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RESUMO

7

A inflamacdo € um processo complexo e dinamico iniciado pelo corpo em
resposta a uma lesao tecidual ou infeccédo que culmina na liberacdo sequencial
de mediadores que conduzem a vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular, formacdo de edema e a ativacdo de fibras de dor. O processo
inflamatorio esta presente em varias patologias, como a artrite e a osteoartrite.
Segundo dados do Ministério da Saude, cerca de 80% dos brasileiros com
idade acima de 70 anos séo portadores de uma destas doencas, sendo
imprescindivel a utilizacdo de anti-inflamatdrios para combater o processo de
inflamacédo. Contudo, esta utilizacdo pode levar a efeitos secundarios como
ulceracao gastrica e hemorragia, despertando a necessidades de novas drogas
capazes de inibir o processo inflamatério sem apresentar os riscos advindos da
sua administracdo. Diante desta problematica, diversos estudos apontam as
tiazolidinas como portadoras de significativas atividades biolégicas. Pois,
estudos comprovam o potencial anti-inflamatério e analgésico de derivados
tiazolidinicos com reduzidos efeitos gastrointestinais. Nesse contexto,
propomos a obtencdo de novos derivados tiazolidinicos, sua elucidacao
estrutural e determinagéo da atividade anti-inflamatéria através dos testes de
peritonite induzida por carragenina, contor¢cdes abdominais induzidas por &cido
acético e determinacdo dos niveis de NO. Os compostos tiveram suas
estruturas devidamente comprovadas por RMN-*H, RMN-*3C e IV. Todos os
derivados foram sintetizados de acordo com uma via plena e convergente,
atravées de reacdes de N-alquilacdo, condensacdo e posterior adicdo de
Michael. Seis compostos foram avaliados in vivo e comparados com farmacos
padrées. Os compostos GQ-246, GQ-252 e GQ-273 foram 0s mais ativos da
série, apresentando um percentual de inibicdo da migracéo celular de 80,7%,
81,8% e 77,4% respectivamente, em teste de peritonite induzida por
carragenina. Estes resultados comprovam mais uma vez a potencial atividade
anti-inflamatéria das tiazolidinadionas e nos remete a necessidade realizacéo

de testes capazes de avaliar a toxicidade destas moléculas.

Palavras-chave: Analgésico, Anti-inflamatorio, Inflamacéo, Tiazolidina.



ABSTRACT

Inflammation is a complex and dynamic process initiated by the body in
response to tissue injury or infection sequence that culminates in release of
mediators which lead to vasodilation, increased vascular permeability, edema
formation and activation of pain fibers. The inflammatory process is present in
several pathologies such as arthritis and osteoarthritis. According to the Ministry
of Health, about 80% of Brazilians aged above 70 years are suffering from one
of these diseases, it is imperative to use of anti-inflammatories to combat the
inflammation process. However, this use can lead to side effects such as gastric
ulceration and hemorrhage, raising the need for new drugs capable of inhibiting
inflammation without introducing risks from the administration. Faced with this
problem, various studies point thiazolidines as having significant biological
activities. Therefore, studies show the potential anti-inflammatory and analgesic
derived from Thiazolidines with reduced gastrointestinal side effects. In this
context, we propose to obtain new derivatives of Thiazolidines, structural
elucidation and determination of anti-inflammatory activity through the tests of
peritonitis induced by carrageenan induced abdominal acetic acid and
determining the levels of NO. The compounds were properly supported by 1H-
NMR, 13C-NMR and IR. All derivatives were synthesized according to a full and
convergent route through reactions of N-alkylation, condensation and
subsequent Michael addition. Six compounds were evaluated in vivo and
compared with standard drugs. The GQ-246, GQ-252 and GQ-273 were the
most active compounds of the series, with a percentage of inhibition of cell
migration 80.7%, 81.8% and 77.4% in induced peritonitis test respectively,
carrageenan. These results confirm once more the potential anti-inflammatory
activity of thiazolidinediones and reminds us of the need for achievement tests

able to assess the toxicity of these molecules.

Keywords: Analgesic, Anti-Inflammatory, Inflammation, thiazolidine.
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1. INTRODUCAO

Para um bom funcionamento do organismo é indispensavel a funcao
correta de um tecido. Quando os tecidos sofrem danos fisicos ou séo
infectados por microrganismos, por exemplo, sdo ativadas respostas sistémicas
com o principal objetivo de eliminar os fatores probleméticos o mais rapido
possivel para restaurar a integridade do tecido. O resultado desse conjunto de
atividades é uma resposta fisioldgica frente aos danos e a infecc¢des, ou seja, a
inflamacdo (BANNENBERG, ARITA e SERHAN, 2007).

A resposta inflamatéria € uma reacdo estereotipada, homeostatica e
geralmente benéfica do organismo frente a uma lesdo. Porém, quando o
processo inflamatoério é excessivo, aberrante, ou prolongado, pode dar origem
a efeitos indesejaveis que causam dor e até mesmo destruicdo do tecido,
sendo necessaria a utilizacdo de farmacos anti-inflamatérios para minimizar
esses efeitos (CRAIG e STITZEL, 1994; CECCON e VAZ, 2004).

O processo inflamatorio estd presente em varias patologias, como a artrite
e a osteoartrite. Segundo dados do Ministério da Saude, cerca de 80% dos
brasileiros com idade acima de 70 anos sdo portadores de uma destas
doencas, fato que as torna um importante problema de sadude publica, uma vez
que estdo frequentemente associadas a complicacbes que comprometem a
produtividade e qualidade de vida do individuo (SEDA e SEDA, 2008).

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) estdo entre os agentes
terapéuticos mais utilizados, principalmente para o tratamento da dor e
inflamacdo. Uma variedade de farmacos como a aspirina, ibuprofeno,
cetoprofeno e naproxeno atuam através da inibicdo da enzima cicloxigenase
(COX), justificando a administracdo de AINEs, por exemplo, para o tratamento
de doencas reumaticas como osteoartrite e artrite reumatoide, que possuem
como um dos principais sintomas, o desenvolvimento de processo inflamatério
(VANE, BAKHLE e BOTTING, 1998; DANNHARDT e KIEFER, 2001).

Nesse contexto, com o surgimento dos inibidores duais das enzimas
cicloxigenase e b5-lipoxigenase (iICOX/5-LOX) e com a descoberta e
caracterizacdo da COX-2, e a utilizacdo dos inibidores seletivos da COX-2,
tém-se resolvido esse problema encontrado na terapéutica anti-inflamatéria que

€ suprimir a inflamacdo sem gerar os efeitos colaterais causados pelos AINEs
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tradicionais com a proposta de ampliar a resposta biolégica e manter as
atividades anti-inflamatoria, analgésica e antipirética. Pois, sabe-se que tanto
os efeitos terapéuticos quanto os efeitos secundarios desta classe de
medicamentos anti-inflamatérios sdo consequéncia do seu mecanismo
bioquimico de acéo, e a utilizagdo de AINEs, inevitavelmente lava a diminui¢éo
de prostaglandinas, substancias responséaveis por diversas func¢des fisiologicas
no estdmago, rins e plaquetas (VANE, BAKHLE e BOTTING, 1998; CELOTTI e
DURAND, 2003).

Os inibidores seletivos da COX-2 como meloxican, nimesulida e os
“coxibes”, como o celecoxibe, rofecoxibe e valdecoxibe, surgiram com o
objetivo de eliminar os efeitos indesejaveis dos AINEs tradicionais, ou pelo
menos a maior parte deles, pois ndo provocavam os efeitos adversos
consequentes da inibicdo da COX-1 sem perder o efeito anti-inflamatério
(LUENGO, 2005; BALAJI, RAMANATHAN e MENONC, 2007).

Contudo, o aumento significativo no risco de eventos cardiovasculares,
fato que fez com que o rofecoxibe e o valdecoxibe deixassem de ser
comercializados, despertou a necessidade da pesquisa de outros farmacos e
ou até mesmo a busca por um novo alvo biolégico capaz de reduzir os efeitos
da inflamacédo (CHEN, RAO e KNAUS, 2006).

Diante da necessidade de novos compostos que sejam potenciais
agentes anti-inflamatorios, porém com efeitos colaterais reduzidos, as
tiazolidinas surgem como uma alternativa no tratamento dos distarbios
inflamatorios (SANTOS et al., 2005; BARROS et al., 2010).

Diversos estudos apontam a utilizacdo dos derivados tiazolidinicos como
uma alternativa promissora ao uso dos AINEs tradicionais, pois tém
demonstrado bons resultados tanto frente a inibicdo da COX, com reduzidos ou
efeitos ulcerogénicos ausentes, como ligantes dos PPARs, atuando na inibicéo
da inducdo de mediadores pro-inflamatérios (LEHMANN et al., 1995;
VIGORITA et al., 2001 SANTOS et al., 2005; DESMET et al., 2005).
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OBJETIVOS

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

» Sintese e caracterizacao estrutural e atividade anti-inflamatéria de
novas moléculas 3-benzil-5-benzilideno-tiazolidinadionas e

determinacao da atividade anti-inflamatoria.

