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RESUMO

Tiazolidina ¢ um sistema de anel heterociclico com multiplas aplicagdes. Seu nucleo tem
sido relatado por ser responsavel pela maior parte das agdes farmacologicas relacionadas
com os seus analogos estruturais, como anti-cancer, anti-inflamatoria, anticonvulsivante,
hipoglicemiantes, anti-viral e anti-bacteriana. Devido ao aumento do numero de infecgdes
hospitalares e resisténcia de patdgenos ao arsenal terapéutico existente, ha uma demanda no
avango da pesquisa de novos compostos bioativos. Diante desses fatos, este estudo teve
como objetivo o planejamento estrutural, a sintese e avaliagao da atividade antimicrobiana
de novos derivados da tiazolidina-2,4-diona e 4-tioxo-tiazolidina-2-ona, além da avaliacao
quanto ao potencial citotdxico in vitro dos derivados obtidos. Treze arilidenos substituidos
na posicao 5 do anel heterociclico foram obtidos por meio de reagdes de condensacao de
Knoevenagel. As estruturas quimicas dos compostos sintetizados foram caracterizadas por
RMN 'H ¢ RMN "C, Infravermelho ¢ Massa. As cepas selecionadas para a atividade
antimicrobiana pela técnica de difusdo em disco foram dos grupos de bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas, alcool-acido resistentes e levedura. Os testes antimicrobianos
foram ainda complementados com os valores da CMI e CMB. Os compostos foram
avaliados quanto a seu potencial citotoxico pelo método de MTT em trés linhagens de
células tumorais humanas HL-60 (leucemia promielocitica - humana), MCF-7
(adenocarcinoma de mama - humano) e NCI-H292 (carcinoma epidermoide de pulmao -
humano). Os compostos foram considerados puros, com rendimentos satisfatorios e suas
constantes fisico-quimicas determinadas. Nove dos treze compostos sintetizados
apresentaram atividade frente a, no minimo, duas cepas testadas. Os compostos nao se
mostraram ativos contra bactérias Gram-negativas e levedura. Quanto ao estudo de
citotoxicidade, o composto Ile apresentou melhor potencial citotdoxico contra as linhagens
testadas, com valores de ICsy inferiores a 4 pg/mL. Este estudo demonstrou que a
substituicdo bioisostérica da tiocarbonila em vez da carbonila na posicdo 4 do anel
tiazolidinico, em alguns compostos, resultou em um aumento da atividade antimicrobiana.
Devido aos resultados obtidos, esses compostos podem representar pontos de partida uteis
para a otimizacao das pesquisas. Os estudos que envolvem o mecanismo de agdo sao
necessarios para uma compreensao completa da atividade antimicrobiana e citotoxica dos
compostos, bem como modificagdes estruturais para melhorar a atividade anti-proliferativa
e anti-mitotica.

Palavras-chave: Antimicrobianos. Citotoxicidade. Tiazolidinas.



ABSTRACT

Thiazolidine is a heterocyclic ring system with multiple applications. Its nucleus has been
reported to be responsible for most of the pharmacological actions related to its structural
analogs such as anti-cancer, anti-inflammatory, anticonvulsant, antidiabetic, anti-viral and
anti-bacterial. Due to the increased number of hospital infections and resistance of
pathogens to the therapeutic armamentarium, there is a demand to advance the search for
new bioactive compounds. Given these facts, this study aimed at structural design,
synthesis and evaluation of the antimicrobial activity of new derivatives of thiazolidine-2,4-
dione and 4-thioxo-thiazolidine-2-one, besides assessing the in vitro cytotoxic potential.
Thirteen arylidenes were obtained by Knoevenagel Condensation reactions at the position 5
on the heterocyclic ring. The chemical structures of the synthesized compounds were
characterized by 'H MNR and 'C MNR, IR and Mass. The strains selected for the
antimicrobial activity by disc diffusion technique were a Gram-positive bacteria group, a
Gram-negative, an Alcohol acid resistant and yeast. The antimicrobial tests were further
complemented with the values of CIM and CBM. The compounds were evaluated for their
in vitro cytotoxic potential by the MTT method on three human tumor cell lines HL-60
(promyelocytic leukemia - human), MCF-7 (breast carcinoma - human) and NCIH-292
(lung cancer - human). The compounds were considered pure, with satisfactory yields and
their physical and chemical constants were set. Nine out of the thirteen synthesized
compounds were active against at least two tested strains. The compounds were not
active against Gram-negative bacteria and yeast. As for the cytotoxicity study, the
compound Ile was stronger against tested stains with ICsy values less than 4 pg/mL. This
study demonstrated that the replacement of the thiocarbonyl bioisosteric instead of the
carbonyl in position 4 of the thiazolidine ring, in some compounds, resulted in increased
antimicrobial activity. Due to the results obtained, these compounds may represent useful
starting points for research. Studies involving the mechanism of action are necessary for a
complete understanding of their compound’s antimicrobial activity as well as structural
changes to improve the anti-proliferative activity.

Keywords: Antimicrobials. Cytotoxicity. Thiazolidines.
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1. INTRODUCAO

A tiazolidina ¢ um sistema de anel heterociclico com multiplas aplicagdes. Os
seus derivados representam uma classe bem conhecida de medicamentos e substancias
patenteados em diferentes fases da pesquisa. Seu nucleo tem sido relatado por ser
responsavel pela maior parte das suas agdes farmacologicas. Seu uso em sintese organica
tem se tornado cada vez mais importante. As diversas atividades biologicas relacionadas
com os seus analogos estruturais, t€ém sido destacadas como antimicrobiana (ALEGAON
e ALAGAWADI 2012), anticancer (ROMAGNOLI et al., 2013), anti-inflamatoria,
analgésica (REANMONGKOL e SONGKRAM, 2013), anti-convulsivante (AMIN et al.,
2008), dentre outras. Recentemente, a atencdo tem sido dada a atividade antitumoral
desses derivados como novos agentes anticancerigenos com grande potencial de agao
(METWALLY, 2007). Propriedades anti-neoplasicas de 4-tiazolidinonas e heterociclos
relacionados podem provavelmente ser causada pela sua afinidade para alvos bioldgicos
anticancerigenos, tais como estimuladores da JNK fosfatase-1 (JSP-1) e o fator de
necrose tumoral TNF alfa (HAVRYLYUK et al., 2010).

O tratamento de infec¢des bacterianas continua a ser um problema terapéutico
importante no mundo. Este fato ¢ desafiador devido a fatores que incluem as doengas
infecciosas emergentes e aumento do niumero de patdogenos microbianos resistentes a
multiplas drogas. Atualmente existe um grande nimero de antibidticos e quimioterapicos
disponiveis para utilizacdo médica. Porém, o aparecimento de estirpes de bactérias
resistentes a novos e antigos antibioticos, nas ultimas décadas, constitui uma necessidade
substancial de novas classes de agentes anti-bacterianos (TOMASIC et al., 2010).

A producao de novas drogas com amplo espectro antimicrobiano ¢ um forte aliado
no combate a mortalidade em grupos de pessoas de diferentes idades ao redor do mundo.
Neste contexto, ha compostos de tiazolidinas cuja literatura descreve excelentes
resultados. A atividade antimicrobiana do 5-arilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-ona e 5-
arilideno-tiazolidina-2,4-diona vem sendo avaliada contra uma garande variedade de
micro-organismos, dentre as bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, Alcool-acido
Resistentes e fungos (GOUVEIA et al.,, 2009). Logo, as tiazolidinas surgem como
perspectivas de novos farmacos podendo, assim, contribuir nos estudos para a descoberta

de compostos potencialmente bioativos.
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Em vista dos fatos mencionados e, como parte de nossos esfor¢os para descobrir
novos agentes potencialmente ativos, treze compostos foram sintetizados sendo sete
arilidenos derivados da Tiazolidina-2,4-diona substituida na posi¢ao 5 de seu nucleo e
seis S-arilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-onas. Este ultimo teve a carbonila da posi¢do 4 do
anel heterociclico substituida pela tiocarbonila. Os compostos foram avaliados como
agentes antimicrobianos. Além disso, a citotoxicidade destes compostos foi testada contra

linhagens de células cancerigenas com bons resultados.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Os subtopicos deste capitulo perfazem a revisao minuciosa da bibliografia acerca

das tiazolidinas e seus atividades bioldgicas.
2.1. NUCLEO TIAZOLIDINICO

Um dos principais objetivos da quimica organica e medicinal ¢ desenhar,
sintetizar e produzir moléculas que possuam valor como agentes terapéuticos humanos.
Compostos contendo sistemas de anéis heterociclicos sao de grande importancia e
recebem atencdo especial, pois pertencem a uma classe de compostos com utilidade
comprovada em quimica medicinal. Como exemplo, o anel heterociclico de cinco
membros contendo trés dtomos de carbono, um atomo de Nitrogénio ¢ um atomo de
Enxofre, conhecido como tiazodis (Figura 1) sdo de consideravel interesse em diferentes

areas da quimica medicinal (JAIN, 2013).

Figura 1. Tiazol.

Tiazolidina-2,4-diona (1) ¢ o derivado da tiazolidina (0) com os dois grupos
carbonila nas posi¢des 2 € 4 e 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (2), com um grupo carbonila na
posi¢do 2 e um grupo tiocarbonila na posic¢ao 4 (Figura 2). Os substituintes nas posigoes
3 e 5 podem ser variados. O primeiro composto no qual o ciclo tiazol foi caracterizado foi
a tiazolidina-2,4-diona (1), que foi preparada por isomerizacdo do acido tiocianoacético.

Sua estrutura foi elucidada por Libermann et al. em 1881 (LIMA, 1998).
S
<3 NH

PN
S O

(0) (1) (2)

Figura 2. Tiazolidina (0) e derivados, tiazolidina-2,4-diona (1) e 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (2).
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2.2. SINTESE DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA

De acordo com Langmiir (1919) isosteros sdo compostos ou grupo de atomos que
possuem a mesma disposicao de elétrons e numero de atomos, caracterizando-se por
apresentarem propriedades fisicas semelhantes. As tiazolidinas fazem este papel ante a
imidazolidina e oxazolidina, cujas propriedades biologicas e farmacologicas sao bastante
evidentes.

Em 1865, Heintz sintetizou a tiazolidina-2,4-diona (1) a partir do éster
etilcloroacético (3) e tiocianato de potassio (4) em meio acido (Esquema 1) (HEINTZ,

1865 apud SPRAGUE at al., 1957).

0
H"‘ NH
CICH,CO,C,H, + KSCN ——= pY
(3) 4) 50

(1)

Esquema 1. Sintese da Tiazolidina-2,4-diona (1) a partir do éster etilcloroacético (3).

A tiazolidina-2,4-diona (1) também pode ser obtida, segundo Libermann et al.,
(1948), pelo aquecimento de tiouréia (5) e acido monocloroacético (6) em meio aquoso

sob refluxo, com rendimento de 83% (Esquema 2).

O
H.O NH
SC(NH,), + CICH,COOH —2—» PN
S
(5) (6)
(1)

Esquema 2. Sintese da Tiazolidina-2,4-diona (1) a partir da tiouréia (5) e
acido monocloroacético (6).

Atualmente, além dos métodos convencionais de obten¢cdo da Tiazolidina-2,4-
diona (1), existe o método por meio de micro-ondas que envolve uma reagao de dois
passos. No primeiro passo [a], a tiouréia (5) e o 4&cido monocloroacético (6) sao agitados

a 0 °C para obter um precipitado branco intermediario de 2-imino-tiazolidina-4-ona (7), o
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qual, na segunda etapa [b] ¢ ainda irradiada com micro-ondas a 250 W durante 5 minutos

para se obter cristais brancos de Tiazolidina-2,4-diona (Esquema 3) (JAIN et al., 2013).

0 0
2] ? id [b] TNH
CH,N,S + CICH,COOH —— M A
S~ "NH 8”70
€Y

(5) (6)
(7)
Esquema 3. Sintese da Tiazolidina-2,4-diona (1) em micro-ondas.

2.3. REACOES DAS TIAZOLIDINONAS

Dentre as diversas reagdes que envolvem o anel 4-tiazolidinona sdo destacados os processos
quimiosseletivos que ocorrem no enxofre da posi¢do 1, em reagdes de oxidagdo; no nitrogénio da posicao 3,
em reagdes de N-alquilagdo e em reacdes de Mannich; na carbonila 4, em reagdes de tionagdo via reagente
de Lawesson ou P,Ss; na posicdo 5 (carbono metilénico) em reagdes de condensacdo com aldeidos, cetonas
ou com sais de diazénio (Figura 3) (LIESEN et al., 2008). Varias reacdes tém sido descritas sobre

tiazolidinas, porém duas sdo bastante exploradas, estas reacdes sdo a N-alquilagdo e a condensagdo.

N-ALQUILACAO
REACAO DE MANNICH

TIONACAO &
0]

CONDENSACAO DE KNOEVENAGEL
ADICAO DE MICHAEL
DIAZOTACAO

OXIDACAO

Figura 3. Principais reagdes do anel 4-tiazolidinona.

2.3.1. Reacoes de N-Alquilacao

As reacoes de N-alquilacao sdo do tipo acido-base de Lewis e que também sao
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possiveis de serem realizadas no nucleo das tiazolidinonas (TDZs). Trata de uma reagao
de substituicao nucleofilica de segunda ordem (SN;), onde a tiazolidinadiona reage com
haletos substituidos, conduzindo a formagao de derivados substituidos na posicao 3 do
nucleo (LIMA et al., 1998). A reacdao se processa em meio basico (NaOH) e metanol
(Esquema 4), onde ocorrerd desprotonacdo do nitrogénio conduzindo a formacao do
anion (8) que agira como nucledfilo da reacdo com haletos (9) na etapa posterior levando

ao composto (10) (LIESEN et al., 2008).

@y e SNG @ ¢
~ ~ XN NS,

o
(1) (8) 9) (10)

Esquema 4. Exemplo de N-alquilagdo.

2.3.2. Reacoes de Mannich

Outro método de substituicdes na posicao 3 consiste na reacdo de Mannich. Essas
reagdes ocorrem geralmente entre 2-imino-4-tiazolidinonas (7) e aminas primarias ou
secundarias (11), em presenga de formaldeido (HCHO) ou paraformaldeido [(HCHO)n],
em metanol, levando a formagdo de 2-imino-3-(aminometil substituido)-4-tiazolidinona

(12) (Esquema 5) (SINGH et al, 1981).

0 0
CHZNHR
NH
HCHO/MeOH
/\\ +  R,NH, lasintcal
J‘ R=H ou Aril
R4= Alquil ou Aril
(7) (12)

Esquema 5. Reacdo de Mannich com 2-imino-tiazolidina-4-ona (7).
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2.3.3. Reacoes de Condensacido Knoevenagel

Esta transformacdo consiste na reacao entre um composto carbonilico (aldeidos
ou cetonas) e outro contendo o grupo metileno ativado, resultando na formagdo do
produto com uma ligagdo dupla carbono-carbono (CUNHA & SANTANA, 2012). O
composto metileno ativo ¢ assim chamado quando ¢ observada a seguinte estrutura Z-
CH,-Z’, onde Z e Z’ sdo atomos ou grupamentos retiradores de elétrons causando
polarizabilidade da ligacdo C-H deixando os hidrogénios acidos (OLIVEIRA et al.,
2008).

