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RESUMO

SOUZA, Silvana Pereira. AVALIACAO IN VITRO DAS ATIVIDADES
ANTIMICROBIANAS DE 2-ARIL-3-(BENZOI[d][1,3]DIOXOL-5-IL) TIAZOLIDIN-4-
ONAS. 2016, 46F. Dissertacao - Programa de Pos-Graduacao em Bioquimica e

Bioprospeccao - Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Esse estudo avaliou as propriedades biologicas de doze 1,3-tiazolidin-4-onas
derivadas da 3,4-(metilenodioxi)anilina, estudando a atividade antifungica e
antibacteriana desses compostos. No ensaio antibacteriano contra Staphylococcus
aureus ATCC 19095 e Escherichia coli ATCC 29214, demonstrou-se que esses
compostos nao possuem efeito significativo na inibicdo do crescimento bacteriano. O
composto 1b mostrou o melhor resultado antifungico contra C. albicans ATCC 62342
em 100 pg/ml (61,23% de inibicado em 24h e 53,75% em 48h), incluindo diferenca
estatistica em relagdo ao controle de crescimento na menor concentragao testada,
25 pg/ml. Ainda, o composto 1h apresentou o maior percentual de inibicdo do
crescimento fungico contra C. parapsilosis em 100 pg/ml (84,73% em 24h e 41,06%
em 48h), inclusive sendo similar ao farmaco fluconazol em 24h (85,72%). Além
disso, 1h demonstrou atividade ja na menor concentracao testada, 25 pg/ml. No
ensaio antifungico contra Rhodotorula, verificou-se dois compostos com boas
atividades antifungicas em 100 pg/ml em 48h, 1f (82,65% de inibi¢cdo) e 1i (68,22%).
Ainda, é importante notar que ambos compostos apresentaram-se estatisticamente
similares ao fluconazol (89,30%). No entanto, analisando diferentes concentragoes,
apenas o composto 1f apresentou diferenga significativa em relagdo ao controle.
Esses estudos descobriram pelo menos trés potenciais agentes antifungicos para
trés diferentes cepas com resultados significativos em baixas doses. Portanto,
entende-se que esses resultados criaram perspectivas para novas pesquisas com o
intuito de aumentar as possibilidades terapéuticas a fim de combater a resisténcia
microbiana e as doencgas causadas pelos microrganismos, e enfatiza-se o
desenvolvimento da sintese das 4-tiazolidinonas e o subsequente estudo de sua
atividade farmacoldgica.

Palavras-chave: 4-tiazolidinonas, 1,3-benzodioxol, Candida albicans, Candida
parapsilosis, Rhodotorula mucilaginosa, astrocitos.



ABSTRACT

SOUZA, Silvana Pereira. ANTIMICROBIAL IN VITRO ACTIVITY OF
2-(ARYL)-3-(BENZO[d][1,3]DIOXOL-5-YLTHIAZOLIDIN-4-ONE. 2016, 46F.
Dissertation - Graduate Program in Biochemistry and Bioprospecting - Federal
University of Pelotas, Pelotas.

This study evaluated the biological properties of twelve 1,3-thiazolidin-4-ones
derivated from 3,4-(methylenedioxy)aniline, assessing the antifungal and
antibactertial activity of these compounds. The antibacterial assay against
Staphylococcus aureus ATCC 19095 and Escherichia coli ATCC 29214 showed that
these compounds have no significant effect to inhibit the bacterial growth. The
compound 1b showed the best antifungal results against C. albicans ATCC 62342 at
100 pg/ml (61.23% inhibition in 24h and 53.75% in 48h), including demonstrating
statistical difference from growth control at lowest concentration used, 25 pg/ml.
Thus, the compound 1h was the greatest percentage of growth inhibition against C.
parapsilosis at 100 pg/ml (84.73% in 24h and 41.06% in 48h), including being similar
to fluconazole in 24h (85.72%). Besides, 1h demonstrated activity since the lowest
concentration tested, 25 pg/ml. In antifungal Rhodotorula assay, it was verify two
compounds with good antifungal activity at 100 pg/ml in 48h, 1f (82.65% of inhibition)
and 1li (68.22%). It is also important to note that both compounds were statistically
similar to fluconazole (89.30%). However, analyzing different concentrations, only the
compound 1f presented statistical difference from control group. These studies
discover at least three potential antifungal agents for three different strains with
significant results at low concentrations. Therefore, it is understood that the results
create perspectives for further research in order to increase the therapeutic
possibilities to fight microbial resistance and diseases caused by microorganisms,
and it is emphasized the development of synthesis of 4-thiazolidinones and
subsequent evaluation of the pharmacological activity.

Keywords: 4-thiazolidinones; 1,3-benzodioxol, Candida albicans; Candida
parapsilosis; Rhodotorula mucilaginosa; astrocytes.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, alteracbes quimicas na estrutura de agentes
qguimioterapicos ou farmacologicos consagrados vém sendo objetivo de desenvolver
novos compostos bioativos. A quimica organica tem contribuido para descobrir
novos compostos sintéticos para o uso clinico e a industria farmacéutica tem sido
amplamente motivada a dar continuidade ao desenvolvimento de novos farmacos,
com destaque aos antimicrobianos (KATHIRAVAN, 2012). Pesquisadores de varias
partes do mundo estdo estudando esses compostos por conta de sua
biodiversidade, e devido as suas propriedades de interesse a industria farmacéutica
(VINAY et al., 2011).

Nesse sentido, compostos heterociclicos como as tiazolidinonas, vem
ganhando destaque devido as atividades bioldgicas, na qual € bem demonstrado na
literatura que o anel 4-tiazolidinona possui varios sitios de substituicao,
representando uma classe de compostos de grande interesse cientifico devido as
suas propriedades quimicas e atividades bioldgicas (JAIN et al., 2012; TRIPATHI et
al., 2014).

E importante salientar que o heterociclico 1,3 benzodioxol possui atividades
biolégicas como, atividade anticancer (LEITE et al.,, 2004), anticonvulsivante
(ABOUL-ENEIN et al., 2012), anti-inflamatoéria (LOPES et al., 2012) e antioxidante
(HIMAJA et al., 2011). Em continuagdo aos trabalhos do Laboratério de Quimica
Aplicada a Bioativos (LaQuiABio), MASTELOTO et al., 2015, sintetizaram uma série
de 4-tiazolidinonas utilizando o reagente 3,4 (metilenodioxi)anilina, que possui 0
heterociclico 1,3 benzodioxol.

Tendo em vista que as doencgas infecciosas sdo umas das principais causas
de morte no mundo, a populagcdo de uma maneira geral necessita da producao de
novos farmacos antimicrobianos de amplo espectro para combater a mortalidade ao
redor do mundo (QUEIROZ et al., 2012). Com isso, a busca por novos farmacos teve
um crescimento, a fim de dar novas opg¢des e combater os casos de resisténcia

microbiana. Nesse sentido, os compostos 4-tiazolidinonas tém revelado importantes
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atividades antimicrobianas e vém sendo propésito de estudo contra varios
microrganismos, como bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos e outros
(JAIN et al., 2012; TRIPATHI et al., 2014).

O numero de agentes patogénicos microbianos, resistentes a multiplos
farmacos tornam os tratamentos de infecgdes bacterianas um problema terapéutico
importante e dificil de controlar. A medicina dispdée de um grande numero de
antibidticos, porém com a resisténcia bacteriana a novos e antigos antibioticos, faz-
se necessario a criacdo de novas classes de agentes antibacterianos (GUERRA et
al., 2015; QUEIROZ, et al., 2012).

Neste sentido, fica evidente a relacdo da resisténcia dos microrganismos
frente aos antibacterianos. Um dos fatores pode ser causado pela mutagao genética
destes patégenos provocada pela administracdo de varios farmacos em pacientes
hospitalizados, principalmente em pacientes imunocomprometidos (GUERRA et al.,
2015; JAIN et al., 2012).