2.2. Objetivos especificos

Sintetizar as novas moléculas tiazolidinicas atravées da modificacao

molecular, partindo de uma tiazolidina-2,4-diona;

Caracterizar estruturalmente o0s compostos sintetizados por
métodos espectromeétricos, tais como infravermelho, ressonancia
magnética nuclear de hidrogénios e carbono 13 e espectrometria

de massas;

Avaliar a atividade anti-inflamatéria dos compostos sintetizados

através de peritonite induzida por carragenina em camundongos;

Determinar a concentracdo de NO no exsudato inflamatorio de

animais tratados com os compostos em estudo;

Avaliar a atividade antinociceptiva dos derivados tiazolidinicos no
modelo experimental de nocicepg¢éo induzida por &cido acético.
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REVISAO DA LITERATURA

3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Inflamacéo

A inflamacédo corresponde a um mecanismo de defesa natural do
organismo a agressbes sofridas (LUENGO, 2005). A complexidade e o
dinamismo do processo inflamatoério envolvem diversos agentes mediadores na
participacdo de eventos interdependentes, sendo que este evento pode variar
tanto na duracdo quanto na intensidade, o que dependera em ultima instancia
do tipo de injaria ou estimulo nocivo (WERNER e GROSE, 2003).

Exemplos de fatores que podem desencadear uma resposta inflamatéria
sdo: (a) agentes quimicos como acidos e bases; (b) agentes fisicos como
traumas mecanicos, radiacdo, calor ou frio; e (c) fatores bioldgicos, que
envolvem infec¢cbes fuangicas, bacterianas, virais ou provocadas por
protozoarios (BALBINO, PEREIRA e CURI, 2005).

Com relacéo as infeccdes, 0s agentes invasores promovem uma inducao
de eventos fisioldgicos conhecidos como resposta inflamatéria. Esta resposta
se caracteriza pela mobilizagcdo de componentes celulares especificos através
dos vasos sanguineos, levando ao acumulo de fluidos e leucécitos com
objetivo de destruir, diluir e isolar os agentes invasores promovendo protecéo
aos tecidos e restringindo os danos no local afetado (BILATE, 2007).

Entre 42 a.C. e 37 d.C. os fendbmenos da inflamacéo j& eram descritos por
Cornelius Celsus pela presenca de quatro sinais cardeais: rubor, tumor, calor e
dor. Estes fendbmenos sdo mediados, entre outros, por metabdlitos do acido
araquidénico como prostaglandinas e leucotrienos, substancias de conhecidas
como eicosanoides (LUENGO, 2005; MONTANARI, 2011).

O acido araquiddnico (AA) é um acido graxo derivado dos fosfolipidios de
membrana oriundo da acdo da fosfolipase A, (PLA), liberado apds a célula
sofrer estimulos mecanicos, quimicos ou fisicos. Os leucotrienos (LT’s) e
prostaglandinas (PG) sdo mediadores de respostas bioldégicas como dor, febre
e inflamacdo, que, além de aumentar a permeabilidade vascular, provocam

vasodilacao levando a formagéo de edema. Tais mediadores s&o sintetizados
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apos acdo da lipoxigenase (LOX) e da clicoxigenase (COX), sob o &cido
araquidénico (GILROY, 2004).

A cascata ilustrada na Figura 1 demonstra a liberacdo dos metabdlitos do
AA apos acéo da Fosfolipase A;. Apés sofrer acao da 5-LOX, o AA dara origem
aos acidos hidroperoxieicosatetraendicos (HPETES) e
hidroxieicosatetraendicos (HETES) bem como aos LT’s. Quando metabolizado
pela COX, dara origem as prostaglandinas, tromboxanos (TX's) e
prostaciclinas. Estes metabdlitos, por sua vez, sdo substancias biologicamente
ativas e detém importante papel na fisiopatologia da inflamacgéo (LEVAL et al.,
2002).

I Fosfolipidios de Membrana ]

Fosfolipase A.

—I Acido Araquidénico }
|5-LOX | | COX-112 I

| 5.HETE H 5.HPETE | PGG,

LTA, \:
PGH,
[ |

PGE;
TromboxanoA; PGl
(Prostaciclina)
Tromboxano B, J/
6-CETO-PGFq4
Leucotrienos Tromboxanos Prostaglandinas

Figura 1: Cascata do acido araquidénico (Adaptado de CELOTTI e DURAND,
2003)
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O TXa2 € responsavel por induzir a sintese de citocinas inflamatorias
como interleucina 1B (IL-1g) e o fator de necrose tumoral (TNF-a) enquanto a
PGE; é responsavel pelo aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacao e
hiperalgesia. A unido dos efeitos desses mediadores inflamatérios resulta nos
sintomas clinicos comuns presentes em doencas inflamatérias: dor, calor,
vermelhidéo, inchaco e perda de funcédo (STAMP, JAMES e CLELAND, 2005).

Embora uma resposta inflamatéria geralmente traga beneficios ao
organismo, efeitos indesejados estdo presentes quando ocorra de forma
exacerbada. Os danos incluem leséo tecidual progressiva sendo necessaria em
alguns casos a utilizacdo de farmacos anti-inflamatérios para modular o
processo inflamatorio (ABAAS et al., 2002; CECCON e VAZ, 2004).

3.2. Anti-inflamatérios

Os AINEs constituem um grupo heterogéneo de moléculas que, apesar de
muitas vezes nado estarem relacionadas quimicamente, possuem acdes
terapéuticas em comum, tais como: atividade analgésica, anti-inflamatéria e
antipirética. Esses efeitos tornam essa classe de farmacos a primeira escolha
para o tratamento de doencas degenerativas inflamatorias como, por exemplo,
desordens reumaticas (FIORUCCI et al., 2001). Exemplos de moléculas
utilizadas devido suas propriedades anti-inflamatoérias podem ser visualizados
na figura 2.
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Figura 2: Anti-inflamatoérios nao esteroidais (AINES).
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A atividade anti-inflamatéria dos AINEs deve-se a inibicdo da via das
cicloxigenases, o que interfere na biossintese das PG’s (PETRUZZELLI et al.,
2007). Contudo, a principal limitacdo na utilizacdo dessa classe de anti-
inflamatorios estd ligada aos seus efeitos colaterais secundarios, onde se
destacam a atividade ulcerogénica gastrointestinal e o broncoespasmo
(FIORUCCI et al., 2001).

3.3. Inibidores seletivos da COX-2

Até algum tempo atras, certos efeitos colaterais como ulceracao
gastrointestinal e hemorragia, dano renal e disfun¢do das plaquetas eram tidos
como consequéncias inevitaveis da inibicdo de atividade COX e consequente
prevencado da sintese de PGs em condic¢des inflamatodrias (VANE, BAKHLE e
BOTTING, 1998).

Entretanto, atualmente sabe-se que a COX possui trés isoformas, sendo a
que COX-1 é constitutiva e responsavel pela protecdo da mucosa gastrica e

manutencdo da homeostase, enquanto a COX-2 é indutiva e expressa na
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inflamacao do tecido, ou seja, esté associada com a inflamag&o, mas ndo com
a sintese fisiologica de PGs citoprotetoras. Essa informagdo permitiu o
desenvolvimento de inibidores seletivos da COX-2, ofertando possibilidade de
inibir a inflamacéo sem afetar as PGs geradas pela COX-1 no estbmago, rins e
plaguetas. J& a COX-3 estd em estudo para uma melhor elucidagdo da acéo
(VANE, BAKHLE e BOTTING, 1998; KAM e SO, 2009; EL-SAYED et al.,
2012;)).

O meloxican e a nimesulida foram os primeiros inibidores seletivos da
COX-2, surgiram na década de 1980 e posteriormente, surgiram os farmacos
popularmente conhecidos como “coxibes”, como o celecoxibe, o rofecoxibe, o
etoricoxibe, e valdecoxibe e o0 parecoxibide, cujas estruturas estédo
demonstradas na figura 3 (LUENGO, 2005).
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Celecoxibe Valdecoxibe Rofecoxibe

Figura 3: Inibidores seletivos da COX-2

Mesmo tidos como seletivos, estudos realizados por Fitzgerald (2003)

revelou que inibidores da COX-2 provocaram efeitos cardiovasculares adversos
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em voluntarios sadios. Estes efeitos foram atribuidos a diminui¢cdo do nivel de
PGIl, e ao aumento do nivel de tromboxano A2, que levam a um aumento
significativo no risco de eventos cardiovasculares, como infarto do miocéardio e
acidente vascular cerebral oclusivo, eventos que culminaram na retirada do
rofecoxibe e valdecoxibe do mercado farmacéutico (HOEFLER, 2004; ENGH,
2001; CHEN, RAO e KNAUS, 2006).

3.4. Inibidores duais 5-LOX/COX

O acido araquiddnico pode ser metabolizado tanto pelas COXs quanto
pelas LOXs, principalmente a 5-LOX, e que dara origem aos leucotrienos, outro
mediador envolvido no processo inflamatério. Os leucotrienos sdo potentes
broncoconstritores, atuam como um mensageiro quimico para os leucocitos e
também estdo relacionados com a fisiopatologia no desenvolvimento de
Ulceras gastrointestinais (ASAKO et al, 1992). Por esta razdo, o
desenvolvimento de compostos que inibem tanto a COX quanto a 5-LOX ao
mesmo tempo, surge como uma alternativa que poderia conduzir a um efeito
anti-inflamatoério reforcado e apresentar reduzidos efeitos indesejaveis
(BERTOLINI, OTTANI e SANDRINI, 2001; LEVAL et al., 2002).