As tiazolidinas ou tiazolidinas substituidas (13) sofrem esse tipo de reagdo quando
reagem com aldeidos aromadticos substituidos (14) utilizando acetato de so6dio como
catalisador e &cido acético glacial como solvente para formacao do derivado (15)

(Esquema 6) (BOZDAG-DUNDAR et al., 2007).

o]
A
o] al N/Y J
Cl
o —
N N — 0
0\ / \ AcONa/AcOH s
I + EEE—— 0
S Ar s cl NYS
o

N\

(13) (14)

Cl

(15)

Esquema 6. Reacdo de Condensacdo de Knoevenagel.

2.3.4. Reacio de Tionacio

A tionagdo de tiazolidinonas pode ser atingida utilizando o reagente de Lawesson
(1,3-ditio-2,4-difosfatano-2,4-dissulfeto-2,4-bis(4-metdxifenil)) (16), para a sintese de 4-
tioxo-tiazolidina-2-ona (2) a partir da tiazolidina-2,4-diona (1), que foi realizada em

dioxano anidro, sob refluxo (Esquema 7) (GOUVEIA et al., 2009).
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O S
! Reativo de
—NH Lawesson (16) —NH
| Dioxano Anidro '
/\O Refluxo S/&O
(1) (2)

Esquema 7. Reacdo de Tionacdo da Tiazolidina-2,4-diona.

A velocidade da tionagao depende da densidade eletronica existente na carbonila e
limitada pela temperatura. Em compostos contendo duas ou mais carbonilas, sofrera
primeiramente tionagdo aquela que for mais rica em elétrons. A conversao do grupo

carbonila em tiocarbonila ¢ atribuida a ilideos de ditiofosfina (p-CH30-CgHy-PS)),

formados a partir da quebra do anel de quatro membros, contendo atomos de fosforo e

enxofre alternados, existente no reagente de Lawesson (LIESEN et al.,2008).
2.3.5. Reacoes de Adi¢cao de Michael

Uma das reagdes para a formacgdo da ligagdo carbono-carbono ¢ a reagao de
Michael, convencionalmente caracterizada pela adicdo de nucleofilos (doadores de
Michael) a olefinas ativadas (aceptores de Michael) (MATTOS & MARZORATI, 1999).

A literatura mostra uma série de derivados tiazolidinicos obtidos a partir do 3-
Benzil-tiazolidina-2,4-diona substituido (17) e 9-[etil-(2-ciano)-acrilato]-acridina (18).
Utilizando piperidina como catalisador e etanol como solvente a reagdo foi conduzida
para a formacdo de derivados 5-benzilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (19)

(Esquema 8) (MOURADO et al., 2005).

CN
° = COOC,Hs
N X
Piperidina
e
S = EtOH
o N

(17) (18)

Esquema 8. Exemplo de reacdo de Adi¢do de Michael.



26

2.3.6. Reacio de Oxidacao

As reacoes de oxidagdo ocorrem na posicao 1 do anel da tiazolidina-2,4-diona (1)
utilizando permanganato de potassio (KMnOy4) em acido acético aquoso a 5 °C, por se
tratar de uma reacdo exotérmica, conduzindo a formacdo de 1,l1-dioxo-2,4-

tiazolidinadionas (20) (Esquema 9) (LIESEN et al., 2008).

0 H 0
5 :<:'[/ KMnOJACOH i/:%
\

0

(20)

(1)

Esquema 9. Exemplo de reacdo de oxidagdo

2.3.7. Reacoes de Diazotacao

Esse tipo de reacdo ocorre com o objetivo de produzir uma ligagao do tipo C=N.
Eletrofilos reacionais sdo formados quando uma amina aromatica reage com nitrito de
sodio na presenca de acido (LIESEN et al., 2008). As tiazolidinonas permitem esse tipo
de reagdo na posicao 5 do anel, na qual ¢ evidenciada quando se faz reagir uma bis
anilina (21) com nitrito de so6dio na presenca de H,SO4 concentrado na temperatura de 0-
5 °C produzindo um sal de diazonio (22). Posteriormente ¢ adicionado a tiazolidinona
(23), previamente solubilizada que agird como nucleo6filo da reagdo, levando ao produto

(24) (Esquema 10) (DIXIT et al., 2012).

O O NaNO,; H,S0,4 O O
Cr s
Ny e, 2,
(21) N
(22) )\/5
2 o ? o
\ N | / N / -
Z Sy N (23)
HN H H NH
S S\<

(24) °

S

Esquema 10. Reagdo de Diazotagdo evidenciando a formacao da ligagao C=N.
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2.3.8. Outras Reacoes das Tiazolidionas

Véarios compostos tiopiranicos foram sintetizados por meio do tratamento do 4-
Tioxo-5-benzilideno-tiazolidina-2-ona (25) com acrilonitrila ou acrilato de etila (26).
Nestas reacdes foram utilizados benzeno como solvente e piridina como catalizador.
Estes compostos sdo formados via S-B-cianoetilagcdao ou S-B-carboxietilagdo, seguido pela
adicdo de Michael ao centro insaturado do acrilato de etila formando o composto

tiopiramico (27) (Esquema 11) (KASSAB & MESSEHA, 1973).

H
0 SN
SR H Hcooc [ || )=0
N+ CH2=CH—C—OCH,CH, . s
N
s 0 (26) ~ |
RS
R @7
(25)

Esquema 11. Sintese de compostos tiopiranicos (27).

Albuquerque et al., 1999, observaram que a reacao de condensagdo entre o
derivado 1-metil-3-(4-clorobenzil)-imidazolidina-2,4-diona (30), analogo da tiazolidina-
2,4-diona (28), e determinados aldeidos substituidos era dificil, pois a posi¢ao cinco do
anel imidazolidinico estava parcialmente impedida pelo grupo metil, posicionado no
nitrogénio do anel heterociclico.

Deste modo, estes pesquisadores usaram como método alternativo a alquilagao do
composto (28) com cloreto de 4-clorobenzila (29) para obter o composto intermediario 3-
(4-clorobenzil-tiazolidina-2,4-diona) (30). Este derivado reagiu com o éster 2-arilideno-
cianoacetato de etila substituido (31), para sintetizar o derivado 1-metil-3-(4-
clorobemnzil)-5-(3,4-diclorobenzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (mistura de isosmeros

EeZ8:2)(32) (Esquema 12).
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O N/H (O N/CH2@C1
CICH,CgH,4Cl
Ly, =% LN
N 0] N 0 J—
| (29) |
CH; CH; Cl
_CN
(28) (23) Cl CH=C_
COOC,H;s
Y

CH;

(32)

Esquema 12. Sintese do 1-metil-3-(4-clorobenzil)-5-(3,4-diclorobenzilideno)-2,4-diona (32).

Outro grupo de pesquisa (CHEN et al., 2004), por sua vez, empregou acetato de
piperidina (como catalizador) em tolueno sob refluxo na condensacao de benzaldeidos
2,5- dissubstituidos (33) com 2-tioxo-tiazolidina-4-ona (rodanina) (34) ou tiazolidina-2,4-

diona (1) (Esquema 13).

o

NH
S/Kx
.
a

o 0 H 0
NH
H X=S,0 N /&(
(X = S=34) S
ou
(X=0=1)

(X = $=35)

(33) ou
(X=0=36)

Esquema 13. Condensagdo de benzaldeidos com 2-tioxo-tiazolidina-4-ona (34) ou tiazolidina-
2,4-diona (1). Reagentes e condigdes: (a) acetato de piperidina, tolueno, refluxo.
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A irradiacdo por micro-ondas ¢ um novo método que vem inovando a sintese
organica. Este processo foi utilizado por Zidar et al., 2010, para reduzir o tempo de
reacdo entre aldeidos aromaticos (37) e 2-tioxo-tiazolidin-4-ona (rodanina) (34) ou
tiazolidina-2,4-diona (1). O sistema por eles escolhido era anteriormente composto por
uma mistura de etanol e acido acético como solventes e piperidina como catalisador,
aquecidos a 150°C. A irradiagdo por micro-ondas reduziu o tempo reacional para 20

minutos (Esquema 14).

O O\ o
—H ~—NH R
R o : 2 |'| ~ X oS ./)\NH
I = s //\X ‘ “ |S _ <
R=NO, (X = S=34) X
ou (X =8=38)
(37) (X=0=1) ou
(X=0=39)

Esquema 14. Sintese de 2-tioxo-tiazolidin-4-ona (rodanina) (38) ou tiazolidina-2,4-dionas 5-
substituidas (39). (a) piperidina, AcOH, EtOH, micro-ondas, 20 min.

Os derivados tiazolidinicos e seus analogos isOsteros, apresentam um amplo e
variado espectro de atividade bioldgica, existindo diversos estudos a respeito da

bioatividade desses compostos.

2.4. ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os derivados tiazolidinicos, bem como seus andlogos isosteros sao conhecidos por
apresentarem atividades biologicas, o que possibilitou, ao longo dos anos, diversos
artigos na literatura a respeito de sua bioatividade tanto em propriedades microbiologicas
como farmacologicas.

A condensagdo de benzaldeidos aromaticos (37) com 3-benzil-tiazolidina-2,4-
diona (10) em presenca de acido acético e acetato de sodio rendeu o derivado 5-
benzilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (40) (Esquema 15). Os derivados obtidos
apresentaram atividade antifungica frente a Aspergillus niger (BRADSHER et al., 1951).
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/o
0 //—\\ 0 0 _/
N N-CH, =/ YR c// CH4COOH N——N-CHy
L - >
~57Y L “H  CHCOONa @_CH//\S)\\O
(10) (37 R

Esquema 15. Sintese dos derivados 5-benzilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (40).

Derivados do 5-benzilideno-rodanina (41) e da 5-benzilideno-tiazolidina-2,4-
diona (42) foram sintetizados e avaliados como inibidores da enzima bacteriana MurD.
Dentre estes, dois compostos demonstraram maior potencial inibitério, com valores de

ICsp de 85 e 45 uM, respectivamente (Figura 4) (ZIDAR et al., 2010).

X

H
O N
S

HOOC NH _ NH

COOH (@) X=0

(0) X=S

a) X =0 (42)eb) X =S (41)

Figura 4. Estrutura dos acidos (a) (R,Z)-2-[3-({4-[(2,4-dioxotiazolidin-5-
ilideno)metil ]fenilamino } metil)benzamido ]-pentanodidico (42) e (b) (R,Z)-2-[3-({4-[(2-tiox0-4-
oxotiazolidin-5-ilidene)metil]fenilamino } metil)benzamido]-pentanodidico (41).

0) isdmero S do acido (£)-2-[3-({4-[(2-tiox0-4-0xo0tiazolidin-5-
ilidene)metil]fenilamino } metil)benzamido]-pentanodidico (41) inibiu a enzima MurD
ligase de Escherichia coli de forma mais eficiente (ICso= 10 uM) que seu isdmero R
(ICsp = 45 uM) (TOMASIC et al, 2010).

Uma série de derivados da chalcona contendo grupamentos 2,4-tiazolidinadiona e
acido benzoico foi avaliada quanto a atividade antibacteriana. Dentre os compostos

testados, cinco deles se mostraram tao ou mais potentes que os farmacos de referéncia
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(Oxaciclina e Norfloxacina) contra seis bactérias Gram- positivas, incluindo isolados
clinicos resistentes a varias drogas. O acido 4- {[(Z)-2,4-dioxo-5-{4-[(E)-3-0x0-3-
fenilprop-1-en-1-il]benzilideno}tiazolidin-3-ilJmetil } benzoico (43) (Figura 5) possui
uma maior capacidade inibitoria e os resultados sugeriram que o grupo carboxila aparenta

ser necessario para a atividade (LIU et al., 2011).

COOH

(43)

Figura 5. Estrutura do acido 4-{[(Z)-2,4-diox0-5-{4-[(E)-3-0x0-3-fenilprop-1-en-1-
il]benzilideno } tiazolidin-3-il]metil } benzoico (43).

Derivados do 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona (39) foram sintetizados ¢ a
atividade antimicrobiana foi avaliada contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativa,
bactérias alcool-acido resistentes e levedura. Todos os derivados mostraram atividade,
moderada, principalmente contra bactérias Gram-positivas, com valores de MIC variando

de 2 a 16 ng/ ml (Esquema 16) (SILVA et al., 2014).

0 H 0 H
T N’ Etanol S—N
/\ * CHO Piperidina H" /\Qx
Sy
¢ S0 R C™ g0
(1) (37)
& (39)

Esquema 16. Sintese de derivados 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona (39).
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Treze 5-arilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-onas (44) (Figura 6) foram sintetizados e
avaliados quanto a citotoxicidade contra duas linhagens de células de carcinoma humano
(NCIH-292 e HEp-2). Nenhum dos derivados exibiram atividade antiproliferativa
significativa na concentracao de até 10 pg/mL (GOUVEIA et al., 2009).

S / H
NN
R )\
— Y
CH (0)
S
(3a-n) 4
3a: R=2-F 3d: R=2-Br 3g: R=2-Cl 3j: R=24-Cl,
3b: R =3-F 3e: R=3-Br 3h: R =3-Cl 3I: R =2,6-Cl,
3c: R=4-F 3f: R = 4-Br 3i: R=4-Cl 3m: R=3,4-Cl,
3n: R=23,5-Cl,

Figura 6. Estrutura dos derivados 5-arilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-onas (44).

Uma triagem da atividade antitumoral foi realizada com varias 4-tiazolidinonas
contendo ligante benzotiazol. Dois deles revelaram atividade frente a linhagens de células
de leucemia, melanoma, cancer de pulmao, célon, sistema nervoso central, ovarios, rins,
prostata e mama. Dentre os compostos testados, um derivado da 2-tioxo-tiazolidina-4-ona
(rodanina) substituido nas posi¢des 5 e 3 do nucleo heterociclico, a 2-{2-[3-(benzotiazol-
2-1lamino)-4-oxo0-2-tioxotiazolidin-5-ilidenometil ]-4-clorofenoxi} -N-(4-methoxifenil)-
acetamida (45) (Figura 7) mostrou ser o candidato mais ativo, com valores médios de

logGlsy e logTGI de -5,38 e -4,45, respectivamente (HAVRYLYUK et al., 2010).

o o
HN NN
N” \(/
s
HsC
|

(45)
Figura 7. Estrutura da 2-{2-[3-(benzotiazol-2-ilamino)-4-oxo0-2-tioxotiazolidin-5- ilidenometil -
4-clorofenoxi}-N-(4-methoxifenil)-acetamida (45).
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Uma série de novas tiazolidina-4-onas foi avaliada por seu potencial anti-HIV-1.
Os derivados contém um substituinte lipofilico adamantil na posi¢do 2 e diversos
substituintes no atomo de nitrogénio do anel tiazolidinico. A (+)-2-adamantan-1-il-3-(4,6-
dimetil- piridin-2-il)-tiazolidin-4-ona (46) (Figura 8) demonstrou um potencial antiviral
marcante (ECsp = 0,35 uM). O substituinte adamantano teve uma importante atuagdo na

eventual atividade antiviral do composto (BALZARINI et al., 2007).

HyC CHg

(46)

Figura 8. Estrutura da (+)-2-adamantan-1-il-3-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-tiazolidin-4-ona (46).