Algumas leveduras s&do responsaveis pelas infec¢des fungicas oportunistas,
com destaque as infecgdes invasivas (SANTANA et al., 2013). Estas tém sido
incidentes nos ultimos anos devido ao aumento da populacdo em condicdes
médicas especificas, como em casos de cirurgias, transplante de medula éssea e
orgaos, além do grande numero de pacientes imunocomprometidos, como
portadores de endocrinopatias, pacientes que sofrem de estresse, e principalmente
pacientes HIV positivo (PEIXOTO et al., 2014; SANTANA et al, 2013).

O fungo Candida spp € responsavel pela maioria das infec¢gées causadas por
levedura, porém existem outros géneros de leveduras que se aproveitam das
condi¢cdes comprometidas dos pacientes podendo causar infeccbes graves, como
por exemplo, Rhodotorula spp. que é um patégeno oportunista emergente
(PEIXOTO et al., 2014; GARCIA-SUAREZ et al., 2011).

Neste contexto pesquisadores se esforgam para descobrir novos agentes
potencialmente ativos para combater microrganismos resistentes aos farmacos em
uso clinico. Com isso, uma série de 1,3-tiazolidin-4-onas contendo o grupo 1,3-
benzodioxol (MASTELOTO et al., 2015) foi alvo deste trabalho como potenciais
agentes antimicrobianos. Assim, o intuito dessa pesquisa é testar os dois

grupamentos (tiazolidinona e benzodioxol) como potencial para atividade bioldgica.



2. OBJETIVOS

Objetivo geral
Avaliar a atividade antimicrobiana de tiazolidinonas derivados do

metilenodioxianilina in vitro frente a bactérias e fungos.

Objetivos especificos
- Avaliar o potencial antibacteriano in vitro de diferentes tiazolidinonas frente
as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
- Avaliar a atividade antifungica das tiazolidinonas in vitro frente a cepas de
leveduras Candida albicans, Candida n&o albicans (Candida parapsilosis) e
Rhodotorula mucilaginosa.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

TIAZOLIDINONAS

A quimica organica e medicinal tem como objetivo a sintese de moléculas
bioativas que possam ter valor na descoberta de novos farmacos (DUVAL et al.,
2011). Os estudos dedicados a combinagdes de estruturas vém crescendo na ultima
década, em especial os que se utilizam de estruturas formadas por heterociclicos,
como a tiazolidinona, uma classe de compostos que € amplamente estudada na
quimica medicinal (TRIPATHI et al., 2014).

Dentre as atividades biolégicas ja relatadas na literatura para as 4-
tiazolidinonas, destaca-se a atividade antimicrobiana (JAIN et al., 2012). Na figura 1
sdo apresentados alguns exemplos de farmacos comerciais que exibem em sua

estrutura um ou mais anéis heterociclicos.

Origem natural

Morfina Penicilina
(analgesico) (antibiotico)
HC
RN
N
0 H 0 N/ CHy
H (8]
N—CH, COOH
Origem sintética
Fluconazol Ciprofloxacina
(antifiingico) (antibacteriano)
a
'-.N_N
{ oH Fo —\]/a
F
N, N
1:5_8/ N—n rﬁ #

%_{} {E\N ___I-_!'; HNMJ I.-"r_.l"._

Figura 1: Farmacos com presenca de estrutura heterociclica.
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Encontramos na literatura estudos que cita, a importancia cientifica dos
compostos contendo o anel 4-tiazolidinona. Estes compostos heterociclicos
representam uma ampla possibilidade de pesquisas devido a sua vasta possibilidade
de apresentar diversos grupamentos substituintes em diferentes posi¢cdes. Conforme
autores, as tiazolidinonas sado derivadas da tiazolidina, porém com um grupo
carbonila em sua estrutura. O primeiro reconhecimento do anel da tiazolidina na
natureza foi sua presenca na molécula da penicilina (ALEGAON & ALAGAWADI,
2011; JAIN et al., 2012; MISTRY & JAUHARI, 2013).

As 4-tiazolidinonas sao constituidas de um anel de 5 membros, contendo um
atomo de enxofre e um de nitrogénio nas posi¢cées 1 e 3, respectivamente, uma
carbonila na posicao 4, e diversos substituintes nas posicoes 2, 3 e 5. As diferentes
atividades bioldgicas podem estar atribuidas aos diferentes substituintes, que podem
promover modificagbes nos parametros fisico-quimicos e estruturais, conforme figura
2 (JAIN et al., 2012; MASTELOTO et al., 2014; MISTRY & JAUHARI, 2013).

Figura 2: Estrutura quimica geral de 1,3-tiazolidin-4-onas

As tiazolidinonas sao relatadas na literatura por apresentarem diversas
atividades bioldgicas, com uma variedade de aplicagcées na quimica medicinal, como
por exemplo, a atividade antiretroviral, a antimalarica, a antitumoral, a anti-
inflamatoéria, a antibacteriana (SHRIVASTAVA et al., 2012), além de atividades
exploradas dentro do grupo de pesquisa LaQuiABio, como antioxidante (CAMPOS et
al., 2013; NEVES et al., 2015) e antifungica (KUNZLER et al., 2013; MARQUES et
al., 2013).

O Laboratério LaQuiABio, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
realiza estudos com heterociclicos, destacando-se as 4-tiazolidinona como principal

foco. As metodologias utilizadas para a obtencao destas moléculas sdo aquecimento
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térmico convencional e as metodologias alternativas de irradiagcdo ultrassénica
(GOUVEA, et al., 2012; NEVES et al., 2015). Além disso, outra metodologia para a
sintese destes compostos descritas na literatura é a irradiagdo por micro-ondas
(HASSAN et al., 2014; SHINDE et al., 2015).

MASTELOTO et al.,, 2015 elaboraram a sintese de uma série de 22
compostos derivados da metilenodioxianilina por meio da metodologia por
aquecimento térmico convencional. A obtencdo dos compostos ocorreu através de
uma reagdo one-pot entre a 3,4-(metilenodioxi) anilina 1, benzaldeidos mono e
dissubstituidos 2 nas posi¢cbes orto, meta e para por grupos doadores (OCHs, OH,
CHa) e retiradores de elétrons (NO2, F, Cl), com a formacao do intermediario imina |
e apods 3 horas adicionou-se o acido mercaptoacético 3. A reacao ocorreu em refluxo
de tolueno por 22 horas utilizando um aparelho Dean-Stark. Nestas condigbes, os
tiazolidinonas propostas 4 foram obtidas em sua maioria na forma de soélidos ou
Oleos densos, apresentando rendimentos de 47-90% apos purificagao.

A figura 3 ilustra a reacao de obtencdo dessa série de compostos derivados

da 3,4-(metilenodioxi)anilina.

0 o)

CHO N

O NH, ."h' \v. HS\‘/ILOH /O\r~"\ N" \S
CT ]\ O N A 7R 3 \ I

0 F + R : C i 0\~
, S e @
TR
2s-u da-u >~

i. refluxo tolueno, 110 °C, 3h; ji. 110 °C, 15h

Figura 3: Obtencao da tiazolidinona 4 derivada da 3,4-(metilenodioxi)anilina 1

Existem varias metodologias sintéticas para a obtencao das 1,3-tiazolidin-4-
onas. A mais usual envolve uma reacao multicomponente entre um aldeido ou
cetona, uma amina primaria e o acido mercaptoacético. A reacao pode ser realizada
em uma etapa, com adicao do acido mercaptoacético no inicio da reacao junto aos
demais reagente ou adicionando-o ap6s um tempo reacional, caracterizando uma
reacao one-pot. Ainda, a reagcdo também pode ser realizada em duas etapas,
caracterizada pelo isolamento do intermediario imina (JAIN et al., 2012; KUNZLER et
al., 2013).
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Estudos demostram a atividade antibacteriana e antifungica de amplo
espectro das 4-tiazolidinonas com diferentes substituintes, podendo levar a uma
série de compostos com essa atividade. Neste contexto, SHRIVASTAVA et al em
2012, realizaram estudos das atividades antibacteriana e antifungica de treze (13)
compostos de tiazolidinonas derivadas da 2,6-diaminopiridina, utilizando
Estreptomicina, Cloranfenicol e Triflucan como padrao de referéncia. Os resultados
obtidos revelaram claramente que quatro (4) compostos sintetizados exibiram
atividade antibacteriana contra os organismos testados e quatro (4) compostos
revelou um forte inibidor do crescimento fungico.