Vérios esforcos foram realizados ao longo de anos na busca por
moléculas que inibam tanto a COX quanto a LOX, principalmente COX-2 e 5-
LOX. Como resultado, uma gama de moléculas foram sintetizadas e testadas.
Porém, dentre os IiCOX/5-LOX, destacam-se o licofelone (ML3000),
considerado o mais potente da classe, os derivados imidazolidinicos Tepoxalin
e ER-34122 e o derivado tiazolidinico S-2474 ilustrados na Figura 4 (NAVEAU,
2005; FIORUCCI et al., 2001).
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Figura 4: iCOX/5-LOX

Sendo assim, o desenvolvimento de iCOX/5-LOX podem representar uma
alternativa promissora no tratamento da inflamacédo. Pois podem levar a um
melhor efeito anti-inflamatério, acompanhado por reduzidos efeitos colaterais
(FIORUCCI et al., 2001).

3.5. Tiazolidina

A estrutura quimica base de compostos derivados da tiazolidina
apresenta um anel de cinco membros contendo dois heteroatomos, um atomo
de enxofre na posicdo 1 e um atomo de nitrogénio na posi¢do 3, uma carbonila
na posicdo 4 e, em geral, podem apresentar diversos substituintes nas
posicbes 2, 3 e 5, como mostra a Figura 5 IUPAC (PANICO, POWELL e
RICHER, 1993 apud LIESEN, 2008).
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Figura 5: 4-Tiazolidinona

Brown (1961) e Singh et al.,, (1981) descreveram em seus trabalhos
modos de obtencdo da 4-tiazolidinonas por meio de reacbes de ciclizacao
envolvendo acido a-aceto-halogenado ou acido a-mercaptoacético com tiouréa.

Outro método para a obtencdo de 4-tiazolidinonas é reagindo aminas
primédrias com aldeidos e &cido a-mercaptoacético em uma reacdo de
condensacao do tipo “one pot”, onde todos os reagentes sdo misturados em
um unico baldo para facilitar a purificacéo e o isolamento dos compostos, o que
levara a formacao de 4-tiazolidinonas 2,3-dissubstituidas conforme ilustrado na
Figura 6 (BARRECA et al., 2001; RAO et al., 2004).

R R
HO\/\ Tolueno Ar\
ArN H2 + ‘ ‘ SH + H oy N
0 | & o=
(0] R' S R'

Figura 6: Sintese de 4-tiazolidinona 2,3-dissubstituida (Adaptado de BARRECA
et al., 2001)

3.6. Reatividade das 4-Tiazolidinas

O nucleo tiazolidinico possui caracteristicas que favorecem determinadas
reagles, tais como: substituicdo nucleofilica de segunda ordem na posicao 3
do anel, reacdes de tionacdo na posicao 4 e reagdes de condensacao, adicédo e
com sais de diazdnio na posicdo 5 (LIMA, 1998; BROWN, 1961), além de
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tionacdo e oxidacdo (ANDRADE et al.,, 2002; Johnson et al.,, 1983 apud
LIESEN et al., 2008).

A figura 7 mostra esquematicamente cada atomo do anel tiazolinidinico
correlacionado com os tipos de reacdes que 0S mesmos podem ser

submetidos.

Tionacao Condensacao
Adicao
Reacdo com Sais de diazbnio

N-alauilacao |\ @

Figura 7: Reatividade das tiazolidinonas

3.6.1. Reagdes de N-alquilagdo das tiazolidinadionas

As reacdes de N-alquilacdo envolvendo tiazolidinadionas estdo bem
descritas na literatura (GOES et al., 2004; ARAUJO et al., 2011). Acontecem
facilmente na presenca de base, pois 0 nitrogénio presente no nucleo
tiazolidinico, quando n&o substituido, comporta-se como acido fraco
favorecendo a formacéo de um sal da tiazolidina e posterior ataque deste anion

gue se forma, como pode ser visualizado na Figura 8.
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Figura 8: Formacéao do sal da tiazolidina

O que difere nas metodologias descritas na literatura € a base e o
solvente utilizados na formacdo do sal da tiazolidina, dentre elas foram

encontradas reacbes com carbonato de potassio dimetilformamida (XIAO-
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FANG et al.,, 2003); hidroxido de potassio e etanol (SONAWANE e BARI,
2011); hidroxido de sodio e etanol (BARROS et al., 2010); metoxido de sédio e
metanol (MADHAVAN et al., 2006) e hidreto de sodio e tetrahidrofurano (GOES
et al., 2004) e o anion formado ataca facilmente haletos de alquila (BARROS et
al., 2010; ARAUJO et al., 2011). A Figura 9 mostra a formacéo da tiazolidina-
2,4-diona N-alquilada...
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Figura 9: Formacéo da N-alquil-tiazolidina-2,4-diona

3.6.2. Reagdes de Oxidagéo das tiazolidinadionas

Liesen e colaboradores (2008) destacam reagdes de oxidagao na posicao
1 do anel tiazolidinico que utilizam permanganato de potassio (KMnO,) em
acido acético aquoso sob baixa temperatura, para a formacao de 1,1-dioxo-4-
tiazolidinonas e outra metodologia que utiliza o acido m-cloro-perbenzoico
(MCPBA), em cloroférmio, como agente oxidante (JOHNSON et al., 1983;
FUSCHIGAMI et al., 1992 apud LIESEN et al., 2008).

A Figura 10 mostra a reacdo de oxidacdo da tiazolidia-2,4-diona com
KMnO,.
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Figura 10: Reacédo de oxidacdo com KMnO, (LIESEN et al., 2008)
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Visando compreender a geracdo de metabdlitos, devido o processo de S-
oxidacdo em condicdes fisiologicas, Taxak e colaboradores (2011) realizaram
estudo tedrico sobre a S-oxidacdo da tiazolidina-2,4-diona com diversos
agentes oxidantes como peroxido de hidrogénio (H2O,) e acido peréxido nitroso
(HOONO) em modelos de catalisadores organicos e foram capazes de
constatar a energia necesséria para que esta reacao ocorra (Figura 11).
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Figura 11: Reacédo de oxidacdo com H,O, (TAXAK et al., 2011)

3.6.3. Reacdes de condensacéo das tiazolidina-2,4-d  ionas

As reacdes de condensacdo das tiazolidina-2,4-dionas sdo bastante
utiizadas e estdo bem descritas na literatura, sendo o catalisador e os
solventes utilizados diferem em diferentes metodologias. Por exemplo, pode
ser utilizado acido acético e acetato de sédio (XIAO-FANG et al., 2003),
hidroxido de aménio e cloreto de amoénio em etanol (GOES et al., 2004) ou
piperidina em etanol, respectivamente (SONOWANE and BARI, 2011).

Mali e colaboradores (2010) realizaram a sintese de derivados
tiazolidinicos condensados na posi¢cao 5 em meio contendo polietilenoglicol 400
(PEG 400) e constataram um aumento da eletrofilicidade do carbono do
aldeido e consequentemente uma diminuicdo no tempo da reagéo (Figura 12).
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Figura 12: Reacédo de condensacdo em meio com PEG 400 (MALI et al., 2010)

As reacbes de condensacdo do tipo Knoevenagel com tiazolidina-2,4-
dionas ocorrem normalmente em presenca de uma base, pois 0s hidrogénios
do grupo metilénico na posicéo 5 do anel tiazolidinico tornam-se acidos devido
aos efeitos gerados pelo heteroatomo de enxofre e da carbonila vizinhos ao
metileno, que por sua vez, comporta-se como nucledfilo sob a forma de um
anion permitindo reagcbes de condensacdo com aldeidos aromaticos ou seus
derivados (PRATAP et al., 2011; LIMA, 1998). A Figura 13 mostra a formagéo

da condensacéao da tiazolidina-2,4-diona com aldeido.
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Figura 13: Reacédo de condensacéo das tiazolidina-2,4-dionas

Por outro lado, como alternativa ao uso de catalisadores organicos,
diversos estudos vém utilizando a biocatalise em rea¢des de condensacdo com
tiazolidinas (PRATAP et al., 2011; SONOWANE et al., 2010). Sonowane e
colaboradores (2010) realizaram estudo com a utilizacdo de lipase como
catalisador em condensacdo de Knoevenagel e obteve excelentes resultados.

Similarmente, Pratap e colaboradores (2011) desenvolveram uma metodologia
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gue apresentou bons rendimentos, onde se aplica levedura de péo para

catalisar a condensacéao entre tiazolidina-2,4-diona e aldeidos aromaticos.

3.6.4. Reacg0des de adigéo das tiazolidina-2,4-dionas

As tiazolidina-2,4-dionas s&do capazes de reagir com compostos
carbonilicos, arométicos ou nao, através de uma adicao nucleofilica que dara
origem a derivados tiazolidinicos substituidos na posicdo 5 (MOURAO et al.,
2005).

Trata-se de uma adicdo de Michael, reacdo entre compostos com
metileno ativo que reagem com compostos carbonilicos a, B-insaturados. Esta
reacao inicia-se da formacéo de um carbanion com posterior introducado de um
composto a, B-insaturado para o passo condensagdo, onde a reacdo se
equilibra com uma polimerizagdo apds acidificacdo do meio, como mostra a
Figura 14 (McLEOD, 1983).
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Figura 14: Adicao de Michael (McLEOD, 1983)
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Contudo, se um bom grupo de saida (X) esta presente no carbono (3,
entdo a sequéncia de reacado resulta em uma rapida eliminacdo do grupo de

partida (Figura 15).