Na tentativa de desenvolver inibidores selectivos de ciclo-oxigenase-2 como
enzimas candidatas a farmacos para o tratamento de inflamagdo e dor, Reanmongkol e
Songkram, 2013, sintetizaram dois andlogos da tiazolidina-2,4-diona, (E)-5-(4-
isobutylbenzylidene)-tiazolidina-2,4-diona  (47) e  (E)-5-(2-hidroxi-benzilideno)-
tiazolidina-2,4-diona (48) (Figura 9). Os resultados indicam que os analogos da
tiazolidina-2,4-diona possuem atividade sist€émica anti-inflamatoria, analgésica, bem
como potenciais antipiréticos, mas ndo tém atividade anti-inflamatéria topica em modelos

animais experimentais.

| OH H
e ,//"~<\\g,,.,~--~S\ I
N /’\‘\ /j /" __»»»N/::::O ‘/ N \\x >:::'O
- ~ ~= O/ ‘\\V/.%?‘ O / - N H
47) s

Figura 9. Estruturas da (E)-5-(4-isobutylbenzylidene)-tiazolidina-2,4-diona (47) ¢ (E)-5-(2-
hidroxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (48).
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3. OBJETIVOS

3.1.

A seguir estdo descritos todos os objetivos que fazem parte deste trabalho.

GERAL

O estudo realizado teve como finalidade sintetizar novos derivados da

Tiazolidina-2,4-diona e 4-Tioxo-tiazolidina-2-ona, tendo em vista a busca de novos

agentes terapéuticos com potencial atividade antimicrobiana e citotoxica.

3.2

ESPECIFICOS

Sintetizar a tiazolidina 2,4-diona por meio de reacao de ciclizagao;

Sintetizar a 4-tioxo-tiazolidina-2-ona por reagdo de tionacao;

Sintetizar derivados tiazolidinicos substituidos na posi¢do 5 por condengasao de
Knoevenagel;

Purificar e determinar as constantes fisico-quimicas dos produtos obtidos;
Caracterizar a estrutura quimica destes compostos por métodos fisicos
convencionais, tais como: Ressondncia Magnética Nuclear (RMN'H ¢ RMN'C),
Espectroscopia no Infravermelho (IV) e massas;

Avaliar a atividade microbioldgica dos diferentes compostos tiazolidinicos
substituidos, frente a micro-organismos dos grupos Gram-positivos, Gram-
negativos, alcool-acido resistentes e leveduras;

Avaliar a citotoxicidade dos compostos frente as linhagens tumorais HL-60
(leucemia promielocitica - humana), MCF-7 (adenocarcinoma de mama -

humano), e NCI-H292 (carcinoma epidermoide de pulmao - humano).
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4. MATERIAL E METODO

A seguir serdo descritos os materiais € as metodologias empregadas na sintese dos

novos derivados tiazolidinicos e na avaliacao da atividade antimicrobiana ¢ citotoxica.

4.1. ESTUDO QUIMICO

Os derivados tiazolidinicos foram obtidos a partir de uma rota sintética ja
consolidada no Laboratorio de Produtos Naturais e Sintéticos - UFPE utilizando
mecanismos reacionais de condensacdo de Knoevenagel e tionagdo. Os reagents foram
obtidos da Sigma-Aldrich e os solventes das marcas Vetec ou Dinamica.

As reacoes foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada utilizando
placas cromatograficas Merck silica gel 60 F254, de 0,25 mm de espessura, reveladas
com lampada ultravioleta com duplo comprimento de onda (254 ou 366 nm).

As reagdes mediadas por agitacdo magnética foram realizadas em banho de 6leo
com chapa aquecedora Fisatom modelo 752A. As reagdes foram rotaevaporadas no
aparelho Fisatom, modelo 550. Para as reacdes realizadas por irradiagdo foi utilizado o
banho de ultrassom Unique, modelo USC-1400A, usando freqiiéncia de 40 KHz (180 W).

O ponto de fusdo foi aferido em capilares usando o fusiometro da Quimis, modelo
340.23. Quando ndo especificado pela abreviagao “dec” (decomposicao), os valores
indicam que os produtos se fundiram sem aparente decomposicao da amostra.

As substancias foram pesadas em balanga analitica Bel, modelo Mark 210A e
algumas foram secas em liofilizador Liobras, L101.

Para todos os compostos foram feitas analises de RMN'H ¢ RMN"C, DEPT e
quando necessario, algumas analises bidimensionais. Os espectros de RMN'H ¢ RMN'*C
foram obtidos nos instrumentos Varian, modelo Unity Plus (400 MHz para 'H; 100 MHz
para °C) ou Bruker AMX (300 MHz para 'H e 75.5 MHz para o "°C), usando o
tetrametilsilano como padrao interno. A multiplicidade dos sinais nos espectros de
RMN'H foram designadas da seguinte forma: s (singleto); d (dubleto); t (tripleto); dd
(duplo dupleto); q (quarteto); m (multipleto).

Os espectros de IV foram obtidos em Espectrofotdometro de Absor¢do no

Infravermelho - FTIR Bruker Modelo IFS 66 e PerkinElmer - Spectrum 400 usando
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pastilhas de KBr. Para os espectros de massas de alta-resolucdo (EMAR), foi utilizada a
técnica de ionizagdo por electro spray (ESI) nos modos positivos (ESI+) ou negativo
(ESI-) com detec¢ao no modo “time-of- flight” (TOF), medido em aparelho LCMS-IT-
TOF da Shimadzu.

4.1.1 Metodologias Sintéticas

Os derivados tiazolidinicos foram obtidos em duas séries A e B. Os compostos 5-
arilideno-tiazolidina-2,4-diona, série A, e os derivados 5-arilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-
ona, série B. As reagdes foram desenvolvidas a partir de uma rota sintética ja consolidada
no Laboratorio de Produtos Naturais e Sintéticos do Departameto de Antibioticos da
UFPE utilizando mecanismos reacionais de condensagdo de Knoevenagel e tionagao.

As rotas de sinteses deste projeto estdo descritas no Esquema 17, onde foram
escolhidas as séries da tiazolidina-2,4-diona (I) série A e da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona
(ITI) série B substituidas na posicao 5 do anel heterociclico, visando a realizacao de suas
atividades microbiologicas e citotdxicas. A tiazolidina-2,4-diona ¢ o composto inicial
deste esquema e foi obtido pelo método descrito por Libermann em 1948, e modificado
por Albuquerque, 1995, onde ocorre a condensagdo do acido monocloroacético e a
tiouréia em meio aquoso. O composto 4-tioxo-tiazolidina-2-ona foi obtido pela tionagao
da posicao 4 do anel heterociclico, reagindo com Reativo de Lawesson em Dioxano seco,
sob refluxo. Os respectivos compostos obtidos nas reacdes anteriores foram substituidos

na posicao 5 do anel heterociclico por condensacao de Knoevenagel com aldeidos.

S _, O... 1\_,H
ol Ar—CHO H
H,N—C—NH, * CICH~COOH —2 5 )\ . )x\\
Refluxo /C S @)

Reativo de (la-g)
Lawesson
S _H B
\TI\' Ar—CHO I )\
P S
S O
m) Ivaf)

Esquema 17. Esquema geral de sintese dos derivados da tiazolidina-2,4-diona (I) e 4-tioxo-
tiazolidina-2-ona (III).
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4.1.2 Sintese da tiazolidina-2,4-diona (I)

Em um baldo de fundo redondo foram colocados 10 g (131,3 mmols) de tiouréia,
dissolvido em 70 mL de agua destilada. A seguir foi adicionado 12,4 g (131,3 mmols) de
acido monocloroacético. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética e refluxo, a
temperatura de 100 °C, durante 20 horas. Apds o término da reagdo, os cristais foram

filtrados e secos na estufa a 37 °C.

4.1.3 Sintese do 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (III)

Em baldo de fundo redondo e duas entradas foram adicionados 1 g (8,538 mmol)
de I e 12 mL de Dioxano seco. Apds total solubilizacdo foi adicionado 1,1511 g (2,845
mmol) do Reativo de Lawesson. O baldo foi acoplado a um condensador € uma corrente
de gas Argonio foi utilizada para expurgar o ar e produzir atmosfera inerte. Em seguida,
dois pequenos baldes preenchidos com gas Argdnio foi acoplado no topo do condensador,
previamente vedado, para manter a atmosfera inerte. O sistema foi levado ao banho de
Oleo e agitagdo magnética, estabilizado a 90 °C durante 24 horas. Apds o término da
reagdo, o excesso de solvente foi rotaevaporado e o contetido do balao foi transferido para
um Erlemayer e adicionado agua destilada. Em seguida a suspensdo foi levada para o
freezer para a precipitacdo dos cristais. Apds 24 horas, os cristais foram filtrados e

liofilizados para secagem da umidade restante.

4.1.4 Sintese geral dos derivados 5-arilidenos-tiazolidina-2,4-diona (Ila-g)

Em baldo de fundo redondo foi adicionado 0,100 g (0,8537 mmol) de I e 4 mL de etanol,
sob agitacao, havendo total solubilizacdo do composto Inicial a tiazolidina-2,4-diona. Em
seguida, foram adicionadas 2 gotas de piperidina. A mistura foi mantida sob agitacao
magnética a temperatura ambiente por 10 minutos, quando foi adicionado 0,8537 mmol
do benzaldeido substituido. O baldo foi levado ao banho de 6leo estabilizado a 75 °C, sob

agitacdo magnética e refluxo até o término da reacdo. O material foi vertido para um
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berker e submetido a um banho de gelo havendo precipitacao do produto que foi filtrado
e purificado por recristalizacdo em etanol. Os cristais foram filtrados e lavados

sucessivamente com etanol gelado.

4.1.5 Sintese geral dos derivados 5-arilidenos-4-tioxo-tiazolidina-2-diona (IVa-f)

Em baldao de fundo redondo foram adicionados 0,130 g (0,9760 mmol) de III e
(0,9760 mmol) de acetato de sddio, acrescido de 5 mL de 4cido acético glacial, sob
agitacdo continua, havendo total solubilizacao do composto Inicial. A mistura foi mantida
sob agitacdo magnética a temperatura ambiente até total solubilizacdo. Em seguida, foi
adicionado 0,9760 mmol do benzaldeido substituido. O baldo foi levado ao banho de 6leo
estabilizado a 60 °C, sob agitagdo magnética e refluxo até auséncia total dos reagentes. O
material foi vertido para um berker e submetido a um banho de gelo havendo precipitagao
do produto que foi filtrado, purificado por recristaliza¢do e secos em estufa a 37 °C.

A tabela 1 mostra a estrutura quimica, nomenclatura de acordo com a [UPAC ¢ os
respectivos codigos dos compostos sintetizados.

Tabela 1. Derivados sintentizados, nomenclatura e seus respectivos codigos.
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* : g
H . .
\CIS)"\\O C Sk\o C S)\\\o
Ila Br F ITb /@OH Ilc /©/OH
cl Br cl
5-(2-Bromo-6- 5-(2-Hidroxi-3-bromo-5- 5-(2-Hidroxi-5-
fluorobenzilideno)- clorobenzilideno)- clorobenzilideno)-
tiazolidina-2,4-diona tiazolidina-2,4-diona tiazolidina-2,4-diona
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4.2. ESTUDO BIOLOGICO

Segue nos topicos abaixo as metodologias dos teste antimicrobianos e citotoxico.

4.2.1. Avaliacao da Atividade Microbiologica

Os testes para avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos sintetizados

foram realizados no Laboratério de Microbiologia de Farmacos do Departamento de
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Antibioticos — UFPE. Foram utilizados os micro-organismos da Colec¢ao de Culturas do
Departamento de Antibidticos-UFPE, representantes dos grupos de bactérias Gram-
positivas: Staphylococcus aureus DAUFPE 01, Micrococcus Iluteus DAUFPE 06,
Bacillus subtilis DAUFPE 16, Enterococcus faecalis DAUFPE 138; Gram-negativas:
Pseudomonas aeruginosa DAUFPE 39, Escherichia coli DAUFPE 224, Serratia
marcescens DAUFPE 398; alcool-acido resistentes: Mycobacterium smegmatis DAUFPE
71 e levedura: Candida albicans DAUFPE 1007.

Os indculos foram obtidos a partir de culturas recentes dos micro-organismos

teste, com 18-24 horas de incubagao a 35 °C nos seguintes meios de cultura:

*  Miieller-Hinton agar — bactérias Gram-positivas ¢ Gram negativas.
* Sabouraud dextrose agar — Candida albicans.
* Glicose extrato de levedura agar (GL) — Enterococcus faecalis € Mycobacterium

smegmatis.

Suspensdes desses inoculos foram padronizadas a densidade Optica de 0,2 de
absorbancia a 600 nm, equivalentes a turvagao 0,5 da escala de McFarland, em solugao
fisiologica, correspondente a, aproximadamente, 10’ UFC para bactérias ¢ 10° UFC
leveduras, obedecendo aos métodos descritos por Barry et al., 2002 ¢ Koneman et al.,

2001.

4.2.1.1. Método de difusao em disco de papel

A avaliagdo in vitro da atividade antimicrobiana dos compostos sintetizados foi
inicialmente realizada pela técnica de difusao em disco de papel, de acordo com Bauer et
al., 1966.

Os testes foram realizados com uma solucao de 30.000 ug/ml das substancias em
estudo, utilizando DMSO (Dimetilsulfoxido) como solvente.

As suspensodes dos micro-organismos teste foram semeadas em placas de Petri

contendo 10 mL do meio de cultura apropriado para o micro-organismo. Foram utilizados



43

discos de 6 mm de diametro impregnados com 10 ul da solugdo, obtendo-se uma
concentragdo de 300 ug por disco.

Os discos foram colocados na superficie do meio semeado com o micro-
organismo teste, sendo as placas incubadas de acordo com a exigéncia do micro-

organismo em estudo (Tabela 2).

Tabela 2. Condi¢des de crescimento dos micro-organismos utilizados em testes de antagonismo
realizados nos compostos obtidos por sintese.

Micro-organismos Meios de cultura femperatura(’C) Tempo(h)
Staphylococcus aureus Miieller-Hinton 35 24
Micrococcus luteus Miieller-Hinton 35 24
Bacillus subtilis Miieller-Hinton 35 24
Pseudomonas aeruginosa Miieller-Hinton 35 24
Mycobacterium smegmatis Glicose-extrato de levedura agar 35 48
Enterococcus faecalis Glicose-extrato de levedura agar 35 24
Escherichia coli Miieller-Hinton 35 24
Serratia marcescens Miieller-Hinton 27 24
Candida albicans Sabouraud-agar 30 48

A placa com o micro-organismo Serratia marcescens foi deixada a temperatura
ambiente para que houvesse producao de pigmentacao. Apds esse periodo de incubagao
foi realizada a leitura dos resultados, medindo o diametro dos halos de inibicao formados
em torno dos discos. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos
pela média aritmética dos halos de inibicdo em mm e calculado os desvios padrao. Os
controles positivos utilizados como padrdes foram a ampicilina (10 ug/disco), cefotaxime
(30 ug/disco) e kanamicina (30 ug/disco). A escolha desses antibioticos como padrdes foi

devida a existéncia do anel tiazolidinico nas penicilinas e derivados relacionados.

4.2.1.2. Metodologia de pocos: Determinacdo da Concentracio Minima Inibitoria

(CMI) e da Concentracao Minima Bactericida (CMB)

A determinagao da CMI foi avaliada segundo os critérios adotados pelo Clinical

and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2013). Placas multipogos (96 pogos) foram
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utilizadas, enumeradas de 1 a 12 na horizontal ¢ em ordem alfabética, de A a H, na
vertical. As substancias foram totalmente dissolvidas em DMSO até formar uma mistura
homogénea a 1280 pg/mL intitulada solugdo mae, e foi feita uma suspensao padronizada
dos micro-organismos teste de acordo com o tubo 0,5 da escala de MacFarland.