Patil & Bhatt em 2010 sintetizaram uma série de 4-tiazolidinonas substituidas.
Os compostos foram testados in vitro para avaliar a atividade antibacteriana e
antifungica. A atividade antibacteriana foi conduzida contra Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) como um microrganismo Gram-positivo e Escherichia coli (ATCC
8739) como um microrganismo Gram-negativo. Foram utilizados ampicilina e
penicilina como um padréo de referéncia. Este trabalho apresentou trés compostos
com atividade contra as cepas de microrganismos testados. Onde os valores da
concentracao inibitéria minima (MIC) foram encontrados no intervalo de 2 a 64
mg/ml.

Nos ultimos anos, a resisténcia dos microrganismos as substancias
antimicrobianas vem crescendo, representando uma preocupagiao para a
comunidade cientifica. O elevado numero de estudos para a realizagcdo da sintese
de compostos contendo heterociclicos de potencial com atividade biologica, sendo
mais eficientes, seguros e menos toxicos, propdéem a necessidade da descoberta de

novos compostos com atividade antimicrobiana (TRIPATHI et al., 2014).

RESISTENCIA MICROBIANA

Alexander Fleming em 1929 observou a inibicdo em placa de uma cultura de
estafilococos contaminada por um fungo identificado como Penicillium notatum.
Ainda que por acaso, estava sendo criado o primeiro antibiético da histéria da
humanidade - a penicilina. A nova droga tinha capacidade de diminuir infec¢des
como pneumonia, infeccoes aéreas superiores, septicemias e outras. Porém, alguns
anos depois se descobriram a resisténcia microbiana (GUIMARAES et al., 2010;
WILSON, 2015).



19

A resisténcia microbiana foi descrita por Aporaham e Chain, 1940, que
demonstrou o uso clinico da penicilina, na qual obteve sensibilidade em testes com
extrato de plantas em amostras de Escherichia coli e atualmente, a penicilina é o
tratamento de escolha para infecgées causadas por S. aureus de amostras sensiveis
(LEWIS et al., 2013; MADDOX et al., 2015).

A producdo de novos farmacos eficientes no combate a infeccdes
microbianas revolucionou o tratamento médico, reduzindo drasticamente a
mortalidade causada por doengas microbianas. Entretanto, a disseminagao e o uso
abusivo dos antibioticos infelizmente fizeram com que os microrganismos também
desenvolvessem defesas relativas aos agentes antimicrobianos, surgindo a
resisténcia bacteriana que € um fenbmeno genético, relacionado a existéncia de
genes contidos nos microrganismos que codificam diferentes mecanismos
bioquimicos que impedem a acao das drogas (LING, et al., 2015; DEL FIOL et al.,
2010; WHO, 2014).

Nos fungos os genes da resisténcia antifungica ndo sado transmissiveis de
célula a célula da mesma forma que ocorre com muitos genes de resisténcia
bacteriana, ndo existe evidencias de que sao capazes de destruir ou modificar os
agentes antifungicos como meio de adquirir resisténcia, atualmente a formacao do
biofilme (formagdo de comunidades microbianas aderidas a diversas superficies)
tem sido descrita como o principal mecanismo de resisténcia microbiana. (KAGAN
et al., 2013; SANTANA et al., 2013).

Uma das principais causas de morte no mundo ao longo da histéria sado as
doencas infecciosas, a gravidade dessa mortalidade se da devido ao surgimento de
microrganismos multirresistentes, encontrados em infecgdes hospitalares e
comunitarias. A resisténcia dos microrganismos aos antibidticos disponiveis
clinicamente, tornou-se um problema de saude publica em todo o mundo. Segundo
autores no Brasil, o uso indiscriminado de medicamentos em geral, causa situagoes
cada vez mais preocupantes, como o crescimento de cepas resistentes (DEL FIOL
et al., 2010; WHO, 2014).

A resisténcia antimicrobiana a um farmaco pode ser classificada como
resisténcia intrinseca e resisténcia adquirida. A resisténcia intrinseca faz parte das
caracteristicas naturais, fenotipicas e da heranca genética do microrganismo. Por
exemplo, quando a bactéria produz uma enzima capaz de degradar o farmaco, como

a enzima B-lactamase, trata-se de uma resisténcia intrinseca. A resisténcia adquirida
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ocorre quando um microrganismo que sofreu mutacdo passa a informacdo da
resisténcia para outro microrganismo, ou seja, o DNA alterado é envolvido dentro de
um plasmidio que pode ser transferido a outros organismos (DEL FIOL et al., 2010;
OLIVEIRA & SILVA, 2009).

A resisténcia aos antifungicos tem sido motivo de preocupacao, por exemplo:
a resisténcia aos azois, em especial o fluconazol, por ser o farmaco antifungico
padrao em muitos paises; a resisténcia as equinocandinas, que € uma nova classe
antifungica que vem substituindo o fluconazol como terapia empirica nos paises
desenvolvidos, e onde pouco se sabe sobre o0 mecanismo envolvido no
desenvolvimento da resisténcia; e as infeccbes da corrente sanguinea
multirresistentes para as quais pode nao existir quaisquer opgoes de tratamento
disponivel (NEVILLE et al., 2011; WHO, 2014).

BACTERIA

Bactérias sao organismos procariontes, unicelulares simples, com membrana
plasmatica, fosfolipidica, cromossomo unico, plasmideos, parede celular e
ribossomos como a unica organela existente na qual é responsavel pela producao
de proteinas. Reproduzem-se por divisdo assexuada (biparticdo ou cissiparidade) ou
sexuada (transducédo, transformacdo e conjugacdo). De uma forma geral esses
microrganismos podem medir de 0,2 a 2 pm de didmetro e de 1 a 6 um de
comprimento. Podem ser classificadas em Gram positivas e Gram negativas,
conforme técnica de coloracdo (KONEMAN et al., 2001).

As funcbes da membrana plasmatica das bactérias sao descritas pelo
transporte de solutos, producédo de energia, biossintese, duplicacdo do DNA e
secrecao (SCHAECHTER et al., 2002).

A parede celular desempenha a fungéo de divisdo celular. Os peptidoglicanos
proporcionam uma rigidez na parede celular devido a uma camada composta,
determina a forma da bactéria e proporciona protecdo. A diferengca de uma bactéria
Gram positiva para uma Gram negativa é a quantidade de peptidoglicanos, onde as
Gram positivas possuem uma camada mais espessa. Sendo assim, agentes
antimicrobianos atravessam com mais facilidade a parede celular das Gram
positivas, enquanto, nas Gram negativas devem atravessar os canais de porinas
(ALEGAON & ALAGAWADI, 2011).
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Organismos Gram positivo possuem membrana plasmatica, fosfolipidios,
proteinas, uma unica e espessa camada de peptidoglicano na sua parede celular, e
quando submetidos a técnica de Gram obtém uma coloragao violeta ou azul.
Enquanto que os organismos Gram negativos possuem membrana interna, espago
periplasmatico, membrana plasmatica, fosfolipidios, lipoproteinas, proteinas,
porinas, uma parede celular mais delgada e uma segunda membrana lipidica, na

parte exterior da parede celular (PURVES et al., 2002), conforme na figura 4:

A- GRAM NEGATIVO B- GRAM POSITIVO
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Figura 4: (A) Bactéria gram negativa com apenas uma camada de
peptidoglicano e (B) Bactéria gram positiva com uma camada espessa de

peptidoglicano

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria esférica (cocos), apresenta-se em
cadeias curtas, em cachos ou em grupos. Classificada como Gram positiva, €
encontrada na natureza e fazem parte da microbiota normal da pele e da mucosa
humana, podendo causar infecgbes superficiais e/ou disseminadas. E de
importancia clinica devido ao elevado potencial patogénico (SOUZA et al., 2015;
KONEMAN et al., 2001).