X
X
©) —— _
—e + = — > X
R
R1 R> 2 R2
R1 =3

Figura 15: Adicao de Michael com presenca de grupo de partida no C-f3
(McLEOD, 1983).

Desta maneira, partindo-se da reacdo entre a tiazolidina-2,4-diona e etil-
(2-ciano-3-fenil)-acrilatos, diversos autores tém obtido a sintese de compostos
5-arilideno-tioazolidinicos, (BARROS et al., 2010; ARAUJO et al., 2011; FAINE
et al., 2011).

3.6.5. Reacdes das tiazolidina-2,4-dionas com sais  de diaz6nio

Patil e colaboradores (2010) Liesen e colaboradores (2008) afirmam que
as reacg0des de acoplamento entre tiazolidinas e sais de diazdnio s&o realizadas

atraves da formacédo de enolato (Figura 16).
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Figura 16: Reagao de acoplamento de tiazolidinas com sais de diazbnio
(LIESEN et al., 2008)

3.6.6. Reacdes de tionacao

A tionagcdo de tiazolidina-2,4-dionas pode ser realizada utilizando o
reagente de Lawesson (Figura 17), como descrito por Alegaon e Alagawadi

(2011) para a sintese de 4-tioxotiazolidin-2-ona a partir de tiazolidina-2,4-diona,

OCHs
S s
A
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Figura 17: Reagente de Lawesson (SCHEIBYE et al., 1981)

em dioxano anidro (Figura 18).

(a) Lawesson's Reagent, dioxane, microwave irradiation

Figura 18: Reacéo de tionacdo (ALEGAON e ALAGAWADI, 2011)



38

3.7. Atividades Biologicas das Tiazolidinas

As sinteses e as atividades bioldgicas das 4-tiazolidinonas tém sido
extensivamente revistas, em especial as tiazolidinadionas. Estas moléculas e
seus derivados apresentam propriedades quimicas e atividades bioldgicas
bastante significativas, tais como: antibacteriana (BABAOGLU, et al., 2003),
hipoglicemiante (LEITE et al,. 2007), anti-inflamatéria e analgésica (VIGORITA,
2001), antifungica (VERCOZA et al., 2009), antiprotozoaria (LIESEN et al.,
2010), anti-retroviral (RAO et al., 2004), antitumoral (ONEN-BAYRAM et al.,
2012; GOUDA e ABU-HASHEM, 2010), dentre outras, o que as torna uma
classe de compostos de grande interesse cientifico.

A seguir serq abordado um breve levantamento bibliografico sobre as
atividades bioldgicas das tiazolidinadionas com um enfoque na atividade anti-
inflamatoria. Sabendo-se das diversas atividades biologicas das tiazolidinas e
seu potencial anti-inflamatério e analgésico, propomos nessa pesquisa a
sintese de novos derivados da tiazolidina-2,4-diona e a avaliacdo bioldgica

destes compostos para esta finalidade.

3.7.1. Acao esteroidogénica

A fim de avaliar a resposta esteroidogénica de células de Leydig
produzida pelo uso crénico do derivado tiazolidinico GQ-06, composto com
potencial atividade hipoglicemiante (MOURAO et al., 2005), Couto et al. (2012)
realizou estudo e verificou que o tratamento com GQ-06 aumenta a funcéo de
multiplas enzimas, incluindo esteroidogénicas resultando num aumento na
producédo de testosterona tanto pela via hCG / dbcAMP, como induzida por 22-

hidroxicolesterol e pregnenolona.

3.7.2. Atividade Antibacteriana e Antifingica

4-tiazolidinas 2,3 dissubstituidas estudadas por Kavitha et al.,, (2006)
apresentaram atividades significantes frente a cepas de Pseudomonas
fluorescens e de fungos como Trichoderma. Vale ressaltar que, quando

comparadas com farmacos padrées como estreptomicina e nistatina, foram



39

obtidos menores valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) nesse
estudo.

Resultados similares também foram encontrados por Vercoza et al (2009)
que sintetizaram derivados da 4-tiazolidinona e avaliaram sua atividade frente a
bactérias Gram-positivas e fungos dos géneros C. albicans e Malassezia furfur.
Revelando compostos com atividade antimicrobiana melhor que a rifampicina
frente ao Mycobacterium smegmatis e Mycobacterium tuberculosis e
ligeiramente mais ativo que a nistatina, frente ao M. furfur. Porém, apresentou
mesmos valores de CIM quando testados contra C. albicans.

A Figura 19 ilustra a estrutura geral dos derivados testados por Vercoza e
colaboradores (2009).
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Figura 19: Analogos da 4-tiazolidina sintetizados por Vercoza e colaboradores
(2009)

3.7.3. Atividade Antiprotozoaria

Derivados das 4-tiazolidinonas e seus precursores (tiossemicarbazonas)
possuem potente aitvidade anti-Toxoplasma gondii, pois atuam inibindo a
ribonucleotideo  redutase, enzima que catalisa a formacdo de
desoxirribonucleotidos que sao utilizados na sintese do DNA do parasito.
Verificou-se que as 4-tiazolidinonas sao mais efetivas que as
tiossemicarbazonas na interrupcdo do crescimento deste parasito intracelular
(TENORIO et al., 2005; AQUINO et al., 2007).
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Figura 20: Derivados sintetizados por Tendério e colaboradores (2005)

Estudo realizado por Liesen et al., (2010) revelou que derivados da
tiossemicarbazonas e 4-tiazolidinonas apresentaram-se mais efetivos que a
hidroxiuréia e sulfadiazina, farmacos de referéncia para o tratamento anti-T.
gondii. Inclusive um derivado 4-tiazolidinico foi 0 composto mais seletivo contra
o T. gondii, apresentando baixos indices de citotoxicidade, reforcando o
trabalho realizado por Aquino et al., (2007).

3.7.4. Atividade hipoglicemiante

A busca por novos compostos capazes de melhorar a resisténcia a
insulina permite um tratamento continuo e melhora da qualidade de vida dos
pacientes com diabetes melitus (BARNETT et al.,, 1977). Nesse contexto,
compostos derivados da tiazolidinadiona representados por ciglitazona,
troglitazona, englitazona, pioglitazona, e a rosiglitazona se mostraram como
potenciais compostos hipoglicemiantes (OGUCHI et al., 2000). A Figura 21

ilustra a estrutura quimica desses compostos.
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Figura 21: Derivados da tiazolidinadiona com potencial atividade antidiabética
(Adaptado de OGUCHI et al., 2000)

A rosiglitazona € um potente agente hipoglicemiante (CANTELLO et al.,
1994). Contudo, devido a um aumento do risco de eventos cardiovasculares
com o0 uso da rosiglitazona, a “Food and Drug Administration” (FDA)
recentemente restringiu seu uso e ressaltou a necessidade de novas
medicacfes que sejam capazes de sensibilizar a insulina e que nao
apresentem efeitos adversos cardiovasculares (AMATO et al., 2012).

Recentemente o Departamento de Antibidticos publicou resultados
satisfatorios apresentados por derivados da tiazolidina-2,4-diona. Um dos
derivados mostrou-se 34% mais potente que a rosiglitazona em estudo de
indice de resisténcia a insulina e de niveis séricos de glicose e insulina em
jejum (ARAUJO et al., 2012).

3.7.5. Atividade Anti-retroviral

ApoOs a descoberta do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e do seu

papel como o agente causador na transmissdo e no desenvolvimento da
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sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) foram extensos os esfor¢os na
elucidacdo do processo de replicacdo deste virus bem como numa maneira de
inibi-lo, chegando a um alvo hoje bastante conhecido, a transcriptase reversa
(TUNER and SUMMERS, 1999; JONCKBEERE, ANNE and De CLECQ, 2000).

A literatura revela que alguns derivados da 4-tiazolidinona demonstraram
uma maior seletividade e menor citotoxicidade quando comparados com
derivados benzimidazéis, potentes supressores da transcriptase reversa do
virus da imunodeficiéncia humana tipo | (RT-HIV-1), refletindo sua potencial
atividade anti-retroviral (BARRECA et al., 2002; RAO et al., 2004; RAWAL et
al., 2007).

3.7.6. Atividade Anti-inflamatoria e Analgésica

Atribuem-se a atividade anti-inflamatéria e analgésica das tiazolidinas
devido ao seu potencial de inibicAo das cicloxigenases e ativagao dos
receptores ativados por proliferador de peroxissomo (PPAR) (LEHMANN et al.,
1995; VIGORITTA et al., 2003; SANTOS et al., 2005).

Seu potencial anti-inflamatoério esta ligado a capacidade de inibicdo tanto
da ativagdo dos macrofagos e mondcitos quanto da expressdo de mediadores
inflamato6rios como IL-1B, interleucina 6 (IL-6), TNFa, entre outros (JIANG,
TING e SEED, 1998; RICOTE et al., 1998).

Efeitos benéficos foram relatados através de modelos animais in vivo
capazes de simular doencas inflamatdrias, potencial atividade farmacoldgica e
a consequéncia do seu tratamento com AINEs tais como artrite reumatoide
(KOUFANY et al., 2008), analgesia (VIGORITA et al.,, 2001) e ulceracdo
gastrica (BEKHIT e FAHMY, 2003), sugerindo um potencial anti-inflamatério
geral para tiazolidinas.

