ph-4-OCHjs 290,13 190-198 203 (KARGAR, et al 2011) 93
F C,4H50 250,1 198-203 208-210 (KARGAR, et al 2011) 75

Na Tab.l1 observa-se que os compostos C, E e F foram os que
apresentaram os pontos de fusdo experimentais mais proximos aos da literatura
(KARGAR, et al 2011), enquanto que o composto B mostrou uma ligeira diferenca
(GANGADASU et al 2006). Ja os compostos A e D apresentaram uma diferenca
maior, indicando que estes ndo estavam totalmente puros ou havia umidade
(KARADE, et al 2007). Os rendimentos dos compostos foram de moderados a bons.

Os compostos foram confirmados por espectroscopia de massas, em um
Espectrémetro LC/MS/MS Applied Biosystems Sistema de Trap Linear modelo 3200
QTRAP. Os parametros foram: Cortina de Gas (CUR)=10, lon Sorce Gas (GS2)=0.

Na Fig. 2 esta demonstrado o espectro de massas para o composto B,
onde se pode observar o ion molecular corresponde ao composto esperado.
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Figura 2 — Espectrometria de massa do composto B.

A leitura do teste antifingico foi realizada por comparacdo visual do
crescimento das cepas nos pocos 1 a 10 com os do controle positivo, onde nao foi
colocado o composto testado. Observou-se crescimento dos fungos em todos os
pocos, mostrando que o composto ndo teve atividade contra as cepas testadas. O
anico pogo em que nao ocorreu crescimento foi o de niumero 11, que correspondia
ao controle negativo, mostrando que o teste estava livre de contaminagdes. Se o
resultado tivesse sido positivo a menor concentracdo capaz de produzir proeminente
inibicdo (50%) do crescimento das cepas em relagdo ao pogo controle-positivo seria
identificada como a CIM (Concentragao Inibitoria Minima).
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4 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos concluiu-se que a técnica utilizada é
eficiente para a sintese dos compostos, além de utilizar reagentes mais baratos e
menos toéxicos como o acido salicilico e etanol. Em relacdo a avaliacao antifungica
0s resultados ndo foram positivos para as quatro cepas de Candida spp. testadas.
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