S. aureus possui uma parede celular espessa e rigida que consiste em até 50
camadas de peptidoglicano, juntamente com lipoproteinas e outros constituintes. E

responsavel por infecgées simples na pele, podendo evoluir para infecgdes graves
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em pacientes debilitados com doengas imunossupressoras, com elevada incidéncia
em processos de infecgdo hospitalar (GUERRA et al.; 2015; WHO, 2014).

E considerado um importante patdgeno envolvido na etiologia das infeccdes
humanas, causando varias doencgas e € encontrado na pele e nas fossas nasais de
pessoas saudaveis (GUERRA et al., 2015). As infecgdes mais comuns acometem a
pele, manifestando-se como espinhas, furunculo e celulite, e as mais graves, como
pneumonia, meningite, endocardite, entre outras (MADDOX et al., 2015; SOUZA et
al., 2015).

S. aureus foi uma das primeiras bactérias a serem controladas com a
descoberta dos antibidticos, porém sua capacidade de adaptacdo e resisténcia a
tornou uma das espécies de maior importancia no ambito das infeccées hospitalares
e comunitarias. Esta resisténcia foi mediada pela producdo de uma enzima beta-
lactamase que inativa os farmacos como a penicilina. As cepas de S. aureus que
apresentam resisténcia a meticilina sao denominadas Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). Esta resisténcia ocorre devido a alteragbes
genéticas que reduzem a acao de antimicrobianos B-lactdmicos, e pela aquisi¢do de
um novo gene (mecA) que codifica uma nova proteina de ligacdo a penicilina. Sao
considerados importantes patégenos nosocominais (QUEIROZ et al., 2012; WHO,
2014).

Escherichia coli

No género Escherichia a espécie mais comum é a Escherichia coli. Este
microrganismo pertence a familia Enterobacteriaceae, sendo uma bactéria Gram
negativa, anaerobia facultativa, e habita o intestino de humanos e animais
(MADDOX et al., 2015; SOUZA et al., 2015). Possui uma relagdo de simbiose com o
hospedeiro, desempenhando um papel importante na estabilidade microbiana e
mantendo a homeostase intestinal. Quando ocorre um desequilibrio nesta relacao a
E. coli assume um comportamento patogénico (GUERRA et al., 2015).

Este microrganismo tem como habitat natural o trato intestinal de mamiferos,
podendo ser encontrada na agua, solo, ar, residuos organicos de origem animal,
produtos alimentares de origem vegetal e animal, em fezes de animais domésticos e
selvagens, tendo essas como principais fontes de infecgcdes os alimentos e a agua
(CROXEN et al., 2013). E o principal agente etiologico de infeccbes da corrente

sanguinea em todas as idades, seja comunitaria ou nosocominal, sendo responsavel
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por varias doencas dentre elas: meningite em recém-nascidos, gastrenterite
(diarreias), infec¢éo urinaria, cistite (inflamacdo no trato urinario), peritonite (inflagcao
na membrana que reveste a cavidade abdominal). Considerado um dos principais
agentes causadores de infecgdes de origem alimentar em todo o mundo (SOUZA et
al., 2015; WHO, 2014).

E. coli é causadora de varias patologias em seres humanos e animais.
Podemos citar algumas das categorias mais conhecidas dessa bactéria em relagcao
as infecgdes intestinais, sdo os patotipos: Escherichia coli enteroinvasora,
Escherichia coli enterotoxicogénica, Escherichia coli enteropatogénica, Escherichia
coli entero-hemorragica (CROXEN et al., 2013).

As bactérias Gram negativas possuem formas de bastonete, e sé&o
constituidas por uma parede celular que atua como protecdo, na qual forma uma
camada fina de peptidoglicano € uma membrana exterior que contém porinas,

lipopolissacarideos, lipideos e proteinas (GUERRA et al., 2015).

AGENTES ANTIBACTERIANOS
Segundo Oliveira e colaboradores em 2011 os antibidticos foram classificados
quanto sua origem, como:
e Naturais:
= Penicillum - Penicilinas;
= Streptomyces - Tetraciclinas
= Cephalosporium - Cefalosporinas
e Semi- sintéticos:
» Penicilinas e Cefalosporinas
e Sintéticos:
» Cloranfenicol
* Quinolonas
* Aminoglicosideos

= Macrolideos e outros

As Penicilinas pertencem a um grupo de amplo espectro de agao microbiana
e possuem uma baixa toxicidade. Porém apresentam problemas na penetracédo da
parede das bactérias gram-negativas. Sao obtidas de culturas de fungos Penicillium

notatum e Penicillium chrysogenum. Classificadas como bactericidas. Seu
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mecanismo de acdo envolve a deformacédo da parede celular (GUIMARAES et al.,
2010).

As Cefalosporinas apresentam uma maior atividade contra bactérias gram-
negativas, ao contrario da Penicilina, elas sdo obtidas do Cephalosporium
acremonium e Streptomyces lactamdurans. Seu mecanismo de ag¢ao consiste na
reducdo da permeabilidade dos poros da membrana, e producao de beta-
lactamases, ou seja, inativacdo hidrolitica dos antibidticos. Sao classificadas em
geragcdes como 1°, 2°, 3° e 4° geracao, levando em consideracao a semelhancga do
farmaco e o seu amplo espectro de atividade antibacteriano (GUIMARAES et al.,
2010).

As tetraciclinas possuem um amplo espectro de agdo, baixa toxicidade, baixo
custo, e na maioria dos casos pode ser administrada por via oral, possuindo uma
acao bacteriostatica. Abrange microrganismos gram-positivos e gram-negativos.
Atualmente é descrito seu uso em humanos e também na terapia animal. Seu
mecanismo de acdo consiste na ligacdo de um sitio na subunidade 30s do
ribossomo bacteriano impedindo que o RNAm se ligue ao sitio aceptor, impedindo
assim a sintese proteica (PEREIRA-MAIA et al., 2010).

Quanto a acéao biolégica as bactérias sao classificadas como bactericidas ou
bacteriostaticas, ou seja, a acdo bactericida é a capacidade de matar ou lesar
irreversivelmente o microrganismo, ex: Penicilinas, Cefalosporinas; a acao
bacteriostatica € a capacidade de inibir o crescimento e a duplicacdo de um
microrganismo, podendo voltar a crescer com a suspencao do tratamento, ex:
Cloranfenicol (OLIVEIRA et al., 2011).

Os antimicrobianos podem atuar sobre a parede celular das bactérias, na
membrana citoplasmatica, na sintese de proteinas e na sintese de acidos nucleicos.
o Acao sobre parede celular: o farmaco age no momento da formagao dessa
parede, deixando a bactéria sem protecao, causando um efeito bactericida.

o Acdo sobre a membrana citoplasmatica: os antibidticos atuam
desorganizando a sua estrutura e alterando sua permeabilidade, produzindo um
efeito bactericida.

o Acao sobre a sintese de proteinas: os antimicrobianos dificultam a tradug&o
de informacgéo genética e também induz a formacao de proteinas defeituosas, efeito

bactericida.



25

o Acao sobre a sintese de acidos nucleicos: os antibidticos agem na sintese de
DNA, interferindo na replicacdo da informacdo genética, e na sintese de RNA
impedindo a transcricdo da informagdo genética por bloqueio da enzima RNA-
Polimerase. Efeito bactericida (OLIVEIRA et al., 2011).