Koufany et al., (2008) realizaram estudo in vivo em modelo animal com
artrite reumatoide e constatou que nem rosiglitazona nem pioglitazona foram
capazes de retardar o aparecimento, reduzir a incidéncia de artrite e perda da
mobilidade.

Derivados tiazolidinicos sintetizados por Goées et al.,, (2004) foram

avaliados quanto a sua atividade antiedermatogénica e demonstraram bons
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resultados. Um dos compostos, ilustrado na Figura 22, inibiu 63,2% da

inflamacé&o aguda enquanto que a indometacina inibiu apenas 22,5%.

R = 2,6-di-terc-butil-4-OH

Figura 22: Derivado tiazolidinico sintetizado por Goes et al., 2004

Bekhit e Fahmy (2003) sintetizaram compostos contendo nucleo
oxazolidina e tiazolidina e avaliaram seu potencial como agentes anti-
inflamatoérios. Os resultados obtidos revelaram uma atividade anti-inflamatoria
comparavel com a da indometacina, que apresentou ulceracdo em 100% dos
animais enquanto que todos os compostos testados mostraram perfis de
seguranca superiores, com ulceragdo em apenas 80% dos animais nas
mesmas condi¢des experimentais.

Em ensaios especificos para inibicdo da COX e estudo de modelagem
molecular, derivados tiazolidinicos demonstram possuir ndo somente boa
atividade frente a inibicdo das COXs, mas também seletividade para COX-2
(VIGORITTA et al., 2003; UNSAL-TAN et al., 2012).

Resultados promissores sao descritos na literatura quanto as
propriedades analgésicas dos derivados tiazolidinicos quando comparados
com farmacos ja existentes no mercado como indometacina e fenilbutazona
(VIGORITA et al., 2001; GOEL et al., 1999; GARG et al., 2011).

Derivados 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona sintetizados por Garg et al.
(2011) apresentaram significantes resultados anti-inflamatorio e analgésico

comparados a indometacina.
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Estudos em camundongos demonstraram excelentes resultados para
atividade analgésica. Quando comparadas com a fenilbutazona, 4-
tiazolidinonas 2,3-substituidas demonstraram uma excelente reducdo do
edema em ratos induzido por carragenina, demonstrando seu importante papel
na analgesia (GOEL et al., 1999).

Vigorita et al. (2001) sintetizaram derivados 2-aril-4-tiazolidinonas e
realizaram teste de edema da pata induzida por carragenina e teste de
incidéncia de lesbes gastrointestinais em ratos e tiveram resultados excelentes
tanto na reducdo do edema quanto no percentual ulcerogénico causados pela
utilizagcdo destes compostos. Inclusive, todos o0s compostos testados
produziram lesdo gastrica menor do que os farmacos de referéncia, e dois
compostos, 4b e 8b (Figura 23), ndo demonstraram qualquer efeito

ulcerogénico.
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/j S 4b) R = H; R'= 3-CH,
S 2R, 2'S-meso
\/\N>// 8b) R = 3-F; R' 4-OCHj, >
o)
R
R

O
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Figura 23: Compostos sintetizados por Vigorita et al., 2001.

Barros et al. (2010) realizaram estudo de docking molecular com
derivados arilideno-tiazolidina-2,4-dionas e encontraram um composto com
atividade antinflamatéria superior a rosiglitazona, mesmo sendo constado que
este derivado possui cerca de 200 vezes menos afinidade pelo PPARy que a
rosiglitazona, sugerindo que a possivel atividade anti-inflamatoéria dos ligandos
PPARy ndo esta diretamente correlacionada com a afinidade do composto a
este receptor.
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Figura 24: Rosiglitazona e o derivado arilideno-tiazolidina-2,4-diona sintetizado
por Barros et al (2010)

Estudo comparativo entre outro derivado arilideno-tiazolidina-2,4-diona
(SF23) e a rosiglitazona sobre a expressédo de genes proé-inflamatorios através
da avaliacdo de enzimas INOS (Oxido nitrico sintase indutivel) e COX-2,
revelou que a expressdo da proteina de INOS e COX-2 foram
significativamente menores quando os macréfagos foram tratados com ambos
SF23 e rosiglitazona do que qualquer um dos farmacos por si s0, remetendo a

indicacdo de um efeito sinérgico (FAINE et al., 2011).

NO;

MeO,S N\ //O

S\l/N
o

Figura 25: SF23 (FAINE et al., 2011)

Diante da necessidade de novos compostos que sejam capazes de inibir
0 processo inflamatério bem como apresentar reduzidos efeitos colaterais. As
tiazolidinas podem oferecer uma nova alternativa terapéutica devido a sua
potencial atividade anti-inflamatéria e analgésica, haja em vista que sao
capazes de atuar tanto na inibicdo da COX, sem apresentar os efeitos

ulcerogénicos causados pelos AINEs tradicionais, como na indugédo de
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mediadores proé-inflamatorios via ativagdo dos PPARs (LEHMANN et al., 1995;
VIGORIA et al., 2001 SANTOS et al., 2005; DESMET et al., 2005).



47

PARTE QUIMICA



48

PARTE QUIMICA

4. PARTE QUIMICA

4.1. Material

4.1.1. Equipamentos

A caracterizacdo estrutural dos compostos foi realizada através da
espectrofotometria de absorcdo no infravermelho (IV), em espectrofotdmetro
FTIR Bruker Modelo IFS 66, pastilhas de KBr. Os espectros de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) e carbono 13 (RMN3C) foram
efetuados em espectrofotbmetro Varian Modelo Plus 400 MHz. Os espectros
de massas foram registrados sobre impacto eletrébnico a 70 eV em
espectrometro R1010C Delsi-Nermag, acoplado a CPG HP5890.

Na cromatografia em camada delgada foram utilizadas placas de silica gel
60 Merck F254, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254
ou 366 nm). A determinacdo dos pontos de fuséo foi realizada em aparelho
Quimis Modelo 340.27.

4.1.2. Reagentes e Solventes

Os seguintes reagentes e solventes foram utilizados para obtencdo dos
compostos: aldeidos aromaticos substituidos (3-bromo-benzaldeido, 4-bromo-
benzaldeido, 3-bromo-4-metoxi-benzaldeido, 2-metoxi-5-bromo-benzaldeido,
2,4-dimetoxi-benzaldeido, 3,4,5- trimetoxi-benzaldeido), haletos de benzila
substituidos (cloreto de 2,6-difluoro-benzil, brometo de 2-cloro-4-cloro-benzil),
trietilamina, morfolina, benzeno, cianoacetato de etila, etanol absoluto,
hidroxido de sodio, acetato de etila, n-hexano, Os reagentes e solventes
utilizados nas diferentes etapas da sintese pertencem as marcas Sigma,

Aldrich, Acros, Merck, Vetec ou Quimis.
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4.2. Rota sintética

A sintese dos derivados tiazolidinicos foi de acordo com a via plena e
convergente (Esquema 1), sendo realizada paralelamente, a sintese dos
derivados 3-benzil-tiazolidinicos (1), através da reacdo de N-alquilacdo e a
sintese dos ésteres de Cope (2), através da condensacdo de Knoevenagel.
Posteriormente, realizou-se a adicdo de Michael entre os intermediarios,

obtendo-se os derivados 3-benzil-5-benzilideno-tiazolidina-2,4-diona (3).

A\ . ’ Wj
s/k\o Re Rz \\O ‘o

\ \
[ .

A\, Al o

5 |

]
o)

(o]
@ R2 @)
H (N R1
/
S/K\O
Composto R1 R2
R LPSF/GQ-246 2,6-F 4-Br
2 (3 LPSF/GQ-251 2,6-F 3-Br

LPSF/GQ-252  2,6-F 3,4,5-OCH3
LPSF/GQ-261 2-Cl, 4-F 2,5-OCHj
LPSF/GQ-273 2-Cl, 4-F 3-Br, 4-OCHj
LPSF/GQ-274 2-Cl, 4-F 2-OCHg, 5-Br

Esquema 1: Diagrama sintese dos derivados tiazolidinicos
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4.2.1. Mecanismos Reacionais

A rota sintética inicia-se com a reacao de N-alquilacédo entre a tiazolidina-
2,4-diona e o haleto de benzila substituido. Na primeira etapa da reacdo ocorre
a formacdo de um sal apés a abstracdo do proton acido do nitrogénio da
tiazolidina-2,4-diona pela acdo de uma base. A segunda etapa compreende a
reacdo de substituicdo nucleofilica de segunda ordem (Sn2) e ocorre devido ao
ataque nucleofilico do nitrogénio ao carbono parcialmente positivo do haleto de

benzila, originando os intermediarios GQ-175 e GQ-176 (Esquema 2).

/\ (x
o\ g/—\ o\ / )
N i N Na
f ) NaOH /K \Z>N/\®R
~ -H,0 ~ + —
¢} 2 , S)%o

Esquema 2: Mecanismo de reacdo da formacao dos intermediarios N-alquilados.