Com excecao da terceira coluna, nas demais colunas foi colocado 100 uLL do meio
caldo Miieller-Hinton, sendo a segunda coluna o controle negativo, ou seja, contendo
apenas 100 pl do caldo Miieller-Hinton; na primeira, foram adicionados 10 pl da
suspensdo microbiana padronizada aos 100 puL do caldo Miieller-Hinton (controle
positivo). Na terceira coluna, foram colocados 180 pL do caldo Miieller-Hinton e depois
adicionado 20 uL da solu¢ao mae. A partir dessa coluna foram feitas dilui¢des seriadas
de 1:2 ou seja, foram retirados 100 pL da coluna atual e adicionados na coluna seguinte,
até a décima segunda coluna. Aos pocos das diluicdes foram colocados 10 puL da
suspensao dos micro-organismos teste. A placa foi incubada durante 18-22 horas e ap6s o
periodo de incubagao foi aplicado um corante revelador (resazurina sodica), capaz de
exibir de forma mais precisa se houve ou nao turbidez no pogo.

O valor de CMI foi determinado na concentragdo do ultimo pogo onde nao houve
turbidez visivel. A partir deste poco foram feitos semeios por esgotamento em placas com
meio Agar Miieller-Hinton, para estabelecer a CMB, que sera a concentracao onde nao
houver crescimento de colonias. A CMI foi determinada onde houve 50 % do
crescimento bacteriano em relagdo ao controle positivo. Todas as analises foram

realizadas em triplicata ou quadruplicata.

4.2.2. Avaliacao da Citotoxicidade

A avaliacdo da atividade citotoxica in vitro foi realizada para verificar a
citotoxicidade de substancias puras em 3 linhagens de células tumorais. Essa analise faz
parte de um screening inicial para determinagao do potencial antitumoral destas amostras.

Analise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa
de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de
10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método rapido, sensivel e

barato. Foi descrito primeiramente por Mosmann, 1983, e tem a capacidade de analisar a
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viabilidade e o estado metabolico da célula. E uma analise colorimétrica baseada na
conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT)
em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir
facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acio (MOSMANN, 1983).

As linhagens tumorais utilizadas, HL-60 (leucemia promielocitica - humana),
MCF-7 (adenocarcinoma de mama - humano), ¢ NCIH-292 (carcinoma epidermoide de
pulmao - humano) foram obtidas do Banco de células da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, tendo sido cultivadas em meio DMEN e RPMI, suplementados com 10% de soro
fetal bovino e 1% de solucdo de antibidticos (penicilina 1000 Ul/mL + estreptomicina
250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 mM. As placas foram mantidas em estufa a 37 °C
e atmosfera contendo 5 % de CO,.

As células foram plaqueadas na concentracio de 1 x 10° células/mL para as
linhagens MCF-7 ¢ NCI H-292. Para a linhagem HL 60, a concentrac¢io foi de 3 x 10
células/mL. As substancias previamente dissolvidas em DMSO foram diluidas, em série,
no meio de cultura para obtencao das concentragdes finais (25 pg/mL) e distribuidas em
placa de 96 pocos (100 puL/poco). As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a
5% de CO, a 37 °C. Em seguida, foram adicionados 25 pL da solugdo de MTT (sal de
tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3 horas. No final deste periodo, o meio de
cultura com o excesso de MTT foi aspirado e depois, 100 uL. de DMSO foi adicionado a
cada pogo para dissolver os cristais de formazan. A doxorubicina foi utilizada como
padrao. A absorbancia foi lida apds dissolucdo do precipitado e comparada com o
controle (células apenas com o meio) em espectrofotometro a 595nm. O valor de Cls foi
definido como a concentracao a qual foi observado 50% de inibicao do crescimento. Os

testes foram realizados em concentragdes de 25; 12,5; 6,2; 3,1; 1,5; 0,7 ¢ 0,3 pg/mL.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serao descritos os resultados obtidos da sintese dos novos derivados
tiazolidinicos, bem como da avaliacdo antimicrobiana e citotoxica. Além da discussiaoo

desses resultados.

5.1 ESTUDO QUIMICO

As estruturas quimicas foram comprovadas por métodos fisicos de espectroscopia
de Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono treze (RMN'H;
RMN"C, além de DEPT quando necessario), Infravermelho (IV) e espectrometria de
Massas (EMAR).

As propriedades fisico-quimicas de todos os compostos sintetizados estdao

expressas na Tabela 3.

Tabela 3. Constantes fisico-quimicas dos compostos sintetizados.

Composto Formula Peso Rend.  Rf Sistema PF (°C)
molecular molecular (%)

I C;H3NO,S 117.1264 62 0,46 (0,9: 0,1 CHCl;/MeOH)  120-122
I C;H3NOS, 133.192 54 0,62 (0,7: 0,3 Hexano/AcOEt) 158
IIa CoHsBrFNO,S  302.1196  67.81 0,4 (9,8:0,2CHCIl;/MeOH) 115-116
IIb CoHsBrCINOs;S  334.5736 42.5 0,47 (9,6: 0,4 CHCl; / MeOH) 197
Ilc CoH¢CINO;S  255.6775 59 0,45 (0,9: 0,1 CHCl;/ MeOH) 207
IId C HsBrNO4,S  330.1545  79.28 0,51 (0,9: 0,1 CHCl;/MeOH) 245 (dec)
Ile C1HsBrNO;S  314.1551 3045 0,5 (9,6: 0,4 CHCl;/ MeOH) 212-213
If C HsBrNO,S  298.1557 40.2 0,58 (0,9: 0,1 CHCl;/ MeOH) 215
IIg Cy3HsBrCINO4S  386.6051 923 0,45 (0,9: 0,1 CHCl;/ MeOH) 178

IVa Ci3HsBrCINO;S, 402.6707  71.42 0,44 (0,9: 0,1 CHCI3 / MeOH) 173

IVb C HsBrNOS,  314.2213 81.5 0,56 (8,5: 1,5 CHCl;/ MeOH) 214
IVe CyoHsBrN,OS,  301.1828 5291 0,53 (9,6: 0,4 CHCl;/ MeOH) 218
Ivd C HsBrNOsS,  346.2201 7947 0,53 (8: 2 CHCI; / MeOH) 125-126
IVe C,oHsBrFNOS, 318.1852  68.24 0,53 (8,5: 1,5 CHCl;/ MeOH) 175

Ivf C HsBrNO,S,  330.2207 62.1 0,46 (9,5: 0,5 CHCl;/ MeOH) 155
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Os rendimentos obtidos foram considerados satisfatorios, exceto os compostos
que foram inferiores a 50%. Todavia, os compostos IIg e IVb tiveram rendimentos
superior a 80% (92.3% e 81.5%, respectivamente).

A elucidagao estrutural dos novos derivados tiazolidinicos sintetizados permitiu
evidenciar a presenga de absor¢des na regido de estiramento axial de carbonilas C=0O
(1610-1768 cm™) nos espectros de Infravermelho, confirmando assim a formacéo do anel
tiazolidinico. O sinal referente ao carbono da carbonila foi também localizado na
RMN"C e DEPT. Também foi possivel evidenciar a presenca de bandas de estiramentos
caracteristicas do grupo funcional N-H (3128-3371 cm™), além do sinal caracteristico
C=C (1570-1635 cm™) e C=S (1493-1610 cm™) para os compostos tionados.

A figura 10 mostra um espectro de infravermelho (IV) referente ao composto Ile,
no qual & possivel identificar o estiramento C=C vinilico em 1588 cm™'. Esse estiramento
¢ uma das confirmagdes da conden¢ao na posicao 5 do anel tiazolidinico. Os estiramentos

C=0 no nucleo tiazolidinico em 1768 cm™ € 1702 cm™ e o estiramento NH em 3163,2
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Figura 10. Exemplo de espectro de Infravermelho para o composto Ile.
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Uma caracteristica espectroscopica, da andlise de RMN'H, dos compostos
sintetizados, € a presenga de singletos largos referentes ao proton do grupo NH do anel
heterociclico, o qual apresentou deslocamento quimico variando de 8,4 a 13,07 ppm. Em
todos os espectros analisados foi possivel observar sinais de singleto (s), dubleto (d),
tripleto (t), duplo dubleto (dd) e/ou multipleto (m) na regido -caracteristica de
grupamentos aromaticos (6,97 a 8,83 ppm). As estruturas com grupo metil (CH3) ou
metoxi (OCH3) apresentaram deslocamento quimico, como singleto integrando para 3
Hidrogénios, na faixa entre 2,37 a 3,89 ppm dependendo do composto.

Na figura 11, é possivel identificar no espectro de RMN'H para o composto Ile
sinais caracteristicos dos protons (CHj3) em 3,8 ppm, apresentados como singleto. Além
disso, os hidrogénios aromaticos benzilicos em 7,03 ppm (J=6,3 Hz) e 7,67 (J=6 Hz)
ppm, como dois dubletos. O hidrogénio vinilico (C=CH) ¢ o resultado da confirmacao da
condensacdo, tanto para os derivados Ila-g como para IVa-f, e aparece como singleto em

7.79 ppm. E o sinal do NH em 12,76 ppm, como singleto largo, foi identificado para Ile.
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Figura 11. Exemplo de espectro de RMN'H para o composto ITe.

Os hidrogénios vinilicos da dupla ligacdo exociclica presentes na posi¢ao 5 do
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anel tiazolidinico tiveram deslocamentos variando entre 7,70 a 8,98 ppm. Em teoria, ¢
possivel obter dois isomeros geométricos (Z e £) em torno dessa dupla ligagdao. Todavia,
todos os compostos sintetizados exibiram apenas a configuragdo Z, como esperado a
partir da literatura e comprovada pelos deslocamentos dos espectros de RMN 'H (GOES
et al., 2004; GOUVEIA et al., 2009; SILVA et al., 2014). Estes resultados estdo de
acordo com a literatura confirmados por estudos de cristalografia de raio-X e por
RMN"C, a preferéncia pela configuragio Z de derivados 5-arilideno-tiazolidina-2,4-
diona (HANDZLIK et al., 2012). O proéton vinilico no isomero £ aparece com valores
menores de deslocamento quimico devido ao efeito retirador menor do atomo de enxofre
da posi¢io 1 (BOZDAG-DUNDAR et al., 2007).

Os espectros de RMN"C evidenciam as absor¢des dos atomos de carbono
caracteristicos dos derivados tiazolidinicos. Os deslocamentos dos carbonos referentes a
carbonila (C=0) do nucleo tiazolidinico sdo evidenciados nos sinais entre 155,14 a
173,18 ppm. O grupo tiocarbonila (C=S) foi observado entre 169,9 ¢ 180,69 ppm. Os
deslocamentos dos carbonos aromadticos variaram entre 108,64-159,83 ppm, devido
principalmente a natureza dos substituintes aos quais estes se encontram ligados (F, N,
CL Br, S).

A figura 12 revela, para o composto Ile, sinais caracteristicos no espectro de
RMN"C do Ju-625 como, por exemplo, as C=0 em 166,85 ¢ 167,49 ppm, o0 C=C-H em
134,28 ppm, o CH3 em 55,63 ppm, os carbonos aromaticos benzilicos em 114,03, 117,82
e 129,36 ppm. O carbono quaternéario em 158,81 ppm ¢ caracteristico do carbono 5 do
anel tiazolidinico apds a condensa¢do. Resultado que confirma a formag¢ao do composto

pretendito. Essa identificagdo mais detalhada foi possivel devido ao DEPT.
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Figura 12. Exemplo de espectro de RMN"C para o composto Ile.

5.1.1 5-(2-Bromo-6-fluorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (I1a)

On, B

C 0

S
Br F

Procedimento reacional: Em baldo de fundo redondo foi adicionado 0,100 g (0,8537
mmol) de I e 4 mL de Etanol, sob agitagdo, havendo total solubilizagao do Inicial. Em
seguida, foram adicionadas 2 gotas de piperidina. A mistura foi mantida sob agitacao
magnética a temperatura ambiente por 10 min. Por fim, foi adicionado 0,1720 g (0,8537

mmol) do 2-Bromo-6-Fluorobenzaldeido. O baldao foi levado ao banho de dleo
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estabilizado a 75 °C, sob agitacdo magnética e refluxo por 29 horas. Apds resfriamento e
evaporacao do solvente houve cristalizacdo do produto obtido, que foi purificados através
de recristalizagao e filtragdes sucessivas em Etanol gelado.

IV, principais sinais (KBr, cm™): 3164 (N-H), 1735 (C=0), 1703 (C=0) e 1590 (C=C).
RMN'H (300 MHz, DMSO-d6): § 7,09-7,15 (t, 1H, Ar, J=9 Hz), 7,23-7,30 (m, 1H, Ar),
7,46 (d, 1H, Ar, J=7.8 Hz), 7,77 (s, 1H, C=CH), 11,7 (s largo, 1H, NH).

RMN"C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6): & 115,28, 115,58, 127,28, 127,32, 128,94,
129,98, 131,88, 132,00, 162,19 (C=0), 167,19 (C=0).

EMAR (ESI): Calculado: 301,9118; Encontrado: 302,1196.

5.1.2 5-(2-Hidroxi-3-bromo-5-clorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (IIb)

O H
e N"'
= /J\i/\“‘\\
C S 0
OH
Cl Br

Procedimento reacional: Em baldo de fundo redondo foi adicionado 0,100 g (0,8537
mmol) de (I) e 4 mL de etanol, sob agitacdao, havendo total solubiliza¢do do Inicial. Em
seguida, foram adicionadas 2 gotas de piperidina. A mistura foi mantida sob agitacao
magnética a temperatura ambiente por 10 min. Por fim, foi adicionado 0,2010 g (0,8537
mmol) do 2-Hidroxi-3-bromo-5-clorobenzaldeido. O baldo foi levado ao banho de 6leo
estabilizado a 75 °C, sob agitacdo magnética e refluxo por 24 horas. Apds resfriamento e
evaporacao do solvente houve cristalizacdo do produto obtido, que foi purificado por
recristalizacao, filtragdo e lavagens sucessivas em etanol gelado.

IV, principais sinais (KBr, cm™): 3157 (N-H), 1720 (C=0), 1698 (C=0) e 1592 (C=C).

RMN'H (300 MHz, DMSO-d6): & 3,0 (s, 1H, OH), 7,27 (s, 1H, Ar), 7,7 (s, 1H, Ar),
7,85 (s, 1H, C=CH).

RMN"C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6): & 113,83, 123,52, 124,85, 125,37, 126,59,
126,87, 133,40, 153,19 (C=CH), 168,32 (C=0), 168,47 (C=0).

EMAR (ESI): Calculado: 334,5736; Encontrado: 335,261.
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5.1.3 5-(2-Hidroxi-5-clorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (Ilc)

O-.. I\_,H
H I
C S/k“o
Cl

Procedimento reacional: Em baldo de fundo redondo foi adicionado 0,200 g (1,707
mmol) de (I) e 5 mL de etanol, sob agitacdo, havendo total solubiliza¢do do Inicial. Em
seguida, foram adicionadas 3 gotas de piperidina. A mistura foi mantida sob agitacao
magnética a temperatura ambiente por 10 min. Por fim, foi adicionado 0,2681 g (1,707
mmol) do 2-Hidroxi-5-clorobenzaldeido. O baldo foi levado ao banho de dleo
estabilizado a 75 °C, sob agita¢do magnética e refluxo por 68 horas. Apds resfriamento e
evaporacao do solvente houve cristalizacdo do produto obtido, que foi purificado por
recristalizacao, filtragdo e lavagens sucessivas em etanol gelado.