FUNGOS

Os fungos estao entre os principais agentes de infec¢oes, principalmente em
pacientes hospitalizados (GIOLO e SVIDZINSKI, 2010; VOLTAN et al., 2014).
Existem cerca de 150 mil espécies de fungos causadoras de doencgas, se
manifestando principalmente quando os mecanismos de defesa do hospedeiro estao
comprometidos. Porém sao encontrados no meio ambiente 1,5 milhdes de espécies
(PEIXOTO et al., 2014; GIOLO e SVIDZINSKI, 2010).

O fungo é um microrganismo eucariotico, na qual o nucleo € bem definido
envolto por uma membrana nuclear, com organelas presentes, caracteristicas que
também sdo observadas em células animais (KUNZLER, et al., 2013). Esta
semelhanga dos microrganismos com as células do hospedeiro representa a maior
dificuldade em elaborar estratégias terapéuticas especificas contra os fungos, sem
causar danos ao hospedeiro tornando o tratamento de infec¢des fungicas um sério
problema (GIOLO e SVIDZINSKI, 2010; KUNZLER, et al., 2013).

As infecgbes fungicas podem causar desde reagbes alérgicas a proteinas
fungicas, bem como reacbes a toxinas presentes em certos fungos, até infeccoes
apresentadas como micoses. Podemos ter infec¢cdes enddgenas como, por exemplo,
as candidoses, ou infeccbes adquiridas a partir do meio ambiente, como as
infecgdes por Cryptococcus e Aspergillus (KATHIRAVAN et al., 2012)

Os fungos na sua estrutura sao constituidos de uma parede celular,
responsavel pela protecdo da célula, na qual contém ergosterol na sua membrana
celular em vez de colesterol. Os fungos por serem organismos eucarioticos, fazem
parte de diferentes estudos em diversas areas da biologia celular, genética, fisiologia
e bioquimica (MARQUES et al., 2014; SCHAECHTER et al., 2002).
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Candida albicans

Taxonomicamente o género Candida pertence ao reino Fungi, divisdo
Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina, classe Blastomycetes, da familia
Cryptococcacea (GIOLO e SVIDZINSKI, 2010).

As espécies do género Candida sdo consideradas oportunistas, quando
ocorre um desequilibrio em sua relagcdo com o hospedeiro, sendo assim,
representam uma das principais causas de infec¢gdes fungicas (PEIXOTO et al.,
2014). Candida albicans corresponde um dos principais fungos patogénicos
predominante nos seres humanos, cerca de 20 a 50% da populacdao predomina na
cavidade bucal. Sdo comensais, fazendo parte do trato gastrointestinal, da
microbiota vaginal, da uretra e dos pulmdes dos seres humanos (SANTANA et al.,
2013; VOLTAN et al, 2014).

Este microrganismo é diploide, uma vez que a fase assexuada é
representada pela producdo de conidios e a sexuada pela producédo de brotos, de
blastoporos ou blastoconideos, ocorrendo a formacdo de hifas (GIOLO e
SVIDZINSKI, 2010). Assim, o género Candida, ao possuir uma caracteristica de
dimorfismo, quando inoculado, apresenta-se na forma inicial de levedura e
posteriormente na forma de hifa patogénica (SANTANA et al., 2013).

Segundo autores, a producao de hifas aumenta a capacidade de aderéncia
da levedura aos tecidos do hospedeiro devido ao aumento da superficie de contato
do mesmo (PEIXOTO et al.,, 2014). Deste modo as hifas tém sido relacionadas
como as formas mais virulentas, sendo invasiva e patogénica, justificada pela
resposta da Candida albicans as variagdes nutricionais e ambientais (GIOLO e
SVIDZINSKI, 2010; SANTANA et al., 2013).

Existem varias espécies do género Candida, sendo a mais predominante a
espécie Candida albicans. Seguido, entdo, pelas espécies ndo-albicans. Estas tém
sido cada vez mais relacionadas em processos infecciosos de humanos, sao
algumas das mais importantes: Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida
parapisilosis e Candida dubliniensis, Candida krusei, Candida kefyr, Candida
rugosa, Candida norvegensis, Candida lipolytica (GIOLO e SVIDZINSKI, 2010;
KATHIRAVAN et al., 2012; SANTANA et al., 2013).
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Alguns autores relatam que em algumas partes do mundo, notadamente nos
paises da América Latina, Candida ndo-albicans em principal as C.parapsilosis e C.
tropicalis podem ser isoladas e responsaveis por mais de 50% de casos de
infeccdo, estando na segunda posicdo como maior causa de candidemias
(KATHIRAVAN et al., 2012). Porém, as razdes para tal problema ainda sao
desconhecidas, fatores de risco como uso de cateteres intravenoso e a
contaminacgao dos profissionais de saude sdo as provaveis justificativas para as
infecgdes (SHAPIRO et a., 2011; VOLTAN et al., 2014).

Rhodotorula
Rhodotorula € um fungo patégeno oportunista emergente, reconhecido nas
ultimas décadas como um causador de infeccdo em humanos, especialmente em
pacientes imunocomprometidos (DUGGAL et al., 2011). Esta levedura apresenta
baixa viruléncia, porém na clinica se torna mais agressiva, principalmente em
pacientes hospitalizados. Os fatores de risco incluem cateteres venosos centrais,
neoplasias malignas, e pacientes que fazem uso de antibiéticos de largo-espectro,
assim contribuindo para a resisténcia deste fungo (LUNARDI et al., 2006; ZHOU et
al., 2014).

Este microrganismo pertence ao género Rhodotorula, familia Criptococceae,
sao organismos transportados pelo ar e podem estar presentes na pele e na
expectoracgao, urina e fezes. Sua reproducgéao caracteriza-se por brotamento
multilateral. Existem muitas espécies de Rhodotorura, porém as trés espécies que
causam doencas em seres humanos sao Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula
glutinis, e Rhodotorula minuta (LUNARDI et al., 2006 ; SPILIOPOULOU et al., 2012).
Rhodotorula sp esta presente na flora gastrointestinal normal. Entretanto, a
maioria das infec¢des causadas por esta espécie tem sido associada com cateteres
intravenosos e acompanhamento de pacientes com tumores sélidos, doencas
linfoproliferativas, insuficiéncia renal cronica, diabetes, endocardites, doengas
pulmonares e HIV. A retirada do cateter desses pacientes pode ser um mecanismo
de tratamento para as infec¢des fungicas, também o uso de agentes antifungicos

como anfotericina B e o fluconazol (DUGGAL et al., 2011; ZHOU et al., 2014).
Este microrganismo também pode causar infecgbes em animais. Ha relatos
de infeccoes de pele em galinhas e animais marinhos, além de infeccdes

pulmonares e otite em ovinos e bovinos (MADDOX et al., 2015).
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AGENTES ANTIFUNGICOS

Os antifungicos podem ser administrados por via sistémica ou tépica. Os de
uso sistémico exibem uma variedade de mecanismo de ag&o, podendo ocasionar
danos a membrana celular e intervencdo do metabolismo. Entretanto, os
antifungicos de uso topico apresentam variedade de mecanismo de agao, na qual
seu uso € relacionado a superficie corporea (KATHIRAVAN et al., 2012).

Nos casos de infec¢do fungica causadas por Rhodotorula sp, os farmacos
como a anfotericina B e o fluconazol sdo recomendados, no entanto algumas cepas
deste género tem demostrado certa resisténcia ao fluconazol ((LUNARDI et al.,
2006).

As principais classes de antifungicos disponiveis atualmente para tratar
graves infecgdes fungicas sdo os azois, os polienos, as equinocandinas e as
flucitosinas. O mecanismo de acdo dos antifungicos possuem varias rotas de
atividade, dentre elas a sintese do ergosterol, sintese de quitina, sintese de acido
nucleico e sintese de proteinas (KATHIRAVAN et al., 2012; WHO, 2014).