A obtencéo dos ésteres cianocindmicos compreende uma condensacao
de Knoevenagel. O mecanismo reacional, ilustrado no Esquema 3, se inicia
com a formacdo do carbanion, através da desprotonacdo do carbono alfa do
cianoacetato de etila pela base (trietilamina), estabilizado através do equilibrio
com o grupamento cianonitrila. Posteriormente, ocorre o ataque nucleofilico ao
carbono da carbonila do aldeido substituido, que apresenta uma carga
parcialmente positiva devido aos efeitos retiradores de elétrons exercidos pelo
oxigénio. Em seguida, ocorre uma desprotonacéao do carbono que esta ligado o
grupo ciano com posterior formacado de uma dupla ligacdo e eliminacdo de
agua no meio, originando os ésteres de Cope (IPs).
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Esquema 3: Mecanismo de reacdo da formacao dos ésteres cianocinamicos.

Para a formacao dos novos derivados tiazolidinicos-3,5-dissubstituidos foi
realizada uma reacdo de adicédo ilustrada no Esquema 4, com o intermediario

GQ e o intermediario IP em presencga de morfolina.
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Esquema 4: Mecanismo de reacdo dos novos derivados tiazolidinicos
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Trata-se de uma adi¢cdo de Michel, iniciada com a abstracdo do préton
acido do C5 do nucleo tiazolidinico pela morfolina, levando a formacdo de um
carbanion que atua como nucledfilo frente ao intermediario IP, conduzindo a

formacao dos derivados 3-benzil-5-benzilideno-tiazolidina-2,4-diona.
4.3. Metodologias de Sintese

4.3.1 Sintese dos derivados 3-benzil-tiazolidina-2, 4-diona

Em um baldo volumétrico de 250 mL de fundo redondo adicionou-se
0,04269 mol de tiazolidina-2,4-diona (A), solubilizando-a em 50 mL de etanol.
Logo em seguida adicionou-se 0,03075 mol de NaOH dissolvido em etanol.
Apods 1 hora adicionou-se 0,04269 mol do haleto de benzila (B). Apds 24h a
reacao foi filtrada e lavada com etanol, para purificacdo, conduzindo assim a
formacdo dos intermediarios GQ-175 e GQ-176, com rendimentos de 53 e

60%, respectivamente.

X
H O
O\f N/ \f N/\@R
5%0

. EtOH
—
)\o NaOH
s
R
R, = 2,6-F
A B R, = 2-Cl, 4-F

Esquema 5: Sintese dos intermediarios GQ-175 (R1) e GQ-176 (R>)

4.3.2. Sintese dos ésteres cianocinamicos

Em um baldo volumétrico de 250 mL de fundo redondo adicionou-se
0,03008 mol de benzaldeido substituido e solubilizando-o em 30 mL de
benzeno. Em seguida adicionou-se 0,03008 mol cianoacetato de etila e 2 mL
de trietlamina como catalisador. A reacdo foi acoplada a um Dean-stark e

mantida sob refluxo a aproximadamente 110°-120°C, por um periodo de 24
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horas. Apés finalizada a reacdo, o baldo contendo a mistura reacional foi
acoplado a um evaporador rotativo para retirar o excesso de solvente e o
produto final foi obtido apoés recristalizacdo em EtOH. Os rendimentos variaram
entre 38 e 99%.

o) T - O
| 110° - 120°C (\)

o R

A B

R = 3-Br; 4-Br; 3-Br, 4-OCHg; 2-OCHj, 5-Br; 2,4-OCHg; 3,4,5-OCH,

Esquema 6: Sintese dos intermediarios IP’s

4.3.3. Sintese dos derivados 3-benzil-5-benzilideno -tiazolidina-2,4-diona

finais

Em um baldo volumétrico de 250 mL de fundo redondo adicionou-se
0,01233 mol do intermediario 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (A), solubilizando-o
em 30 mL de etanol, e uma quantidade equimolar do intermediario LPSF/IP (B).
Posteriormente adicionou-se 2 mL de morfolina como catalisador. A reacao foi
mantida sob refluxo a uma temperatura de 60°C. A reacdo durou cerca de 24
horas. O produto final foi filtrado e tratado com EtOH e os rendimentos
variaram entre 44 e 80%.
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Q/\ o) CN
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(A) (B)

Morfolina / EtOH

D,
R N—

044 X

S
Composto R1 R2 Ry
LPSF/GQ-246  2,6-F 4-Br
LPSF/GQ-251  2,6-F 3-Br

LPSF/GQ-252 2,6-F 3,4,5-OCH3
LPSF/GQ-261 2-Cl, 4-F  2,5-OCHj;
LPSF/GQ-273 2-Cl, 4-F 3-Br, 4-OCHs
LPSF/GQ-274 2-Cl, 4-F 2-OCHg, 5-Br

Esquema 7: Sintese dos novos derivados tiazolidinicos finais

O procedimento para a sintese desses derivados se inicia com a adi¢ao
do intermediario GQ a um baldo contendo etanol e adicdo da morfolina. Em
seguida, adiciona-se o intermediario IP para a formacado dos novos derivados
tiazolidinicos finais. As reacdes duraram aproximadamente 24 horas e o0s

rendimentos variaram entre 38 e 53%.
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4 .4. Resultados

3-(2,6-difluoro-benzil)-5-(4-bromo-benzilideno)-tia  zolidina-2,4-diona (GQ-
246)

Br

. C17H10BrF2NO,S; MM = 408.958 g/mol; sélido amarelo claro; rendimento:
55%; P.F.: 174°C; R.f.: 0,48 n-Hex/AcOEt (9:1) .

. IV (vecm™ KBr): 1749 C=0, 1694 C=0, 1607 (C=C), 1070 (C-N).

. RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO): & 4.91 ppm (s, 2H, CH,), 7.55 ppm (d,
2H, J= 8.39 Hz, CH benzilideno), 7.73 ppm (d, 2H, J= 8.39 Hz, CH
benzilideno), 7.10 ppm (t, 2H, J= 7.99 Hz, CH benzil), 7.42 ppm (m, 1H,
CH benazil), 7.91 ppm (s, 1H, =CH.).

. « RMN *C (400 MHz, ppm, DMSO): d 166.2, 164.6, 162.1, 159.6, 132.3,
132.1, 132.0, 131.8, 130.7, 130.5, 124.2, 121.6, 111.7, 111.5, 110.7,
110.5, 33.6.



56

3-(2,6-difluoro-benzil)-5-(3-bromo-benzilideno)-tia  zolidina-2,4-diona  (GQ-

251)

Br

C17H10BrF2NO,S; MM = 408.958 g/mol; sélido branco; rendimento: 53%;
P.F.: 158°C; R.f.: 0,5 n-Hex/AcOEt (9:1) .

IV (v cm™ KBr): 1740 C=0, 1685 C=0, 1607 (C=C), 1125 (C-N).

RMN 'H (400 MHz, PPM, DMSO): & 4.91 ppm (s, 2H, -NCH,-), 8 7.13-
7,07 ppm (m, 2H, =CH- benzil), & 7.46-7.39 ppm (m, 1H, =CH- benzil), &
7.49 ppm (t, 1H, J=7,6Hz, =CH- benzilideno), 8 7.58 ppm (d, 1H, J=
7,6Hz, =CH- benzilideno), 6 7,68 ppm (d, 1H, J=6,8Hz, =CH- benzilideno),
0 7,83 ppm (t, 1H, j+1,6Hz, =CH- benzilideno), & 7,91 ppm (s, 1H, =CH-).
RMN *C (400 MHz, ppm, DMSO): 5 166.11 (C4), 164.54 (C4), 162.16
(C4), 159.69 (C4), 135.24 (C4), 133.12 (CH), 132.93 (CH), 131.69 (CH),
131.33 (CH), 130.65 (CH), 128.09 (CH), 122.55 (CH), 122.43 (CH), 111.72
(CH), 111.53 (CH), 110.67 (C4), 33.72 (CH,).
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3-(2,6-difluoro-benzil)-5-(3,4,5-trimetoxi-benzilid  eno)-tiazolidina-2,4-diona
(GQ-252)

HaCO OCH,
OCHs

. C0H17F2NOsS; MM = 421.079 g/mol; solido branco cristalino; rendimento:
44%:; P.F.: 136 - 137°C; R.f.: 0,65 n-Hex/AcOEt (9:1) .

e IV (vcm™ KBr): 1747 C=0, 1682 C=0, 1605 (=CH-), 1124 (C-N).

. RMN *H (400 MHz, PPM, DMSO): & 3.73 ppm (s, 3H, OCHs), 3.82 ppm (s,
6H, OCHy), 4.91 ppm (s, 2H, CHy), 6.92 ppm (s, 2H, CH benzilideno), 7.09
ppm (t, 2H, J= 8.4Hz, CH benazil), 7.42 ppm (g, 1H, J=7.6Hz, CH benzil),
7.87 ppm (s, 1H, =CH-).

«  RMN *3C (400 MHz, ppm, DMSO): d 166.46 (C4), 164.70 (C4), 162.07
(C4), 159.59 (C4), 153.19 (C4), 139.63 (C4), 133.65 (CH), 130.59 (CH),
128.32 (C4), 119.74 (C4), 111.67 (CH), 110.98 (C4), 107.64 (C4), 60.17
(CHgs), 55.99 (CHj3), 55.99 (CHg3), 33.62 (CHy).
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3-(2-cloro-4-fluoro-benzil)-5-(3-bromor-4-metoxi-be  nzilideno)-tiazolidina-
2,4-diona (GQ-273)

Cl

Br

. C1gH12BrCIFNO3S; MM = 454.939 g/mol; solido branco; rendimento: 80%;
P.F.: 201°C; R.f.: 0,5 n-Hex/AcOEt (9:1) .