IV, principais sinais (KBr, cm™): 3128 (N-H), 1723 (C=0), 1680 (C=0) ¢ 1588 (C=C).
RMN'H (300 MHz, DMSO-d6): & 3,39 (s, 1H, OH), 6.96 (d, 1H, Ar, J=8.7 Hz), 7.23 (d,
1H, Ar, J=1.8 Hz), 7.33 (dd, 1H, Ar, J,=2.4 Hz e J>=8.7 Hz), 7.87 (s, 1H, C=CH), 10.86
(s, IH, NH).

RMN"C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6): & 117.83, 121.67, 123.09, 123.86, 125.57,
127.37, 131.59, 156.02 (C=CH), 167.43 (C=0), 167.8 (C=0).

EMAR (ESI): Calculado: 255,6775; Encontrado: 254.092.

5.1.4  5-(2-Bromo-3-hidroxi-4-metoxibenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (I1d)
(@) . H
H—N
H . /\Q~
C S 0O
Br

HO
OCH

L
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Procedimento reacional: Em baldo de fundo redondo foi adicionado 0,200 g (1,707
mmol) de (I) e 5 mL de etanol, sob agitacdo, havendo total solubiliza¢do do Inicial. Em
seguida, foram adicionadas 3 gotas de piperidina. A mistura foi mantida sob agitacao
magnética a temperatura ambiente por 10 min. A seguir, foi adicionado 0,3945 g (1,707
mmol) do 2-Bromo-3-hidroxi-4-metoxibenzaldeido. O baldo foi levado ao banho de 6leo
estabilizado a 75 °C, sob agitacdo magnética e refluxo por 28 horas. Apds resfriamento e
evaporacao do solvente houve cristalizacdo do produto obtido, que foi purificado por
recristalizacao, filtragdo e lavagens sucessivas em etanol gelado.

IV, principais sinais (KBr, cm™): 3257 (N-H), 1734 (C=0), 1701 (C=0) e 1585 (C=C).
RMN'H (300 MHz, DMSO-d6): & 3.89 (s, 3H, CH3), 7.16 (d, 1H, Ar, J=8.1 Hz), 7.35
(d, 1H, Ar, J=8.1 Hz), 7.92 (s, 1H, C=CH), 9,9 (s, 1H, OH), 12.61 (s largo, 1H, N-H).
RMN"C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6): & 56.33 (CHs), 110.84, 113.33, 120.06,
123.87, 125.36, 130.45 (C=CH), 144.62, 149.93, 167.12 (C=0), 167.97 (C=0).

EMAR (ESI): Calculado: 330.1545; Encontrado: 329.952.

5.1.5 5-(2-Bromo-5-metoxibenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (Ile)

On, H

H*CI)*O

S
OCH;

Procedimento reacional: Em baldo de fundo redondo foi adicionado 0,200 g (1,707
mmol) de (I) e 5 mL de etanol, sob agitacdo, havendo total solubiliza¢do do Inicial. Em
seguida, foram adicionadas 3 gotas de piperidina. A mistura foi mantida sob agitacao
magnética a temperatura ambiente por 10 min. Por fim, foi adicionado 0,3671 g (1,707
mmol) do 2-Bromo-5-metoxibenzaldeido. O baldo foi levado ao banho de dleo
estabilizado a 75 °C, sob agitacdo magnética e refluxo por 5 horas. Apos resfriamento e
evaporacao do solvente houve cristalizacdo do produto obtido, que foi purificado por

recristalizacao, filtragdo e lavagens sucessivas em etanol gelado.
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IV, principais sinais (KBr, cm™): 3163 (N-H), 1768 (C=0), 1702 (C=0) e 1613 (C=C).
RMN'H (300 MHz, DMSO-d6): & 3.80 (s, 3H, OCH3), 7.03 (d, 2H, Ar, J=6.3 Hz), 7.67
(d, 1H, Ar, J=6 Hz), 7.79 (s, 1H, C=CH), 12.76 (s largo, 1H, N-H).

RMN"C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6): & 55.63 (CHs), 114.03, 115.55, 117.82,
127.61, 129.36, 133.49, 134.28 (C=CH), 158.82, 166.85 (C=0), 167.49 (C=0).

EMAR (ESI): Calculado: 315.983; Encontrado: 314.1551.

5.1.6 5-(3-Bromo-4-metilbenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (IIf)
@) _H
3—N
H . )\\\
C S O

Br
CH;

Procedimento reacional: Em baldo de fundo redondo foi adicionado 0,200 g (1,707
mmol) de (I) e 5 mL de etanol, sob agitacdo, havendo total solubiliza¢do do Inicial. Em
seguida, foram adicionadas 3 gotas de piperidina. A mistura foi mantida sob agitacao
magnética a temperatura ambiente por 10 min. Por fim, foi adicionado 0,3398 g (1,707
mmol) do 3-Bromo-4-metilbenzaldeido. O balao foi levado ao banho de 6leo estabilizado
a 75 °C, sob agitagdo magnética e refluxo por 24 horas. Apos resfriamento e evaporagdo
do solvente, o produto obtido foi purificado por recristalizagdo, filtrado e lavado
sucessivas vezes em etanol gelado.

IV, principais sinais (KBr, cm™): 3205 (N-H), 1745 (C=0), 1673 (C=0) ¢ 1610 (C=C).
RMN'H (300 MHz, DMSO-d6): & 2.38 (s, 3H, CH3), 7.48 (m, 2H, Ar), 7.74 (s, 1H, Ar),
7.81 (s, 1H, C=CH), 12.64 (s largo, 1H, N-H).

RMN"C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6): 5 22.91 (CHs), 124.7, 125.2, 128.7, 130.5,
132.2, 133.3, 134.0, 140,2, 167.6 (C=0), 168.0 (C=0).

EMAR (ESI): Calculado: 297.982; Encontrado: 298.1557.
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5.1.7 5-(6-Bromo-4-cloro-2-oxo-2H-cromen-3-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona

(I1g)

O _H
aa g FN
Ay
Br | X C S){“o
O O

Procedimento reacional: Em baldao de fundo redondo foi adicionado 0,150 g (1,280
mmol) de (I) e 6 mL de etanol, sob agitacdo, havendo total solubiliza¢do do Inicial. Em
seguida, foram adicionadas 4 gotas de piperidina. A mistura foi mantida sob agitacao
magnética a temperatura ambiente por 10 min. Por fim, foi adicionado 0,3681 g (1,280
mmol) do 6-Bromo-4-cloro-3-formilcumarina. O baldao foi levado ao banho de dleo
estabilizado a 75 °C, sob agitagdo magnética e refluxo por 6 horas. Apos resfriamento e
evaporacao do solvente, o produto obtido foi purificado por recristalizagdo, filtrado e
lavado sucessivas vezes em etanol gelado.

IV, principais sinais (KBr, cm™): 3371 (N-H), 1686 (C=0), 1632 (C=0), 1610 (C=0) ¢
1570 (C=C).

RMN'H (300 MHz, DMSO-d6): § 7.33 (d, 1H, J=9 Hz), 7.80 (dd, 1H, J;=2.4 Hz ¢
J,=8.7 Hz), 8.27 (d, 1H, J=1.8 Hz), 8.57 (s, 1H, C=CH), 13.07 (s largo, 1H, N-H).
RMN"C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6): & 120.9, 129.6, 131.1, 131.2, 131.8, 132.2,
132.9, 137.3, 137.5, 149.54 (C=CH), 152,70 (C=0), 155.14 (C=0), 161.06 (C=0).
EMAR (ESI): Calculado: 386.6051; Encontrado: 377.020.

5.1.8 5-(6-Bromo-4-cloro-2-oxo-2H-cromen-3-ilmetileno)-4-tioxo-tiazolidina-2-ona

(IVa)

N
Br CI%O
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Procedimento reacional: Em balao de fundo redondo foram adicionados 0,130 g
(0,9760 mmol) de (IIT) e 0,080 g (0,9760 mmol) de acetato de sddio fundido, acrescido de
5 mL de acido acético glacial, sob agitacao, havendo total solubilizacdo do Inicial. A
mistura foi mantida sob agitagdo magnética e a temperatura ambiente até total
solubilizacdo. Em seguida, foi adicionado 0,2806 g (0,9760 mmol) de 6-Bromo-4-cloro-
3-formilcumarina. O baldo foi levado ao banho de 6leo estabilizado a 60 °C, sob agitagido
magnética e refluxo por 5 horas e meia. Apos resfriamento e evaporagdao do solvente, o
produto obtido foi purificado por recristalizagao, filtrado, lavado sucessivas vezes em
cloroféormio e liofilizado.

IV, principais sinais (KBr, cm™): 3350 (N-H), 1728 (C=0), 1664 (C=0), 1635 (C=C) ¢
1610 (C=S).

RMN'H (400 MHz, DMSO-d6): & 7.28 (d, 1H, J=8.8 Hz), 7.80 (dd, 1H, J,=2.4 Hz ¢
J,=8.8 Hz), 8.48 (d, 1H, J=2.4 Hz), 8.98 (s, IH, C=CH), 12.78 (s largo, 1H, N-H).
RMN"C e DEPT (100 MHz, DMSO-d6): 5 108.64, 116.51, 116.92, 119.36, 119.60,
126.01, 130.83, 136.10, 149.73 (C=CH), 159.61, 163,07 (C=0), 164.14 (C=0), 169.90
(C=N).

EMAR (ESI): Calculado: 402.6707 Encontrado: 405.852.

5.1.9 5-(3-Bromo-4-metilbenzilideno)-4-tioxo-tiazolidina-2-ona (IVb)

S H
\ N,,.
H\ ){\
C S 0O

Br
CH;
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Procedimento reacional: Em balao de fundo redondo foram adicionados 0,130 g
(0,9760 mmol) de (IIT) e 0,080 g (0,9760 mmol) de acetato de sddio, acrescido de 5 mL
de acido acético glacial, sob agitacdo, havendo total solubilizacdo do Inicial. A mistura
foi mantida sob agitagdo magnética e temperatura ambiente até total solubilizagdao. Em
seguida, foi adicionado 0,1942 g (0,9760 mmol) de 3-Bromo-4-metilbenzaldeido. O
baldo foi levado ao banho de dleo estabilizado a 60 °C, sob agitagdo magnética e refluxo
por 6 horas. Apos resfriamento e evaporagao do solvente, houve cristalizagao do produto
obtido, que foi filtrado sucessivamente em cloroformio e liofilizado.

IV, principais sinais (KBr, cm™): 3322 (N-H), 1677 (C=0), 1573 (C=C) e 1507 (C=S).
RMN'H (400 MHz, DMSO-d6): & 2.37 (s, 3H, CH3), 7.41 (d, 1H, Ar, J=7.6 Hz), 7.47
(d, 1H, Ar, /=8 Hz), 7.64 (s, 1H, Ar), 7.79 (s, 1H, C=CH), 9.42 (s largo, 1H, N-H).
RMN"C e DEPT (100 MHz, DMSO-d6): & 22.41 (CH;), 124.76, 125.53, 128.45,
129.37, 131.80, 132.56, 134.00, 139,14, 173.18 (C=0), 176.30 (C=S).

EMAR (ESI): Calculado: 314.2213; Encontrado: 315.03.

5.1.10 5-(5-Bromo-piridin-2-il-metileno)4-tioxo-tiazolidina-2-ona (IVc¢)

S H
ey N~
H\ ){\
C S 0O
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Procedimento reacional: m baldao de fundo redondo foram adicionados 0,140 g (1,051
mmol) de (IIT) e 0,086 g (1,051 mmol) de acetato de sodio, acrescido de 5 mL de 4cido
acético glacial, sob agitagdo, havendo total solubilizacao do Inicial. A mistura foi mantida
sob agitacdo magnética e temperatura ambiente até total solubilizacdo. Em seguida, foi
adicionado 0,1955 g (1,051 mmol) de 5-Bromo-2-piridinocarboxaldeido. O baldao foi
levado ao banho de dleo estabilizado a 60 °C, sob agitagdo magnética e refluxo por 3

horas. Apos resfriamento e evaporacao do solvente houve cristalizagao do produto obtido,
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que foi purificado, filtrado por sucessivas vezes em cloroférmio e liofilizado.

IV, principais sinais (KBr, cm™): 3200 (N-H), 1658 (C=0), 1580 (C=C) e 1540 (C=S).
RMN'H (400 MHz, DMSO-d6): & 7.45 (d, 1H, Ar, J=8 Hz), 7.83 (s, 1H, C=CH), 8.11
(dd, 1H, Ar, J,=1.6 Hz ¢ J,=8.4 Hz), 8.83 (d, 1H, Ar, J=1.6 Hz), 9.46 (s largo, 1H, N-H).
RMN"C e DEPT (100 MHz, DMSO-d6): 5 119.76, 122.65, 128.15, 133.34, 139.86,
150.31 (C=CH), 173.15 (C=0), 180.69 (C=S).

EMAR (ESI): Calculado: 301.1828; Encontrado: 302.006.

5.1.11 5-(2-Bromo-3-hidroxi-4-metoxilbenzilideno)-4-tioxo-tiazolidina-2-ona
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Procedimento reacional: Em baldo de fundo redondo foram adicionados 0,150 g (1,126
mmol) de (III) e 0,0924 g (1,126 mmol) de acetato de sodio, acrescido de 6 mL de 4cido
acético glacial, sob agitagdo, havendo total solubilizacao do Inicial. A mistura foi mantida
sob agitacdo magnética e temperatura ambiente até total solubilizacdo. Em seguida, foi
adicionado 0,2602 g (1,126 mmol) de 2-Bromo-3-hidroxi-4-metoxibenzaldeido. O baldo
foi levado ao banho de dleo estabilizado a 60 °C, sob agitagdo magnética e refluxo por 1
hora e meia. Apds resfriamento e evaporacao do solvente, houve cristalizagao do produto
obtido, que foi purificado, filtrado sucessivas vezes em cloroféormio e liofilizado.

IV, principais sinais (KBr, cm™): 3412 (OH), 3300 (N-H), 1669 (C=0), 1570 (C=C) ¢
1493 (C=S).

RMN'H (400 MHz, DMSO-d6): 5 3.86 (s, 3H, OCHs), 4,87 (s, 1H, OH), 7.06 (dd, 2H,
Ar, J,=8.8 Hz ¢ J,=8.4 Hz), 7.85 (s, I|H, C=CH), 8.4 (s, 1H, N-H).
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RMN"C e DEPT (100 MHz, DMSO-d6): § 56.21 (OCH3), 110.56, 112.37, 119.56,
127.35 (C=CH), 127.88, 130.26 144.99, 149.48, 172.45 (C=0), 177.17 (C=S).
EMAR (ESI): Calculado: 346.2201; Encontrado: 349.016.

5.1.12 5-(2-Bromo-6-fluorobenzilideno)-4-tioxo-tiazolidina-2-ona (IVe)
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Procedimento reacional: Em baldo de fundo redondo foram adicionados 0,150 g (1,126
mmol) de (IIT), 0,2286 g (1,126 mmol) de 2-Bromo-6-fluorobenzaldeido, 0,0924 g (1,126
mmol) de acetato de sddio e 6 mL de acido acético glacial. Em seguida, o balao foi
vedado com tampa esmerilhada e levado ao sonicador, com aquecimento de 60 °C,
durante 15 minutos. Apds resfriamento e evaporagdo do solvente houve cristalizagdo do
produto obtido, que foi filtrado sucessivas vezes em cloroférmio e liofilizado.