A anfotericina B é o medicamento de escolha para o tratamento da candidiase
sistémica. E um antifingico polieno obtido de actinomiceto encontrado no solo e
exerce atividade fungicida e fungistatica, dependendo da concentracdo administrada
com um amplo espectro de atividade, € administrada por via endovenosa e nao é
absorvida pela pele ou pelas membranas de mucosas. Os efeitos adversos
provocados pela anfotericina B s&o irritagcao local, disturbios gastrintestinais leves,
febre, calafrios e nauseas (ELLEPOLA e SAMARANAYAKE, 2000; NEVILLE et al.,
2011).

Este farmaco liga-se a membrana celular e interfere na permeabilidade e nas
funcoes de transporte, formando um poro na membrana e consequentemente
criando um canal iénico na parte central hidrofilica da molécula, ocorrendo assim a
perda de ions de potassio e alterando o metabolismo da célula. A anfotericina B
possui uma afinidade maior pelo ergosterol da membrana dos fungos, que é o
principal esterol encontrado na membrana plasmatica de células animais
(SCHAECHTER et al., 2002).

O mecanismo de acdo dos azdis consiste em bloquear a sintese do
ergosterol, alterando a permeabilidade da membrana celular fungica. Os principais
farmacos que pertencem ao grupo de agentes sintéticos dos azdis sao: fluconazol,

itraconazol, cetoconazol, miconazol e econazol (VOLTAN et al., 2014).
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Como alternativa viavel para o tratamento de candidiase tem-se administrado
por via oral ou intravenosa o fluconazol, especialmente para os casos de candidiase
disseminada, devido & sua eficacia e baixa toxicidade. E um antifiingico que inibe a
sintese de esteroide fungico e praticamente ndo altera a sintese do esterol
(colesterol) dos mamiferos. Como consequéncia, apresenta alteracbes na
permeabilidade da membrana citoplasmatica do fungo, prejudicando a captacado dos
nutrientes, o que se traduz por inibicdo do crescimento fungico, originando
alteracdes morfologicas que resultam em necrose celular (PEIXOTO et al., 2014;
VOLTAN et al., 2014).

O fluconazol possui um amplo espectro de atividade antifungica, sendo
importante principalmente no tratamento de pacientes imunocomprometidos. Sua
alta absorcao sistémica tem sido util no tratamento de pacientes com AIDS e é
eficaz no tratamento de candidiase em mucosa incluindo a candidiase orofaringea e
esofagica. Seus efeitos secundarios sdo geralmente leves, podendo causar nausea,
dor gastrica, cefaleia e desconforto abdominal (ELLEPOLA e SAMARANAYAKE,
2000; NEVILLE et al., 2011).

Futuramente, os antifungicos deverdao abranger um maior espectro de
atividade fungicida, serem seguro e nao téxico para as células do hospedeiro.
Todavia, ndo podendo apenas depender da sintese de novos compostos, faz-se
necessario o0 aprimoramento das técnicas de diagnostico e de tratamento,
possibilitando assim, uma maior rapidez na identificacdo da patologia e maior
eficacia no combate da mesma (PEIXOTO et al., 2014; SANTANA et al., 2013).
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Os resultados obtidos a partir dos experimentos propostos para o desenvolvimento
da dissertacdo de mestrado resultaram na elaboracdo de um artigo intitulado
ANTIMICROBIAL IN VITRO ACTIVITY OF 2-(ARYL)- 3-(BENZOI[d][1,3]DIOXOL-5-Y-
THIAZOLIDIN-4-ONE, no qual foi submetido a revista Medicinal Chemistry, conforme

as normas da mesma.
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Abstract: This study evaluated the biological properties of twelve 1,3-thiazolidin-4-ones by assessing antifungal and
antibacterial activities. All compounds were tested against three fungi and two bacteria. The lowest concentration that
produced a >50% inhibition of the growth of yeast in comparison with positive control was identified as MICso.
Compound 1b showed the best antifungal result against Candida albicans with MICso 100 pg/ml (52.38% of growth
inhibition). In antifungal Rhodotorula assay, two compounds showed good antifungal activity with MICso 100 pg/ml
(1f: 82.91% and 1i: 61.91%). For C. parapsilosis compound 1i has MICso 200 pg/ml. No antibacterial activity was
found for Staphylococcus aureus and Escherichia coli at the highest concentration tested (400 pg/ml). The
cytotoxicity study for three compounds was carried out against primary astrocyte cells and no toxic effect was found
at 400 uM. This study discovered at least two potential compounds that will guide further chemical modification for

searching better results.

Keywords: 4-thiazolidinones; 1,3-benzodioxol, Candida albicans; Candida parapsilosis; Rhodotorula mucilaginosa; astrocytes.

1. INTRODUCTION

In recent years, chemical alterations on the structure of
established agents have had the objective of developing
new bioactive compounds. In this sense, heterocyclic
compounds such as thiazolidinones, have been highlighted
due to the biological activities. Researchers are studying
these compounds by reason of their biodiversity and the
properties of interest to the pharmaceutical industry,
especially antimicrobial [1].

Organic chemistry has contributed to discover new
synthetic compounds for clinical use while the
pharmaceutical industry has been richly motivated to
continue the development of new drugs [2]. It is well
demonstrated in the literature that the 4-thiazolidinone ring
has multiple substitution sites, representing a class of
compounds of great scientific interest also due to their
chemical properties [3]. It is emphasized that the
heterocyclic 1,3-benzodioxol also was related in the
literature with different biological properties such as
antitumor [4], anticonvulsant [5], anti-inflammatory [6]
and antioxidant [7].

Given the fact that infectious diseases are a major cause of
death in the world, people in general necessitate the
production of new broad spectrum antimicrobial drugs for
combating worldwide mortality [8]. Thus, the search for
new drugs increased in order to give new options and
combat cases of microbial resistance.

*Address correspondence to this author at the CCQFA, Federal
University of Pelotas, P.O. Box: 354, Pelotas, Brazil; Tel/Fax: +55-53-
3275-7358, +55-53-3275-7354; E-mails: wilson.cunico@ufpel.edu.br.

Accordingly, the 4-thiazolidinones compounds have
revealed significant antimicrobial activity and have been
purpose of study against various microorganisms, such as

Gram-positive bacteria,
fungus [3,9,10].

Some yeast are responsible for opportunistic fungal
infections, with emphasis on invasive infections [11]. Its
infections have been frequent in recent years due to the
increasing population on specific medical conditions, such
as in cases of surgery, bone marrow and organ
transplantation, in addition to the large number of
immunocompromised patients, such as those with
endocrine diseases, suffering from stress, and mostly
positive HIV patients. The fungus Candida spp is
responsible for most infections [11,12], however there are
other kinds of yeast that take advantage of the
compromised conditions of the patients being able to cause
serious infections, such as Rhodotorula spp. that are an
emergent opportunistic pathogen [13].

Gram-negative bacteria and

In this context, our research program has been working
with thiazolidinones, studying their chemical [14,15] and
biological properties [16-18]. With this, a series of 1,3-
thiazolidin-4-ones containing the 1,3-benzodioxole group
was the target of this work as potential antimicrobial
agents.

2. MATERIALS AND METHOD

Antimicrobial

The antifungal and antibacterial assays were carried out
using 12 thiazolidinones obtained from previously works
[14]. Five dilutions in DMSO were prepared with different
concentrations: 400 pg/mL, 200 pg/mL, 100 pg/mL, 50
pg/mL and 25 pg/mL.