. IV (v cm™ KBr): 1682 (C=0), 1624 (C=0), 1588 (C=C), 1151 (C-N).

. RMN *H (400 MHz, ppm, CDCls): & 3.96 ppm, (s, 3H, -OCHs), 5.00 ppm
(s, 2H, CH,), 6.98 ppm (d, 1H, J= 8.8Hz, CH benzil), 7.45 ppm (dd, 1H,
Ji= 8.8Hz, J,= 2.4Hz, CH benzil), 7.71 ppm (d, 1H, J= 2Hz, CH benazil),
6.95 ppm (dt, 1H, J;= 8.4Hz, J,= 2.4Hz, CH benzilideno), 7.20 ppm (ddd,
1H, Ji;= 8.0Hz, J,= 2.4Hz, CH benzilideno), 7.26 ppm (s, 1H, CH
benzilideno), 7.79 ppm (s, 1H, =CH-).

. RMN *C (400 MHz, ppm, DMSO): 5 167.10 (C4), 165.82 (C4), 163.41
(C4), 161.00 (C4), 157.82 (C4), 135.32 (CH), 134.24 (C4), 132.64 (CH),
130.88 (CH), 130.49 (C4), 127.19 (CH), 119.83 (C4), 117.35 (C4), 117.10
(CH), 114.19 (CH), 112.23 (CH), 56.50 (CHs), 42.42 (CHs).



59

3-(2-cloro-4-fluoro-benzil)-5-(2-metdxi-5-bromo-ben  zilideno)-tiazolidina-
2,4-diona (GQ-274)

Cl

Br

. C1gH12BrCIFNO3S; MM = 454.939 g/mol; solido branco; rendimento: 80%;
P.F.: 135°C; R.f.: 0,41 n-Hex/AcOEt (9:1) .

. IV (vecm™ KBr): 1739 C=0, 1683 C=0, 1603 (=CH-), 1152 (C-N).

«  RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO): & 3.87 ppm (s, 3H, OCHs), 4.85 ppm (s,
2H, CHy), 7.12 ppm (d, 1H, J= 6.6Hz, CH benzil), 7.51 ppm (d, 1H, J=
1.8Hz, CH benzil), 7.63 ppm (dd, 1H, J;= 6.3Hz, J,= 1.8Hz, CH benzil),
7.18 ppm (t, 1H, J;= 6.6Hz, J,= 2.1Hz, CH benzilideno), 7.35 ppm (dd, 1H,
J1= 6.3Hz, J,= 4.2Hz, CH benzilideno), 7.46 ppm (dd, 1H, J;= 6.9Hz, J,=
2.1Hz, CH benzilideno).

«  RMN *3C (400 MHz, ppm, DMSO): d 166.99 (C4), 165.20 (C4), 162.53
(C4), 160.06 (C4), 157.00 (C4), 134.80 (CH), 132.72 (C4), 131.14 (CH),
130.66 (CH), 128.68 (C4), 127.17 (CH), 123.52 (C4), 122.97 (C4), 116.89
(CH), 114.44 (CH), 112.16 (C4), 56.09 (CH3), 42.12 (CHy,).
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5. PARTE BIOLOGICA

Os testes foram realizados no Laboratério de Bioensaios para Pesquisa
de Farmacos — LBPF, Departamento de Antibioticos da Universidade Federal
de Pernambuco. Os animais foram mantidos de acordo com as normas

Internacionais do Conselho de Laboratorio de Animais Experimentais (ICLAS).
5.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos adultos albinos swiss (Mus
musculus), pesando entre 30 e 359 provenientes do Centro de Pesquisas Ageu
Magalhdes e mantidos no Biotério do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram acondicionados em
gaiolas de polietleno com grades de ac¢o inoxidavel e maravalha como
cobertura, tendo acesso livre a agua e racdo balanceada, mantidos num
ambiente com temperatura de 22C + 2T e luminosidade controlada,
proporcionando um ciclo claro-escuro de 12 horas. Todos os animais foram
submetidos a jejum, com a retirada da ragéo cerca de 4 horas antes do inicio

do experimento.

5.2. Métodos
5.2.1. Peritonite Induzida por Carragenina

Para a realizacdo do teste os animais foram divididos em grupos de 6
animais. Para o grupo padréo foi administrada dexametasona, anti-inflamatério
de referencia, por via oral na dose de 0,5 mg/kg. O grupo controle recebeu
veiculo (Solucédo salina a 0,9% + solubilizante) e para cada grupo teste foi
administrado um derivado tiazolidinico na dose de 10 mg/Kg por via oral.

Uma hora apos a administragdo, a inflamacdo foi induzida pela
administracao intraperitoneal de 0,1 mL/10 g de carragenina (1% em salina,
p/v). Quatro horas ap6s a inducdo da inflamacdo os animais foram

eutanasiados em camara de CO,, sendo injetado na cavidade peritoneal 2 mL
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de uma solugdo de PBS contendo EDTA (3 puM). A contagem de leucdcitos
totais foi realizada em analisador hematolégico Horiba ABX micros 60. Os
exsudatos foram centrifugados e uma aliquota do sobrenadante armazenado a
— 20°C para analise de citocinas e dos niveis de NO (PRASAD e GUPTA,
2005).

5.2.2. Contor¢Bes Abdominais Induzidas por Acido Ac ético

Para a realizacdo do teste os animais foram divididos em grupos de 6
animais. Para o grupo padrao foi administrado ibuprofeno, por via oral na dose
de 10 mg/kg. O grupo controle recebeu veiculo e para cada grupo teste foi
administrado um derivado tiazolidinico na dose de 10 mg/Kg por via oral.

Uma hora apos a administracdo, o acido acético 1% foi injetado
(0,1mL/10g do peso do animal) na cavidade peritoneal dos animais para induzir
contragdes da musculatura abdominal e/ou alongamento dos membros
posteriores. Dez minutos apos a aplicacdo do acido, os camundongos foram
colocados em gaiolas de polietileno transparentes, onde foram observados e
registrou-se 0 numero de contor¢des abdominais durante 20 minutos. A
porcentagem de inibicdo das contor¢bes abdominais foi calculada comparando
a média de contor¢cdes do grupo tratado com o a média de grupo controle
(KOSTER, 1959).

5.2.3. Determinacg&o dos Niveis de Oxido Nitrico

Para avaliacdo da producédo de oxido nitrico (NO) foram analisadas as
concentracbes de nitrato (metabolito estavel do NO) presentes no
sobrenadante do exsudato obtido da peritonite induzida por carragenina. Uma
aliguota de 50 puL de cada amostra foi transferida para uma microplaca e
incubada com 50 pL de reagente de Griess (sulfanilamida 1%, 0,1%
naftiletileno diamino dicloridrato, 5% H3PO,;) por 10 min em temperatura
ambiente protegido da luz. A absorbancia foi medida em 540 nm em leitor de
espectrofotometro e a concentragcédo de nitrato foi calculada baseada em uma
curva padrao de nitrato de sodio (GIUSTARINI et al., 2008).
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5.3. Andlise dos resultados

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As
analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad
versao 5.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). Utilizou-se Andlise
de Variancia ANOVA One-way seguido do teste de Newman-Keuls Multiple
Comparison Test, com nivel de significancia de 0,05%.

5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.4.1. Peritonite Induzida por Carragenina

E comum a utilizagdo de carragenina em modelos de testes anti-
inflamatorios envolvendo animais, dentre eles se destacam o teste de edema
de pata (GOES et al., 2004), bolsdo de ar (BARROS et al., 2010) e peritonite
(GUERRA et al., 2011).

Todos os derivados tiazolidinicos sintetizados e testados, com excecéo do
LPSF/GQ-274, se mostraram eficazes na inibicdo da migracdo celular in vivo
em teste de peritonite induzida por carragenina e os compostos LPSF/GQ-252,
LPSF/GQ-246 e LPSF/GQ-273 foram 0s compostos mais ativos neste teste,
apresentando uma atividade anti-inflamatoria de 81,8%, 80,6% e 77,4%,

respectivamente. Estes resultados estdo expressos no Grafico 1 e na Tabela 1.
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GQ - 246 (10 mg/Kg)
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N° of PMNL/mL (x10°)

Derivados Tiazolidinicos

* Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle (p < 0,05)
* Diferenca estatisticamente significante em relagéo ao padrédo (p < 0,05)
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p < 0,05. Significativos apos andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguido pelo
teste de Newman-Keuls Multiple Comparison Test, com intervalo de confianca de 95%,
gquando comparados ao grupo controle.

Grafico 1. Percentual de inibicdo de migracao de células polimorfonucleares

Tabela 1: Numero de PMNL (média + desvio padrdo) e percentual de inibicdo da
inflamacao pelos derivados Tiazolidinicos

Tratamento Dose (mg/Kg) PMNL Inibicdo %
(x 10° cél/ml)

Controle - 12,86 +1,0 -

Dexametasona 0,5 2,48+0,4 80,7
GQ — 246 10 2,4 +0,7* 80,6
GQ — 252 10 2,34 £ 0,4* 81,8
GQ -273 10 2,9+0,7* 77,4
GQ-251 10 536 +1,1* 58,3
GQ -261 10 5,36 + 1,0* 58,3
GQ-274 10 9,7 £0,9* 24,6

* Diferenca estatisticamente significante em relac&o ao grupo controle (p < 0,05)

p < 0,05. Significativos apos andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguido pelo
teste de Newman-Keuls Multiple Comparison Test, com intervalo de confianca de 95%,
gquando comparados ao grupo controle.