IV, principais sinais (KBr, cm™): 3222 (N-H), 1678 (C=0), 1595 (C=C) e 1522 (C=S).
RMN'H (300 MHz, DMSO-d6): & 7.36-7.48 (m, 2H, Ar), 7.60 (m, 1H, Ar), 7.70 (s, 1H,
C=CH), 9.77 (s largo, 1H, NH).

RMN"C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6): & 120.76, 123.16, 123.20, 124.15, 128.84,
132.20, 137.64, 157.32, 171.45 (C=0), 175.53 (C=S).

EMAR (ESI): Calculado: 318.1852; Encontrado: 317.115.

5.1.13 5-(2-Bromo-5-metoxibenzilideno)-4-tioxo-tiazolidina-2-ona (I1Vf)
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Procedimento reacional: Em baldo de fundo redondo foram adicionados 0,150 g (1,126
mmol) de (IIT) e 0,0924 g (1,126 mmol) de acetato de sédio fundido, acrescido de 6 mL
de acido acético glacial, sob agitacdo, havendo total solubilizagdo do Inicial. A mistura
foi mantida sob agitagdo magnética e temperatura ambiente até total solubilizagdo. Em
seguida, foi adicionado 0,2432 g (1,126 mmol) de 2-Bromo-5-metoxibenzaldeido. O
baldo foi levado ao banho de dleo estabilizado a 60 °C, sob agitagdo magnética e refluxo
por 2 horas e meia. Apos resfriamento e evaporacao do solvente houve cristalizagdo do
produto obtido, que foi purificado filtrado sucessivas vezes em cloroférmio e liofilizado.
IV, principais sinais (KBr, cm™): 3276 (N-H), 1691 (C=0), 1583 (C=C) ¢ 1515 (C=S).
RMN'H (400 MHz, DMSO-d6):  3.78 (s, 3H, OCH3), 6.97 (d, 1H, Ar, J=7.8 Hz), 7.13
(s, IH, Ar), 7.63 (d, 1H, Ar, J=7.8 Hz), 7.83 (s, 1H, C=CH), 9.76 (s largo, 1H, N-H).
RMN"C e DEPT (100 MHz, DMSO-d6): 5 55.61 (OCH3), 114.38, 114.70, 117.16,
126.10, 133.68, 133.84, 135.98, 158.72 (C=C), 172.26 (C=0), 176.31 (C=S).

EMAR (ESI): Calculado: 341.102; Encontrado: 330.2207.

5.2 ESTUDO BIOLOGICO

Os resultados das atividade microbiologicas e citotoxicas dos compostos

sintetizados estdo descritos nos itens a seguir.

5.2.1 Atividade Microbioldgica

Os resultados da avaliacao do teste de difusdo em disco de papel estdo descritos

na Tabela 4.
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Tabela 4. Atividade antimicrobiana de compostos testados contra cepas bacterianas e levedura,

utilizando o método de difusdo em disco (diametro do halo de inibicdo em mm).

Micro-organismos

Bactéria
Codigo Bactéria Gram-positiva Bactéria Gram-negativa Aél;(zl(z)l_ Levedura
resistente
Sa Ml Bs Ef Pa Ec Sm Ms Ca
I 0 0 0 0 0 0 0 0
111 19 26 21 22 0 18 19
21,66 19,33 9,66 +
Ila 2378 0 1057 057 0 0 0 14 0
20,33 35,33 15,66
b 1057 =057 20 ios57 0 0 15 0
18,66 20,33 16,66 1433 +
lle 9 15 +os57 o057 ° 0 0 0,57 0
IId 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16,33 15,66
IIe 057 +057 11 0 0 0 0 0 0
IIf 0 0 0 0 0 0 0 0
IIg 0 0 0 0 0 0 0 0
IVa 10 0 12 0 0 0 0 9 0
IVb 17 21«1 36 0 0 0 0 0 0
IVe 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ivd 11,33 13,66
O 1150 xo0s57 0 0 0 0 0
Ve 23,33 22,33
22 152 4057 12 0 0 0 8 0
IVf 16,66 11,66
+0,57 £0,57 40 0 0 0 0 0 0
Kanamicina 2233 27 + 13,33 13+ 14,6 14,66 14,66 40+ 1.0 NT
(30 pug/disc) +0,58 1,0 +0,58 1,0 0,58 +0,58 0,58 ’
Cefotaxime 34 45 25 12 2 38 36 15 2410
(30 ug/disc) ’
Ampicilina
. 38 45 28 24 NT 20 NT NT NT
(10 ug/disc)

Os resultados representam a média + desvio padrao.

Sa, S. aureus; Bs, B. subtilis; M, M. luteus; Ef, E. faecalis; Pa, P. aeruginosa; Ec, E. coli; Sm, S.

mar- cescens; Ms, M. smegmatis; Ca, C. albicans.

Treze derivados tiazolidinicos substituidos na posicdo 5 do anel heterociclico

foram sintetizados, nove deles apresentaram atividade frente a, no minimo, duas cepas

testadas.

Os valores de halo de inibi¢dao para os compostos I e II foram obtidos pelo nosso

grupo de pesquisa e divulgado por Gouveia et al, 2009. Os resultados mostram que ap6s a
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tionacdo da carbonila 4 do composto I, o composto obtido (III) passa a apresentar
atividade antimicrobiana. Apenas para Mycobacterium smegmatis, nao ¢ observado halo
de inibi¢dao maior que 8§ mm.

Os compostos 5-arilideno-tiazolidina-2,4-dionas (Ila-g) e 5-arilideno-4-tioxo-
tiazolidina-2-onas (IVa-f) mostraram atividade contra bactérias Gram-positivas e Alcool-
acido resistentes, mas nao apresentam atividade contra bactérias Gram-negativas e
Candida albicans.

O composto I'Ve foi o que apresentou melhor resposta frente a S. aureus com halo
de inibi¢do de 22 mm, seguido dos compostos IIb (20.33 mm) e Ila (21.66 mm). Esses
resultados foram proximo ao padrao Kanamicina com halo de 22.33 mm.

Os melhores resultados frente a cepa do M. luteus foi evidenciado com os
compostos IIb (35.33 mm) e IIa (30 mm), que foram superior ao padrao Kanamicina (27
mm) para esse micro-organismo. A figura 13 evidencia os halos de inibicdo dos

compostos IIa (A), IIb (B) e Ilc (C) frente ao M. luteus.

A

C

Figura 13. Halos de inibi¢do dos compostos Ila (A) (30 mm), IIb (B) (35.33 mm) e IIc (C)
(18.66 mm) frente ao micro-organismo M. luteus.

Os compostos IVb e I'Vf apresentaram halo de 36 mm e 40 mm, respectivamente
frente ao micro-organismo B. subtilis. Esses halos foram maiores que os trés padroes
Kanamicina (13.33 mm), Cefotaxime (25 mm) e Ampicilina (28 mm). O IIa (29.33 mm),
IIb (20 mm), II¢ (20.33 mm), IVd (13.66 mm) e IVe (22.33 mm), também revelaram

halos de inibigdo superior ao padrao Kanamicina para essa cepa.
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A cepa de E. faecalis apresentou resultados mais sensiveis frente aos compostos
IIc (16.66 mm) e IIb (15.66 mm). Resultados maiores que para os padroes Cefotaxime
(12 mm) e Kanamicina (13 mm). O IVe (12 mm) tendo apresentado halo de inibicao
igual ao controle Cefotaxime.

Os compostos que apresentaram melhor resposta frente a bactéria Alcool-acido
resistente (M. smegmatis) foram o IIb (15 mm), IIa (14 mm) e Ilc (14.33 mm). Esses
resultados foram semelhantes ao padrao Cefotaxime (15 mm).

Em estudos recentes realizados por nosso grupo de pesquisa e publicado por Silva
et al., 2014, foi evidenciado que dois 5-arilideno-tiazolidina-2,4-dionas tiveram halo de
inibicao maior que 30 mm para os micro-organismos M. luteus e B. subtilis. O composto
5-(2,4-Diclorobenzilideno)-tiazolidina-2-ona (32 mm e 30.7 mm) para M. luteus e B.
subtilis, respectvamente. E o 5-(3,4-Diclorobenzilideno)-tiazolidina-2-ona (34 mm) para
M. luteus. Resultados semelhantes aos encontrados nessa analise.

Gouveia et al, 2009 sintetizou o 5-(4-Bromobenzilideno)-4-tioxo-tiazolidina-2-
ona, o qual foi o tnico, dos trezes obtidos, que apresentou halo acima de 30 mm (31 mm)
para S. aureus. Porém, de forma geral, obteve resultados muito bons, visto que todos
apresentaram halo de inibicao, inclusive para C. albicans. Esse resultado diverge com o
que obtivemos, pois para os compostos sintetizados nesse trabalho, nao foi evidenciada
atividade para C. albicans. Entretanto, se assemelham em relacdo ao S. aureus.

Os derivados da tiazolidina-2,4-diona substituida nas posi¢des 3 e 5 sintetizados
por Boja et al., 2012, apresentaram atividade contra duas bactérias Gram-negativas (P.
aeruginosa ¢ E. coli) e dois fungos (C. albicans e A. niger), além das Gram-positivas (S.
aureus € B. subtilis). Esse resultado evidencia que a substituicdo na posi¢ao 3 do anel
tiazolidinico pode conferir tal atividade para essas moléculas, visto que apenas a
substituicdo na posi¢cdo 5 nao apresentou atividade para esses tipos de micro-organismos.

Quatro derivados nao apresentaram atividade antimicrobiana para nenhuma cepa
testada. Trés desses compostos (IId, IIf e IIg) ttm os mesmos arilidenos que foram
substituidos na posi¢ao 5 do 4-Tioxo-tiazolidina-2-ona, sdo estes (IVd, IVb e IVa).
Todavia, esses representantes evidenciaram atividade para S. aureus, B. subtilis, M. luteus
e M. smegmati (Figura 14). Os resultados reforcam que a tionacao da Tiazolidina-2,4-

diona na posi¢ao 4 tende a melhorar atividade biologica do composto final.



65

N ;- H
H /\\ . N
~ il -
C S O C S/\\\\O
X
Br Br
CH; CH;

IVb: 17 mm (S. aureus);
21 mm (M. luteus);
36 mm (B. subtilis).

IIf: Nao apresentou
Atividade antimicrobiana

Figura 14. Exemplo de atividade antimicrobiana apds tionagdo da carbonila da posi¢do 4 do anel
tiazolidinico.

Os compostos que apresentaram halo de inibi¢dao superior a 15 mm de didmetro

foram submetidos aos testes para determinar a CMI e CMB (Tabela 5).

Tabela 5. Os valores de CMI e CMB (em pg/mL) contra cepas de bactérias Gram-positivas.
Micro-organismos

Codigo S. aureus M. luteus B. subtilis E. faecalis
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

Ila >128 >128 32 64 128 >128 - -

IIb 16 32 16 32 32 32 16 32

Ilc 128 >128 8 16 128 128 32 64

Ile 8 >128 16 >128 - - - -

IVb 128 >128 4 32 4 4 - -

IVe >128 >128 4 16 32 32 - -

Ivf 128 >128 4 16 32 64 - -
Cefalexina 8 16 <2 2 <2 <2 >128 >128

Os resultados mostraram efeitos inibitorios significativos, € a maioria dos
compostos exibiram valores de CMI entre 4-16 pg/mL.

Este grupo de derivados tiazolidinicos evidenciou uma elevada atividade contra
M. luteus. Os compostos IVb, IVe e IVf apresentaram CMI 4 ug/mL para este micro-

organismo, valor proximo ao padrao Cefalexina (<2 pg/mL).
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O composto Ile apresentou uma CMI igual ao padrao (8 ug/mL) para o S. aureus

e o IIb (16 pg/mL). O IVb apresentou CMI (4 pg/mL) proxima ao padrao (<2 pg/mL)
para o B. subtilis.

Os compostos IIb (CMI: 16 pg/mL e CMB 32 pg/mL), e Ile (CMI: 32 pg/mL e
CMB 64 ng/mL), obtiveram poténcia superior ao padrao para o E. faecalis (CMI e CMB
>128 pg/mL).

O composto (Z)-5-(2,3,4-Trifluorobenzilideno)-rodanina sintetizado por Tomasic
et al., 2010, inibiu o crescimento de S. aureus a 0,5 pg/mL e S. aureus resistente a
Meticilina (MRSA) de 32 pg/mL. Uma forte atividade antimicrobiana contra S. aureus
foi observada para compostos que ostentam o anel rodanina, maior que aqueles que
contém outros grupos heterociclicos. Nenhum dos compostos 5-Benzilideno-tiazolidina-
4-ona and 5-benzilideno-pirimidino-4,6-diona inibiram o crescimento de bactérias gram-

negativas E. coli ou P. aeruginosa.

5.2.2 Atividade Citotoxica

A atividade citotoxica in vitro dos compostos (Ila-g) e (IVa-f) foi realizada pelo
ensaio de MTT frente as células HL 60 (leucemia promielocitica - humana), MCF-7
(adenocarcinoma de mama - humano), e NCI-H292 (carcinoma epidermoide de pulmao -
humano). A Tabela 6 mostra os valores do efeito da inibicdo do crescimento (% de
inibicao) nas linhagens celulares testadas (em 25 pg/mL).

Treze derivados tiazolidinicos substituidos na posicdo 5 do anel heterociclico
foram sintetizados e testados. Oito deles apresentaram inibi¢ao do crescimento tumoral
superior a 70 %, frente a, no minimo, uma linhagem celular. Os compostos Ile e IIf

apresentaram inibicao frente as trés linhagens testadas (Tabela 6).
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Tabela 6. Efeito da inibicdo do crescimento (% de inibi¢do) em linhagens celulares de carcinoma
humano (em 25 pg/mL).

LINHAGENS
Cédigo
NCI-H292 HL60 MCEF-7

Ila 83,6 £2,7 100,0 56,5+ 6,7
1Ib 77,7+5,0 100,0 69,0 +2.6
Ilc 74,0 £ 1,6 100,0 472+95
11d 54,6 £0,5 99,9 £ 0,1 33,4+2,4
Ile 100,0 100,0 76,3+0,2
IIf 99,0 £0,8 100,0 79,2 +2,1
Iig 0,0 24,06 +0,9 14,68 £ 1,5
IVa 39437 97,43+ 1,0 48,89 + 1,8
IVb 342+£25 37,46 + 3.5 2,96 £2,6
IVc 38,87+ 1,5 3,62+ 15,1 45,59 +2,3
Ivd 12,23 £ 0,23 0,0 4,25+£232
IVe 57,71 £ 3.6 49,31 £9,8 24,49 £ 0,3
IvVf 47,25 76,28 61,21

Os resultados representam a média + desvio padrio.

Cinco compostos inibiram mais de 70% o crescimento celular da linhagem NCI-
H292: I1a (83,6%), IIb (77,7%), Ilc (74,0%), e (100,0%) e IIf (99,0%). A série IV
apresentou um potencial de inibicao inferior a 60% frente a essa linhagem.