2.1.2. Strains Culture Conditions

Tests were carried out with strains of Candida albicans
(ATCC 62342), Candida parapsilosis, Rhodotorula
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mucillaginosa, Staphylococcus aureus (ATCC 19095) and
Escherichia coli (ATCC 29214). These strains were
collected from denture user patients with Chronic Atrophic
Candidiasis (CAC), enrolled in the Center for Diagnosis of
Diseases of the Mouth (CDDB), School of Dentistry,
Federal University of Pelotas (FOP-UFPel). To fungal
study, samples were kept under -80°C, reactivated at room
temperature and a 20pL aliquot was cultivated aerobically
on SDA (Sabouraud dextrose agar) (Acumedia
Manufactures, Inc, Michigan, USA) with 0,01%
chloramphenicol added for 24h at 37°C. To bacterial study,
samples were kept under -80°C, reactivated at room
temperature and a 20uL aliquot was cultivated aerobically
on Mueller-Hinton Broth (MHB) (ISOFAR) supplemented
with sacarose to 1% for 24h at 37°C [19,20].

Inoculum

The strains were sub-cultured on Sabouraud Dextrose
Agar with 0.2 mg/mL of chloramphenicol at 36 °C for 24 h
for fungal and Brain and Heart Infusion Agar (BHI), at
37°C for 24h for bacterial. After incubation, these strains
were individually inoculated into tubes containing 5 mL of
a sterile 0.85% saline solution and the yeast suspension
was adjusted to a 0.5 McFarland standard (which is
approximately 108 colony forming units CFU/mL). The
inoculum was then resuspended to obtain a final
concentration in Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 medium (Sigma, St. Louis, MO, USA) buffered to
pH 7.0 with 165 mmolL™ of morpholinepropanesulfonic
acid (MOPS; Vetec, Duque de Caxias, Rio de Janeiro,
Brazil) for fungal and MHB to bacterial [19].

Determination of the
Concentration (MICso)

MICso of the 1,3-thiazolidin-4-ones were determined by
using the broth microdilution techniques described by the
Europen Committee on antimicrobial susceptibility testing
(EUCAST). For yeasts, the MICs value was determined as
the lowest concentration of the compost in the broth
medium that resulted in maintenance or reduction of the
inoculum. Spectrophotometric readings on each well were
performed with a automatic plate reader Therrmo Plate
(USA) set at 490 nm for fungal assays and 630 nm for
bacterial.  Antifungal susceptibility test by Broth
Microdilution (BM) was carried out in sterile
microdilution plates (KASVI) with 96 flat bottomed wells,
composed of eight series identified from A to H, each one
with twelve wells. For the test, 20 pL of each
concentration of each compound were collected, and 1980
pL of Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
medium (Sigma) were added for fungal and Heart Infusion
Broth (Mueller Hinton) for bacterial. After preparation and
dissolution of the above-mentioned compounds, 100 pL of
each compound were pipetted into each well of the test
plate, to which another 100 pL of the innoculum were
added. Five successive dilutions were prepared and 100 pl
aliquots were sequentially dispensed into the microdilution
plates, filling the wells in the columns numbered from 1 to
5. The columns 6 and 7 were reserved as controls. The
positive control was composed of 100 uL of RPMI and
100 pL of the half-inoculum solution. The negative control
was composed of 200 pL of the same culture medium. The
plates were incubated at 37°C for 48h for fungal and 24h
bacterial. The readings were made spectrophotometric,
comparing the growth of the yeast in the wells numbered
one to five with the wells that had the positive control
(cavity 6). The lowest concentration that produced an

Minimum Inhibitory

inhibition >50% of the growth of the yeast in comparison
with the positive control was identified as the MICsg [20].

Cytotoxicity
Animals

Experiments were performed using 1-2 day-old male
Wistar rats. These animals were obtained from the Central
Animal Facility of Universidade Federal de Pelotas
(Brazil) and were maintained in temperature controlled
environment (23 = 1 ° C), light/dark cycle of 12h, and the
diet both solid as water is provided ad libitum to the
animals. The protocol was approved by the Ethics
Committee and Animal Experimentation of the
Universidade Federal de Pelotas, Brazil under the protocol
number (CEEA 9219).

General cell culture procedure

The culture of primary astrocyte were prepared as
described by Da Frota et al, 2009 [21]. In summary, the
cortex of neonatal Wistar rats (1-2 days old) were removed
and mechanically dissociated in a salt solution with Ca*?
and Mg* free balanced, pH 7.4. After 10 min of
centrifugation (1000 rpm), the pellet was resuspended in
DMEM supplemented with 10% FBS. Then, the cells
(3x10%) were plated in 96-well plates. After 4 hours, plates
were carefully stirred and washed with phosphate buffered
saline (PBS) and the medium was changed. Cultures were
allowed growing up to confluence by 20-25 days and the
medium was replaced every 4 days.

MTT cell viability assay

The compounds 1b, 1f, 1h and 1i were carried out to
cytotoxicity assay. Then, each compound was solubilized
in dimethylsulphoxide (DMSO) and prepared in DMEM at
final concentration of 100 uM, 200 uM and 400 uM. The
primary astrocytes cells were seeded at 3 x 10* cells/well
in DMEM/10% FBS and the cultures were exposed to
compounds for 48h and the control cells were treated with
vehicle. To analyze the cytotoxicity in primary astrocytes
cells, was chosen the method witch assess the cell
viability, by the  3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. This method is
based on the ability of viable cells to reduce MTT to
formazan. The MTT solution was added in the wells with
medium in plates with 96 wells at final concentration of
0.5 mg/ml. Then, these plates are brought to the incubator
for 90 min at 37°C and a humidified atmosphere with 5%
CO,. After, the medium was removed and the formazan
precipitate was shaken with DMSO for 30 min. At 492nm,
was measured the optical density of each well, and the
results were expressed as percentage of cell viability,
considering the growth of the control group as 100%.

Statistical analyses

Data were analyzed by using one-way or two-way analysis
of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post-hoc test
for multiple comparisons in the softwares Graphpad Prism
5 or Statistics 8. Furthermore, the antifungal activity data
were expressed as absorbance and demonstrated as mean +
standard error and the differences between mean values
were considered significant when P <0.05.

3. RESULTS AND DISCUSSIONS

The general structure of twelve 1,3-thiazolidin-4-ones,
synthesized from 3,4-(methylenedioxy)aniline,



arenealdehydes and mercaptoacetic acid according
previous work [14] are shown in Figure 1. These
compounds were carried out to evaluate its antibacterial
and antifungal activities against two bacteria (S. aureus
and E. coli) and three fungi (C. albicans, C. parapsilosis
and R. mucilaginosa). Tetracycline and fluconazole were
used as standard drugs for antibacterial and antifungal
assays, respectively

<O r?js 1a: 2-NO, 1e: 3-F 1i: 2,3-OCH,
OD 1b: 3-NO,  1f: 2-CI 1j: 4-OCH,
N 1c: 4-NO, 1g: 2,6-Cl 1k: 2,5-OCHj4
| N 1d: 2-F 1h: 2-CI, 6-F 11: 3,4-OCHj;
R

Figure 1. General structure of tested thiazolidinones 1a-I.

First of all, the MICsg of thiazolidinones against all tested
microorganisms were measured. The Table 1 shows these
MICs considering the lowest concentration that inhibit at
least 50% of microbial growth, compared to control. None
compound tested showed 100% of inhibitory effect for
fungi or bacteria.

The antibacterial assay against S. aureus and E. coli
showed that none compound is able to inhibit the bacterial
growth at the highest concentration used 400 pg/mL. In
this sense, it is understood that these compounds have no
antibacterial action.

Table 1. Minimum Inhibitory Concentration (MICs) expressed in pg/mL of thiazolidinones against C. albicans, C.

parapsilosis, R. muciloginosa, S. aureus and E.coli.