Fazendo uma analise separadamente dos substituintes da posicao 3 (anel
benzilico) e da posi¢cdo 5 (anel benzilidénico) do anel tiazolidinico foi possivel
observar que, quanto aos substituintes presentes no anel benzilico, os
compostos que apresentaram o grupo 3-(2,6-difluoro-benzil)-tiazoilidina-2,4-
diona foram mais eficazes que os compostos que apresentaram o grupo 3-(2-
cloro-4-fluoro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona, revelando que a substituicdo de um
atomo pequeno (flior) por um atomo de maior volume (cloro) pode ter sido
responsavel por esse resultado.

Contudo, a variacdo da posicao do atomo de flaor (posicéo 6 pela 2) no

anel benzilico parece néo exercer forte influencia no resultado, haja em vista
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que o derivado LPSF/GQ-273 foi responsavel por 77,4% de inibicdo da
migracdo de PMN (Figura 26).

Q? ® ®
) .

@ CHO

LPSF/GQ-246 LPSF/GQ-251 LPSF/GQ-252
80,6% 58,3% 81,8%

e O N ’ e N ’ e O N ’
044 O% o%

LPSF/GQ-261 LPSF/GQ-273 LPSF/GQ-274
58,3% 77,4% 24,6%

Figura 26: Derivados LPSF/GQ-246, LPSF/GQ-251, LPSF/GQ-252, LPSF/GQ-261,
LPSF/GQ-273 e LPSF/GQ-274 e percentual de inibicdo da migracdo de PMN.

A andlise sobre a influéncia que os substituintes do anel benzilidénico
exercem sobre a atividade anti-inflamatoria revelou que todos os derivados que
apresentaram melhor resposta possuem substituintes na posicdo 4. Também
foi observado que a substituicdo de um atomo de bromo por uma metoxila na
posicdo 3 do anel benzilidénico foi responsavel por um leve aumento da
resposta anti-inflamatoria, demonstrando o importante papel deste substituinte
na atividade anti-inflamatoria.

E possivel ainda, observar que o fato dos derivados GQ-251 e GQ-274

nao apresentarem substituintes na posicédo 4 do anel benzilidénico ressalta que
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a presenca de um substituinte nesta posicdo seja responsavel por elevar seu
potencial como agente anti-inflamatorio. Porém, embora o derivado GQ-261
apresente um grupo metoxila nesta mesma posicao, gera a hipotese de que a
presenca de um substituinte na posicdo 2 do anel benzilidénico possa

desfavorecer a atividade anti-inflamatoria (Figura 26).

5.4.2. Contor¢Bes Abdominais Induzidas por Acido Ac ético

Diversos estudos utilizam o modelo de contor¢gdes abdominais em ratos
para a determinagdo da atividade antinociceptiva de derivados tiazolidinicos e
imidazolidinicos (TARANALLI et al., 2009; GUERRA et al., 2011).

O composto GQ-246 foi selecionado para a realizacdo desse teste por
apresentar resultado promissor no teste de peritonite. Este composto foi
comparado frente a a¢do do ibuprofeno, AINE classico utilizado no tratamento
de disturbios inflamatérios. Os resultados estdo expressos no Gréafico 2 e
Tabela 2.

Contor¢des Abdominais
1001

EZA Controle
” 80 E= Ibuprofeno (10mg/Kg)
S B Go - 246 (10 mg/Kg)
5 60+
c R *
3 % e e el
@) 401 N —_—
3
o i R
Tratamento

* Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle (p < 0,05)
p < 0,05. Significativos apds andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguido pelo

teste de Newman-Keuls Multiple Comparison Test, com intervalo de confianca de 95%,
gquando comparados ao grupo controle.

Grafico 2: Numero contor¢cdes abdominais
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Tabela 2: Numero de contor¢des abdominais (média + desvio padrédo) e percentual de
inibicdo do derivado tiazolidinico LPSF: GQ — 246, no teste de contor¢cdes abdominais
induzidas por &cido acético.

Tratamento Dose (mg/Kg) N° de Inibicdo %
Contorcoes
Controle - 82,4+29 -
Ibuprofeno 10 27,4 +1,1* 66,7
GQ - 246 10 40,8 + 3,8* 50,5

* Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle (p < 0,05)

p < 0,05. Significativos apos andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguido pelo
teste de Newman-Keuls Multiple Comparison Test, com intervalo de confianca de 95%,
gquando comparados ao grupo controle.

O derivado testado foi capaz de inibir 50,5% das contor¢ées abdominais
induzidas por acido acético, resultado considerado bom, haja em vista que o

ibuprofeno apresentou uma atividade de 66,7%.

5.4.3. Determinacéo dos Niveis de Oxido Nitrico

Por se tratar de um mediador inflamatorio, a reducdo dos niveis de oxido
nitrico é estudada para verificar o potencial anti-inflamatério de moléculas. Os
derivados tiazolidinicos sintetizados mostraram-se eficientes na inibicdo da
concentracdo dos niveis de Oxido nitrico. Os resultados estdo expressos no

Grafico 3.
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Oxido Nitrico

N
Ny

Controle negativo (Salina)
Dexametasona (0,5 mg/kg)
GQ — 246 (10 mg/Kg)

GQ - 252 (10 mg/Kg)

GQ - 273 (10 mg/Kg)

GQ - 251 (10 mg/Kg)

GQ - 261 (10 mg/Kg)

GQ - 274 (10 mg/Kg)

=
T

Z.

a1
1

Concentracdo de NO
S
SEZNENEE

Tratamento

Grafico 3: Concentracdo dos niveis de 6xido nitrico

* Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle (p < 0,05)

* Diferenca estatisticamente significante em relagéo ao padrédo (p < 0,05)

p < 0,05. Significativos apos andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguido pelo
teste de Newman-Keuls Multiple Comparison Test, com intervalo de confianca de 95%,
gquando comparados ao grupo controle.

Todos os compostos reduriram significativamente as concentracdes de
NO, com destaque para o derivado GQ-251, que foi comparavel a
indometacina. Para este teste a presenca de um uUnico substituinte na posicao
3 do anel benzilidénico pode estar relacionado a essa resposta elevada (Figura
27).
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CONCLUSOES

Neste presente trabalho foram sintetizados seis novos compostos
pertencentes a classe das tiazolidinadionas. Esses derivados
apresentam substituicdo nas posi¢des 3 e 5 do anel tiazolidinico e foram

avaliados quanto ao seu potencial anti-inflamatério.

Todos foram caracterizados através de suas propriedades fisico-
quimicas, bem como por métodos espectrométricos convencionais
(RMN-'H, RMN-'3C e IV). Os espectros de RMN e IV apresentaram-se

consistentes com as respectivas estruturas.

Os compostos foram sintetizados atraves de eficientes metodologias de
sintese e purificacdo, apresentando rendimentos entre 44-80%, sem a
necessidade de purificacdo por cromatografia em coluna, sendo apenas
necessérias etapas de lavagens e recristalizacdo, indicando a

efetividade da rota sintética.

Os derivados tiazolidinicos GQ-246, GQ-251, GQ-252, GQ-261 e GQ-
273 se mostraram eficazes em inibir a migracao celular in vivo em teste
de peritonite induzida por carragenina e os compostos GQ-246, GQ-252
e GQ-273 foram o0s mais ativos da série e mostraram-se

significativamente eficientes.

Os derivados tiazolidinicos reduziram significativamente os niveis de

NO, sendo o composto e GQ-251 o mais eficiente da série.

O derivado GQ-246 apresentou-se eficaz no teste de contorcOes

abdominais induzidas por acido acético.
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PERSPECTIVAS

Estes resultados promissores comprovam mais uma vez a potencial
atividade anti-inflamatoéria das tiazolidinadionas e um estudo posterior de
relacdo estrutura-atividade (SAR) podera revelar o papel de
grupamentos eletroatratores e eletroretiradores nos substituintes 3 e 5

do anel tiazolidinico na resposta anti-inflamatoria.

Planejar novas séries de moléculas no intuito de se identificar grupos
capazes de potencializar a atividade anti-inflamatériae analgésica das
tiazolidina-2,4-dionas. Pois, foi observado que os melhores resultados
vieram dos derivados que continham substituintes na posi¢ao 4 do anel
benzilidénico e que a auséncia de um substituinte nesta posicdo, bem
como a presenca de um substituinte na posicdo 2 deste anel foi

responsavel pela diminuicdo da atividade anti-inflamatoria.

Diante dos resultados significantes demonstrados por alguns dos
derivados tiazolidinicos sintetizados neste trabalho, surge a necessidade
da realizacdo de testes capazes de avaliar os possiveis efeitos
gastrointestinais bem como a toxicidade destas moléculas.
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Espectro de RMN- *3C da 3-(2-cloro-4-fluoro-benzil)-5-(2-metéxi-5-brom  o-
benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-274)
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Espectro de RMN- *H da 3-(2-cloro-4-fluoro-benzil)-5-(2-metéxi-5-brom  o-
benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-274)