O 5-(6-Bromo-4-cloro-2-oxo-2H-cromen-3-ilmetileno)-4-tioxo-tiazolidina-2-ona
(IVa), apresentou alta seletividade para a linhagem HL-60 com percentual de inibi¢ao de
97,43%, enquanto apresentou (3,9%) para NCI-H292 e (48,89%) para MCF-7.

A linhagem HL-60 foi a mais sensivel frente aos outros derivados tiazolidinicos
sintetizados. Oito compostos apresentaram inibicdo superior a 70%: Ila (100,0%), IIb
(100,0%), IIe (100,0%), IId (99,9%), I1e (100,0%), IIf (100,0%), IVa (97,43%) e IVf
(76,28%).

A linhagem MCF-7 foi a mais resistente inibindo a proliferacao celular, onde
apenas o Ile (76,3%) e IIf (79,2%) apresentaram inibi¢do superior a 70 %.

Os derivados tiazolidinicos sintetizados que apresentaram citotoxicidade acima
de 70% no teste de concentragdo unica foram submetidos a diluigdes para avaliar a I1Csy,
onde foi definido como a concentracdo a qual se observou 50% de inibicdo do

crescimento. Os valores obtidos nesse teste estdo descritos na Tabela 7.
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Tabela 7. ICsy (em pg/mL) para os compostos que apresentaram inibi¢do de crescimento acima
de 70% no teste de concentragdo Unica.

LINHAGENS
Codigo —crmaon HL60 MCF-7
it 15,43 9,07 -
b 10,96 16,12 -
Tc 16,96 10,21 -
it} ; 9.17 -
Ile 1,26 2,05 345
10f 4,12 7.42 6,71
IVa - * -
VT - * -

* contaminacdo celular.

Os compostos evidenciaram moderada capacidade de inibir o crescimento das
células tumorais testadas, exceto o Ile, que apresentou ICsg inferior a (4 pg/mL) para as
trés linhagens celulares testadas: (NCI-H292) 1,26 pg/mL, (HL60) 2,05 pg/mL ¢ (MCF-
7) 3,45 ug/mL. No protocolo estabelecido no experimento (o composto ¢ ativo, quando a
ICs apresenta valor igual ou inferior a (4ug/mL) (GERAN et al, 1972; FERRARI et al,
1992).

Estes resultados foram considerados bons, entretanto outros derivados do
composto 4-tioxo-tiazolidina-2-ona sintetizados por Gouveia et al., 2009, ndo foram
capazes de inibir 50% da proliferacdo celular para as linhagens Hep-2 e NCI-H292, na

concentracao de até 10 pg/mL.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Treze derivados tiazolidinico inéditos foram sintetizados, purificados e suas
constantes fisico-quimicas determinadas;

Todos os compostos tiveram rendimento acima de 40%;

Nove compostos apresentaram atividade frente a, no minimo, duas cepas testadas.
Todavia, nenhum inibiu o crescimento de bactérias Gram-negativas e levedura.
De maneira geral, os derivados do 4-tioxo-tiazolidina-2-ona apresentaram maior
halo de inibigao quando comparados com os arilidenos derivados da tiazolidina-
2,4-diona;

Os compostos IVb e IVf apresentaram os maiores halos de inibi¢do frente ao
micro-organismo B. subtilis, 36 mm e 40 mm, respectivamente. Estes resultados
foram superiores ao dos trés padrdes testados.

Os resultados mostraram efeitos inibitorios significativos contra as cepas testadas,
e a maioria dos compostos exibiram valores de CMI entre 4-16 pg/mL.

Oito compostos apresentaram inibigdo citotoxica superior a 70%, frente a, no
minimo, uma linhagem celular. Os compostos Ile e IIf apresentaram inibi¢ao
frente as trés linhagens testadas.

O composto Ile apresentou ICsg inferior a (4 pg/mL) para as trés linhagens
celulares testadas.

Avaliar outras atividades biologicas dos derivados sintetizados;

Otimizar a metodologia de sintese dos compostos que nao apresentaram
rendimentos satisfatorios;

Sintetizar os mesmos derivados pela metodologia de ultrassom para estudo
comparativo entre as duas metodologias.

Avaliar a atividade antimicrobiana dos arilidenos sintetizados frente a cepas
multirresistentes;

Avaliar a atividade antitumoral frente a outras linhagens celulares de carcinoma

humano.
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Antidictic resistance is considered one of the world’s major public health concerns. The main cause of bacterial resistance is the
improper and repeated use of antibiotics. To alleviate this problem, new chemical substances against microorganisms are being
synthesized and tested. Thiazolidines are compounds having many pharmacological activities including antimicrobial activities.
For this purpose some thiazolidine derivatives substituted at position 5 in the thiazolidine nucleus were synthesized and tested
against several microorganisms. Using a disc diffusion method, antimicrobial activity was verified against Gram- positive, Gram

negative, and alcohol acid resistant bacteria and yeast. The minimum inhiition concentrations (MIC) and minimum bactericdal
concertrattons (MBC) were determined. All derivatives showed antimicrobial activity mainly against Gram-positive bacteria, with

MIC values ranging from 2 to 16 g/ml.

1. Introduction

Thiazolidine is a class of compounds which merit special
attention because it belongs to a group of substances with
activity in medicinal chemistry. This nucleus is associated
with antibacterial, antifungal, antiviral, antituberculosis, anti-
cancer, and antiparasite biological activities [1-4]. The use
of new synthetic methods and structure-activity relationship
studies has made possible a broad study of new drugs
with different actions. The computational search for possible
mechanisms of 4-thiazolidinones anticancer activity has been
studied together with the medical chemistry which permits
the optimization of existing drugs [3).

Currently, very important groups of heterocydic com-
pounds such as thizzolidine-2,4-dione, 2-imino-4-thiazolidi-
none, 4-thioxo-thizzolidine-2,4-dione, and 2-thioxo-1,3-thi-
azolidine-4-one {rhodanine) have attracted the sttention of
researchers in their search for new agents with specific
pharmacological properties [6-14).

Multiple antibiotic resistant bacteria represent a challenge
in the treatment of infections. It is imperative, therefore,
that new substances with antimicrobial properties be found
to fight these microorganisms [15). To be considered 2
bacterium resistant to a certain antibiotic, the microorganism
should be able to grow in vitro when subjected to an inhib-
itory concentration equal to that obtained in the blood.



However, the concentration of several antibiotics in the
bloodstream can be much lower than that achieved by the
same antibiotic in other body tissues or fluids. Thus, a
bacterium could be “resistant” o a certain antibiotic when it
is present in the bloodstream but "sensitive” when it is in the
urinary tract or vice versa [18].

Bacteria become resistant to chemotherapeutic agents
by three main mechanisms: destruction or inactivation of
the drug, prevention of the penetration of the target site
within the microbe, and alteration of drug target sites.
There may be varigtions in these mechanisms [17]. With
increasing bacterial resistance to antibiotics, attention has
become focused on the development of new derivatives to
be used as antimicrobial therapy in infection control [18].
Antibiotics are substances produced synthetically by bacteria
and fungi with the function of suppressing the growth of
microorganisms [19]. Currently, new antibiotics are needed
for the trextment of multidrug resistant bacteria. The clinical
use of new drugs has decreased since the 1980s, due to
a reduction in the discovery of new, more efficient, and
less toxic drugs by pharmaceutical companies around the
world. Other research groups are worried about the rise in
recurrence of many infectious diseases and the lack of new
drugs and development of new antimicrobial products in the
face of increasing resistance o existing agents [20).

The literature reports on the results of a number of
biological activities when the substituents and their positions
on the thizzolidine ring are changed [21]. In this case,
medicinal chemistry is an important aid in the discovery
of new active molecules using small heterocyclic rings o
increase the biological activity of certain nuclei [22). Due
tw the importance of the core of the thixzolidine ring,
eleven compounds have been synthesized by our research
group, some products already known and others unknown
by introducing arylidene groups at the position 5 of the
thiazolidine ring in order to test the antimicrobial activity of
each compound against nine different microorganisms.

2. Material and Methods

21, Chemistry. ‘The chemical reagents were supplied by
Sigma-Aldrich (USA) and were used without further purifi-
aation. Purity of the compounds was checked using thin
Layer chromatography (TLC) plates (silica gel G) in the
appropriated system for each compound. The spots were
located with short (254 am)/long (365 am) UV wavelength.
All melting points were measured in a capillary tube on
2 Quimis apparatus. Infrared spectra of 1% KBr pellets were
recorded using a Bruker 1FS66 spectrometer. ‘H NMR and
P NMER spectra were measured ona VARIAN VNMRS 400-
MR, using 400 MHz for 'H and 75.4 MHz for "'C in CDCI,
and acetone-d, maintained at 25°C using Me,Si (TMS) as
an internal m.ml:ud. ‘The chemical shifts were rtpoﬂ:d iné
units and the coupling constants (J) were reported in hertz.
The following abbreviations were used to indicate the peak
multiplicity: s (singlet), d (doublet), dd (double doublet), t
(triplet), and m (multiplet). C, H, N, and § analyses were
performed with a Carlo Erba elemental analyzer, model
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! ,u
- H,0
(a) H:N=CoNH, + CICH~COOH ———

Retlux

m
R =2a) $-OCH,, 4-OH; 2b) 2,4-Cl,: 2¢) 34-Cl; 2d) 4-0M.
Ze) 3.0CH ; 2) 3.CH,; 2g) 3-NO,; 2h) 4-NO,; 24) 3.1

Scrrsy 1 Substituent in the synthesis of 5-arylidene-thiazoldine-
2,4-done (2a-i).

EALDB. Mass spectra were recorded on 2 Varian MAT 711
spectrometer 2t an electron impact of 70 eV, The synthesized
compounds are shown in Scheme 1, showing the respective
substituent.

2.2. Procedure for Preparation of the Synthesis of Thiczolidine-
2,4-dione (1). Compound (1) (thizzolidine-24-dione) was
synthesized by refluxing monochloroacetic acid and thiourex
in water. This compound was synthesized according to 2
published procedure [16]. Molecular formula C,H,0.NS;
yield 78%; mp 118-120°C; Rf 0.48 (0.9:0.1 CHCl,/MeOH).
Recrystallization: water.

2.3. General Method for the Synthesis of 5-Arylidene-thia-
zolidine-2,4-dione (2a-i). The compound (2a-i) was syn-
thesized from a mixture of thiazolidine-2,4-dione (1) (25g,
2136 mmol), aldehyde (21.36 mmol), piperidine (14.11 mmol),
and ethanol (150 mL). The rexction mixture was heated under
reflux and continuously stirred for & period of 8-9h. The
course of the rexction was monitored by TLC. The reaction
mixture was poured into water and acidified with acetic acid.
The resulting precipitate was filtered off and recrystallized
from acetic acid to give (2a-i).

2.4. Microbiological Activity. Gram-positive, Gram-negative,
and alcobol acid resistant bacteria and yeast were selected
for the examination of antimicrobial activity in vitro. For the
evaluation of the antimicrobial activity, first & dise diffusion
test was used 1o screen the antimicrobial activity of all com-
pounds. The compounds that had inhibition zones greater
than 10mm of diameter were submitted to a second test
for the determination of minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC). The
tests were performed as follows.

2.4.1 Disk Diffusion Method  Antimicrobial activity was eval-
uated by disc diffusion method according to Bauer et al. [23]
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against Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus—
DAUFPE 01, Micrococcus luteus—DAUFPE 06, Bacillus
subtilis—DAUFPE 16, and Enterococcus faecalis—DAUFPE
138), Gram-negative bacteria (Peeudomonas aeruginosa—
DAUFPE 39, Escherichia coli—DAUFPE 224, and Serratia
marcescens—DAUFPE 398), acid alcobol resistant bacteria
(Mycobacterion smegmatis—DAUFPE 71), and yeast (Can-
dide albicans—DAUFPE 1007) obtained from the culture
collection of the Department of Antibiotics at the Federal
University of Pernambuco (UFPE), Brazil.

Paper discs (Whatman number 2) with 6 mm diameters
were impregnated with 20 ul of a 15,000 gg/ml solution of
the synthesized compounds and dissolved in DMSO. The
discs were then placed in medium sown with one of the
microorganisms. The following standard drugs were used as
controls: ketoconazole (Neoquimica, Brazil), for yeast and
cefalexin (Eurofarma, Brazil) and kanamycin (Centro de
Controle e Produtos para Diagnésticos—CECON, Brazil) for
bacteria. The tests were carried out 3 times, with the results
expressed (in millimeters) as mean + SEM of the dizmeters
of the inhibition zones formed around the dises. The negative
control test was carried out with DMSO soaked discs.

24.2. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Mini-
muom Bactericidal Concentration (MBC). A multiwell plate
(96 wells) was used to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC) following the criteria adopted by the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [24]. Tests
were carried out in Mikeller-Hinton broth and Sabouraud
dextrose broth (Difco, USA) at pH 7.4 and the twofold serial
dilution technique was applied. A 1,280 gg/mL stock solution
was prepared from the product. A standardized suspension of
microorganisms was prepared for use with 2 0.5 tebe on the
McFarland scale. The plate was incubated for 18 hours and
thereafter an indicator dye resazurin (Sigma-Aldrich, USA)
was applied to show if there was microbial growth in the well.
MIC was determined as the concentration of the last well
where there was no microbial growth. From this experiment,
the content of the wells was sown on plates with Mieller-
Hinton agar medium to establish the minimum bactericidal
concentration (MBC), which is the concentration where there
is no colony growth. All analyses were performed in triplicate.

3. Result and Discussion

3.1 Synthesis

5-(3-Methaxy-4-hydroxy-arpidene)-thiazolidine-2,4-dione

(2a). Yield 70%; mp 260°C; Rf 0.50 (CHCL,/MeQH 9:1).
Recrystallization: ethanol; IR (KBr 1%, v, cm ') 1366
(C=C); 1730-1670 (C=0). '"H NMR (CDCl, 300 MHz, &
ppm): 8.48 (s IH, NH); 771 (s 1H, CH=); 3.77 (s 3H, OCH,);
6.02(s1H, OH). 6.92 (s 1H,,,); 6.86 (d 1H ., J = 8.33);;6.91(d
Hye J = 8.34); "C NMR (Acetone-dg, 75.4 MHz, & ppm):
169.81 (C=0,); 166,89 (C=0,); 119.55 (C., heterocycle);
143.28 (CH-).SéSO(OCH,) 129.20 (C,); 112.38 {C,), 148.06
(Cy): 14476 (C,); 115.56 (C.); 12230 (C,). Anal. Caled. for
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Cy HyNOS: C, (52.58%); H, (3.61%); N, (5.57%). Found: C,
53.019%; H, 3.83%; N, 5.25%. HRMS': caled 251.0252; found
251.0253.

5-(2,4-Dichloro-arylidene)-thiazolidine-2,4-dione (2b). Yield
63%; mp 203°C; Rf 0.51 (CHCL,/MeOH 9.6: 0.4). Recrystal-
lization: elhanol IR (KBr 1%, v, cm 1y 1570 (C=C); 1737-
1675 (C=0). 'H NMR (CDCl, 300 MHz, § ppm): 8.50 (s 1H,
NH); 735 (s 1H, CH=); 755 (s 1H, H,, 744 (d 1H, H, ] =
7.90); 739 (d 1H (Hy, J = 7.90). "C NMR (Acetone-d,,
75.4 MHz, & ppm): 169.85 (C=0;); 166.86 (C=0,); 120.20 (C;
heterocycle); 140.23 (CH=); 133.61 (C,); 134.84 (C,); 12952
(Cy); 134.93 (C,); 12752 (C.); 135.80 (C,). Anal. Caled. for
CyoHCLNO.S: C, 43.81%; H, 1L84%; N, 5.11%. Found: C,
44.01%; H, L.96%; N, 5.05%. HRMS: caled 272.9418; found
272.9419.