MICso (ug/mL) (% of growth inhibition)

Molecular C.albicans R. muciloginosa C. parapsilosis S. aureus E. coli
Comp. R weight

48h 48h 48h 24h 24h
1a 2-NO, 344.34 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400
1b 3-NO, 344.34 100 (52.38) > 400 > 400 > 400 > 400
1c 4-NO, 344.34 > 400 200 (66.92) > 400 > 400 > 400
1d 2-F 317.33 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400
1le 3-F 317.33 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400
1f 2-Cl 333.79 > 400 100 (82.91) 400 (65.98) > 400 > 400
1g 2,6-Cl 368.23 200 (51.56) > 400 > 400 > 400 > 400
1h 2-Cl, 6-F 351.78 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400
1i 2,3-OCHs 359.40 > 400 100 (61.91) 200 (67.97) > 400 > 400
1j 4-OCHj 329.37 200 (51.44) 200 (98.07) > 400 > 400 > 400
1k 2,5-OCHjs 359.40 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400
11 3,4-OCHs 359.40 200 (61.94) 200 (61.64) > 400 > 400 > 400

Fluconazole 306.27 <25 <25 <25 <25 <25

Tetracicline 444.43 <25 <25 <25 <25 <25




The results of all thiazolidinones at 100 pg/mL
were compared by one way analysis of variance. In
the assay with C. albicans (Figure 2), it turns out
that all of the tested compounds showed statistical
difference compared with the control group, except
for compounds 1d and 1h. The compound 1b (R=3-
NO>) the best antifungal result against C. albicans
(52.38%). It is noted that the thiazolidin-4-one with
NO, group at 4-position (1c; 45.13%) also
presented good results, suggesting that this group is
important for activity. Besides, compounds with
two methoxy groups (1i; 42.20%) and (1k; 43.00%)
exhibited to be interesting as well as one methoxy
group (1j; 39.17%).
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Figure 2. Antifungal activity screening of
thiazolidinones at 100 pug/mL in 48h. Bars represent
means + SEM; * represents statistical difference
from water control group, considering P<0.05;
**p<0.01; ***P<0.001 (One-way ANOVA
followed by post-hoc Tukey’s test, n=3).

Similarly, all compounds were compared at
concentration 100 pg/mL against C. parapsilosis
and none of them had MICs, (Figure 3). Five (1b,
1f, 1g, 1h and 1i) of twelve compounds showed
statistical difference in relation to the growth
control in this trial. The best results were find for
compounds 1h and 1g that are disubstituted at the
same position, having R=2-Cl, 6-F and R=2,6-Cl,
respectively.

Candida parapsilosis - 48h
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Figura 3. Antifungal activity screening of
thiazolidinones 1a-11 at 100 pg/mL in 48h against
C. parapsilosis. Bars represent means + SEM; *

represents statistical difference from water control
group, considering P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001
(One-way ANOVA followed by post-hoc Tukey’s
test, n=3).

Besides that, it was also evaluated the antifungal
potential of thiazolidinones against R. mucilaginosa
(Figure 4). In this test was verify the fungal growth
in 48h, and from twenty tested compounds, only
two presented statistical difference from control
group. These two compounds showed good
antifungal activity at 100 pg/mL, 1f (R=2-Cl,
82.91%) and li (R=2,3-OCHs;, 61.91%). It is
important to highlight that these compounds (1f and
1i) presented the best percentage of fungus growth
inhibition in this work.

Rhodotorula - 48h
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Figura 4. Antifungal activity screening of
thiazolidinones 1a-1l at 100 pg/mL in 48h against
R. mucilaginosa. Bars represent means + SEM; *
represents statistical difference from water control
group, considering P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001
(One-way ANOVA followed by post-hoc Tukey’s
test, n=3).

The compounds that have MICsp at 100 pug/mL for
each fungus were analyzed by variance at different
concentrations to verify the dose-responding and
the lowest effective dose. According to the Figure
5 (A), it can be observed the importance of the
concentration on the antifungal response for
compound 1b. Importantly, with the lowest
concentration used (25 pg/mL; 32.65% in 48 h), the
compound 1b appeared to be different from the
growth control. The percentage of growth inhibition
of 1b range from 32.65% (25 pg/mL) to 56.91%
(200 pg/mL). Beyond that, the concentration of 400
pg/mL was not used due to insolubility in DMSO.
Further, in Figure 5 (B), the compounds 1f and 1i
were tested at concentrations of 25, 50 and 100
pg/mL for 48 hours against R. mucilaginosa. The
concentrations of 200 and 400 pg/mL were not used
in the test for problems of DMSO solubility. In
general, the two-way analyses of variance
demonstrated that the compound 1f (B) presented
different from control group (A), while the
compound 1i did not (AB). Moreover, analyzing
the results of growth inhibition for compound 1f,



each concentration was considered different from
each other; at 50 pg/mL, 47.61% (b); at 100 pg/mL
82.91% (c); and at 25 pg/mL did not present a
relevant inhibition (a).
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Figura 5. Concentration-response of antifungal
activity of thiazolidinones. A) compound 1b against
C. albicans. Capital letters represents statistical
difference between time and small letters represents
difference between concentrations, considering P<
0.05: B) compounds 1f and 1i against R.
mucilaginosa in 48h. Capital letters represents
statistical difference between all groups (treatment
and control) and small letters represents difference
between concentrations, considering P<0.05 (Two-
way ANOVA followed by Tukey’s test, n=3). Bars
represent means £ SEM.

Evaluating the cytotoxicity assay, it was verified
that the three thiazolidinone tested (1b, 1f and 1i)
maintained the cell growth similar to control group,
according statistical analyses (Table 2). It represent
that these compounds did not show toxicity.
However, in the highest concentration (400 uM),
compound 1i showed the lowest percentage of cell
viability (70.10%).

Table 2. Cytotoxicity of thiazolidinones in primary
astrocytes in 48h.

Co Cytotoxicity (% of cell viability + Std. Error)?

i 100 pMmb 200 pMe© 400 pMm¢
1b 92.7 +4.996 90.8+7.205  91.4+7.823
if 112.2 +3.991 1035+4.081  88.7 +5.405
Li 91.3 +1.425 1004+23.00  70.1+1557

@ The results were expressed as percentage of cell
viability, considering the growth of the control group as
100%. One-way ANOVA followed by post-hoc Tukey’s
test, n=4; P the concentration range from 33.38 to 35.94
ug/mL; ¢range from 66.76 to 71.88 pg/mL; 9range from
133.51 to 143.76 pg/mL.

4. CONCLUSION

From twelve different 1,3-thiazolidin-4-ones tested
against three fungi, we highlight the activity of two

compounds with MICsp 100 pg/ml: 1b had a good
activity against C. albicans; and 1f with potential
activity against R. mucilaginosa. However, the
twelve compounds tested showed no activities
against S. aureus and E. coli. It is known that this is
only a preliminary work, however, it is understood
that the results of this study create perspectives for
further research. It is important to highlight the
development of the heterocyclic  organic
compounds synthesis from the core of the 4-
thiazolidinones and the consequent evaluation of
pharmacological activity, specially the antifungal
with the aim of increasing the therapeutic
possibilities to fight diseases caused by
microorganisms.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Levando-se em consideragado esses aspectos e com o intuito de aumentar as
possibilidades terapéuticas no combate a resisténcia microbiana e as doencgas
causadas por microrganismos, destaca-se o desenvolvimento de sinteses de
compostos organicos heterociclicos a partir do nucleo das 4-tiazolidinonas e a
consequente avaliagdo da atividade farmacoldgica.

Neste trabalho, dentre os doze derivados de 4-tiazolidinonas testados,
ressaltamos que os compostos 1b apresentou boa atividade contra C. albicans, 1h
com potencial de atividade contra C.parapsilosis e 1f com potencial de atividade
contra Rhodotorula. Os compostos testados n&o apresentaram atividade
antibacteriana contra as cepas de S. aureus e E. coli.

Os resultados sugerem uma complementacao e aprofundamento dos estudos
em relacdo a novos testes que devem ser realizados, a fim de determinar o
mecanismo da ac¢ao antifungica desses compostos, bem como testes in vivo e testes
de citotoxidade. Considerando a resisténcia dos microrganismos aos
antimicrobianos faz-se necessario a descoberta de farmacos que combatam essa

resisténcia.
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