5-(3.4-Dichloro-arylidene)- thiazolidine-2,4-dione (2¢). Yield
59%; mp 174°C; Rf 0.50 (CHCI,WI(OH 95:0.5). Recrystal-
lization: ethanol; IR (KBr 1%, v_,, cm” ) 1571 (C=C); 1735-
1676 (C=0). "H NMR (CDCl, 300 MHz, § ppm): 8.50 (s 1H,
NH); 777 (s 1H, CH=); 752 (s IH, H,,; 738 (d IH, H;,
J = 891); 752 (d 1H (Hy, J = 8.92). "C NMR (Acetone-
de, 75.4 MHz, 8 ppm): 169.86 (C=0,); 166.89 (C=0,); 11917
(C; heterocycle); 14313 (CH=);134.42(C, ;12949 (C, );133.15
(Cy); 13179 (C,); 13071 (CL); 12726 (Cg,) Anal. Calad. for

CoH.CLNO.S: C, 43.81%; H, 1L84%; N, 5.11%. Found: C,
43.91%; H, 1.97%; N, 5.07%. HRMS : caled 272.9418; found
272.9419.

5-(4-Hidroxy-arylidene)-thigzolidine-2,4-dione  (2d). Yield
45%; mp 149-150°C; R 0.49 (CH,CL/Hex. 5:5). Recrystalli-
zation: methanol; IR (KBr 1%, v_,, ¢m em™') 1570 (C=C);
1734-1677 (C=0). ‘"H NMR (CDCI, 300 MHz, § ppm): 8.49
(s 1H, NH); 754 (s 1H, CH=); 640 (s IH, OH); 731 (d lH
lel H.}) ] = 8. 63) 721 (d IH H‘,) H(Sl ’ = 8.63)
NMR (Acetone-dg, 75.4 MHz, & ppm): 169.86 (C=0,); 166489
(C=0,) 11955 (C, heterocycle); 140.25 (CH=); 12915 (C, );
129.15 (C,)-(C,); 115.96 (Cy)-{C.); 15771 (C;). Anal. Caled.
for C,gH,NO,S: C, 54.29%; H, 3.19%; N, 6.33%. Found: C,
54.93%; H, 3.23%; N, 6.11%. HRMS : caled 221.0147; found
272.0148.

5-(4-Methoxy-arylidene)-thiczolidine-2,4-diene  (2e). Yield
40%; mp 210-212°C; Rf 048 (CHCL/MeOH 9.6:0.4).
Recrystallization: CHCL; IR (XBr 1%, v,., em ') 1573
(C=C); 1734-1676 (C=0). 'H NMR (CDCI,300 MHz,
& ppm): 849 (s 1H, NH); 774 (s 1H, CH=); 3.65 (s 3H,
OCH,); 735 (d 1H, Hy,,-Hy,, | = 8.65); 6.75 (d 1H (H,, -
Hy | = 8.65). "C NMR (Acetone-dg, 75.4 MHz, 8 ppm):
169.86 (C=0,); 166.89 (C=0,); 11950 (C, heterocycle);
142,55 (CH=); 55.67 {(OCH,); 128.42 (C, ); 12937 (C,)-(Ce):
11432 (C,)-(C.); 160.31 (C,). Anal. Caled. for C, H,NO,S:
C, 56.16%; H, 3.86%; N; 5.95%. Found: C, 36.98%; H, 3.99%;
N, 6.45%. HRMS': caled 235.0303; found 235.0303.

5-(3-Methyl-arylidene)-thiazolidine-2,4-dione  (2f).  Yield
52%; mp 195-196°C; Rf 0.50 (HexJEthyl acetate 85:15).



Recrystallization: acetic acid; IR (KBr 1%, v..,, cm ') 1573
(C=C); 1730-173% (C=0); 'H NMR (CDCL, 300 MHz, &
ppm): B.49 (s 1H, NH); 773 (s 1H, CH=); 236 (s, 3H CH,);
725 (s 1H Hyy)): 6.95 (d 1H Hyy J = 7.71)% 731 (4, 2H
He, J = 7.72); 731 (d 1H H J = 7.32). "C NMR (Acetone-
d;, 75.4 MHz, § ppm): 169.86 (C=0,); 16789 (C=0,); 119.55
(Cy heterocyde); 14318 (CH=); 21.20 CH,; 13618 (C.);
12893 (C,); 13387 (C,) 126,60 (C,); 12951 (C.); 125.93
(Q). Anal. Calcd. !‘OI’ C]IHQ‘.\'O}S: C. 60.26%; H, A.04%; N.
6.39%. Found: C, 60.66%; H, 4.45%; N, 6.11%; HRMS": caled
219.0354; found 272.0333.

5-(3-Nitro-arylidene)-thiazolidine-2,4-dione (2g). Yield 80%;
mp 250°C; RI0.51 (CHCL,/MeOH 9.6:0.4). Recrystallization:
acetic acid. IR (KBr 1%, ¥,,, cm ') 1571 (C=C); 1740-1667
(C=0); "HNMR (CDC],_300 MHz, 8§ ppm): 8.49 (s 1H, NH);
737 (s 1H, CH=); 835 (s 1H H,) 792 (d 1H Hy, | =
80) 754 (L, 2H Hy, | = 7725777 @ IH H, | = 7.7).

"¢ NMR (Acetone-de, 75.4 MHz, 8§ ppm): 169.86 (C=0,);
166.88 (C=0,); 119.55 (C, heterocycle); 143.65 (CH=); 136.25
(C,): 123.06 (C,); 148.74 (C,); 12214 (C,); 130,16 (C.); 13191
(C.). Anal. Caled. for C, H N,O,S: C, 48.00%; H, 2.42%; N,
11.20%. Found: C, 48.35%; H, 2.1%; N, 11.01%; HRMS": caled
250.0048; found 250.0051.

5-(4-Nitro-arylidene)-thiazolidine-2,4-dione (2h). Yield 69%;
mp 220-223°C; Rf 052 (CHCL,/MeOH 9.6:0.4). Recrystal-
lization: THF; IR (KBr 1%, v, cm ™) 1575 (C=C); 17341676
{C=0). "H NMR (CDCI, 300 MHz, § ppm): 8.49 (s 1H, NH);
774 (s 1H, CH=); 763 (d 1H, H,-H, | = 8.63); 8.09 (d
H (H.y-H,y, ] = 8.65). "C NMR (Acetone-d,, 75.4 MHz, &
ppm): 169.86 (C=0,);166.89 (C=0,); 119.50 (C; heterocydle);
14255 (CH=); ML30 (C,); 12937 (C)-(C) 12413 (C,)-
(Cy): 14721 (C,); Anal. Caled. for C, H N,O,S: C, 48.00%;
H, 2.42%; N, 11.20%. Found: C, 4835%; H, 2.1%; N, 1.01%;
HRMS : caled 250.0048; found 250.0049.

5-(3-Chlorv-arylidene)-thiazolidine-2,4-dione (2i). Yield 54%;
mp 208-209°C; R 0.46 (Hexane/Ethyl acetate 4:1). Recrys-
tallization: ethyl acetate; IR (KBr 19, %, cm ) 1582 (C=C);
1729-1672 (C=0). ‘H NMR (CDCl, 300 MHz, § ppm): 8.48
(s 1H, NH); 777 (s 1H, C=H); 734 (s 1H,); 718 (d 1H,,,
(J = 8.07); 736 (t 2H,, (J = 8.07); 736 (d IHyg J = 2.27%
"C NMR (Acetone-ds, 75.4 MHz, 8 ppm): 169.86 (C=0,);
166.46 (C=0,); 11955 (C, heterocycle); 143.09 (CH=); 13581
(C,);127.72 (C,); 133.85 (C,). 128.62 (C,); 130.25 (C,); 125.78
(C,). Anal. Caled. for C,,H,CINO,S: C, 50.11%; H, 2.52%; N,
5.84%. Found: C, 30.55%; H, 2.67%; N, 5.57%. HRMS : caled
238.9808; found 238.9810.

The compounds (2a-i) were synthesized by Knoeve-
nagel condensation with nine aromatic aldehydes yielding
S-arylidene-thiazolidine-2,4-dione derivatives, The infrared
spectrum of these compoundsshowed a strong absorption
band of the functional group ranging between 1566 at
1775 em " corresponding to C=C and 1775-1676 cm ™' con-
cerning the carbonyl in positions 2 and 4 of the this-
zolidine-2,4-dione ring [25]. The molecular structures of
the compounds were estsblished by 'H NMR and ""C NMR
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spectra which exhibited the presence of the signals corre-
sponding to hydrogen and carbons in the molecule. The
compound (2a) presented a singlet 2t 3.77 ppm of 3 hydro-
gen referent to OCH and a singlet at 6.02 concerning the
absarption of the OH group. This substituent also presented
absorption at 5650 ppm of the OCH, in “'C NMR. The
group OCH,in (2d) presented signal in 3.77 ppm to hydrogen
and 3630 to absorption in "C NMR. The absorption of
hydrogen as a singlet at 3.65ppm of the OCH, group at
position 4 of arylidene and 55.67 to "*C NMR was sufficient
to characterize the compound (2e). The compound (2f)
presented absorption as a singlet at 2.36 ppm to hydrogen in
methyl group at position 3 and 20.15ppm to ~'C NMR in the
molecule. The 'H NMR spectra of compounds showed only
one kind of proton absorption for CH= in the range 771-
7.78. According to the literature, this proton absorption is the
compound represented by the configuration Z, as illustrated
by the absorption of the CH= group. lsomer (Z) appears to
be more thermodynamically stable than isomers E [26].

The '"H NMR spectrum of compounds in CDCl,-d6
revealed the presence of methyne moiety and the position
of the hydrogen of the aromatic group. In addition, the
structures were supported by their mass spectrum which
revesled & molecular jon peak. The elemental analysis was
also important to supplement the characterization of the
chemical structure,

3.2, Antimicrobial Activity. The results of the disc diffusion
test are shown in Table 1. Most of the synthesized compounds
were active against Gram-positive bacteria. MIC and MBC
values are shown in Table 2.

Compound (1) thizzolidine-2,4-dione showed no antimi-
crobial activity agsinst any of the tested microorganisms
[12]. When it reacted with sromatic benzaldehydes forming
derivatives substituted at position 5, however, all derivatives
showed antimicrobial activity. This affirmation is similar to
what is in the literature, showing that substitution at position
5 with arylidene groups has an important effect on enhancing
the antimicrobial properties [14].

This shows the importance of the dual CH= bond at
position 5, thus introducing a pharmacophore group in
the molecule. This group generally influences the specific
structural changes in biological effects, stereochemistry, size,
and shape of the carbon chain as well a3 the nature of the
other substituent. The compound (2a) with substituents 3-
OCH, and 4-OH of the arylidene ring was the most active of
all, showmg better inhibition for almost all microorganisms
tested. This compound inhibited all Gram-positive bacteria
tested and, additionally, was the only one that inhibited
the growth of Gram-negative bacteria, alcohol acid resistant
bacteria, and also the yeast, as shown in Table 1. Generally,
4-thiazolidinediones derivatives have demonstrated antimi-
crobial activity ageinst Gram-positive and Gram-negative
bacteria [14).

Compounds (2b) and (2¢), containing the substituents
2,4-Cl, and 3,4-Cl,, respectively, inhibited all Gram-positive
bacteria tested and also the alcohol acid resistant bacteria.
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However, compound (2¢) showed halos slightly smaller than
(2b).

The compound (2d) with 4-OH group was active oaly
for two Gram-positive bacteria, M. Lufeus and E. faecalis,
while (2e), substituted with 3-OCH,, was only active against
M. lutews. This fact indicates that the groups OH and OCH,
separately do not contribute to 2 significant antimicrobial
activity. This fact is reinforced by the activity of compound
(2a), which had both groups (3-OCH, and 4-OH), against
all tested microorganisms, including the Gram-negative bac-
terium P aeruginose. The compounds (2f, 2g, and 2h) were
active only for Gram-positive bacteria, except E. fuecalis,with
halos between 17.8 + 0,62 and 238 + 0.16 mm. The com-
pound (2i) also inhibited the growth of all Gram-positive
bacteria.

In general, all compounds tested were active against
Gram-positive bacteria presenting values of 16 and 32 gg/ml
for 8. awrews and 4 and B gg/mL for M. Iuteus and B subrilis,
for MIC and MBC, respectively. MIC and MBC values for M.
smegmatis were 16 and 32 ug/mL, smaller than the standard
drugs. The compounds (2b, 2¢, 2g, 2h, and 2i) showed
MIC and MBC values for S. aurews near those obtained
for the standard drug, cefalexin. The compounds (2b) and
(2¢) showed MIC and MBC for M. Luteus and B. subtilis
also near the standard drug. The results for M. smegmatis
16 and 32 ug/mL were lower than the standard Kanamycin
(128 ug/mL) showing significant activity in inhibiting these
microorganisms. Recent studies with 5-hydroxy-arylidene
derivatives showed MIC values higher than 128 ug/mL for
two Gram-negative bacteria, E. coli and B aeruginosa, and
128 ug/mL for E. faecalis and S. aurews [7].

These results showed that these substituents separately
did not have significant antimicrobial activity. The groups
chlorine, nitro, and methyl at position 3 on the thiazolidine
ring seem to favor this activity for other positions [7]. This
affirmation reveals that electrons donating or withdrawing
groups in molecules increase the lipophilicity of the com-
pounds, which alters the permeability across the bacterial
cell membrane [27]. These molecules showed the greatest
inhibition among the tested compounds. The compounds
(2b, 2¢, and 2i) containing chlorine atoms in the molecule
were active for all Gram-positive bacteria, indicating the
power of chlorine in antimicrobial activity.

‘This demonstrates that the substitution of arylidene at
position 5 on the thiazolidine ring enhances the antimi-
crobial activity of the pharmacophore group in these com-
pounds The condensation of the compounds 5-arylidene-
thizzolidine-2,4-dione was crucial to generate considerable
activity in the synthesized derivatives [8). The results of
this study demonstrate significant antimicrobial activity for
compounds 5-arylidene-thiazolidine-2,4-dione substituted
(2a-i), with values similar to the drugs tested cephalexin
>128, confirming the antimicrobial activity of thizzolidine
compounds as described in the literature [1, 27]. These
compounds probably act on the synthesis of peptidoglycan
from the cell wall, which explains the higher antimicrobial
effects on Gram-positive bacteria instead of Gram-negative
ones [2, 28].

=1

4, Conclusion

In order o find an antimicrobial agent, nine compounds
were synthesized and tested against Gram-positive, Gram-
negative, and alcobol acid resistant bacteria and yeast. All
compounds were active against all Gram-positive bacteria.
One of the compounds was the most active, inhibiting Gram-
positive, Gram-negative, and aleohol acid resistant bacteria
and also the yeast. The other compounds had varied activity
between classes of Gram-positive and acid alcohol resistant
bacteria. Compounds containing chlorine in the molecule
showed the best antibacterial activity, thus demonstrating the
power of this atom on the bacteria. The compounds with sub-
stituents nitro and methyl also showed significant activity. All
the compounds presented the Z configuration. The chemical
structures of the compounds were determined by physical
methods IR, "HNMR, "CNMR and mass spectrometry.
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