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LISTA DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS

N° do composto

II

III-a

11-b

IV-a

V-d

VI-c

VIl-e

VIII-a

Sigla

Ju-32

Ju-33

Ju-296

Ju-298

HRJ-1

HRJ-32

HRJ-33

Ju-306

Ju-312

Nomenclatura

Tiazolidina-2,4-diona

4-Tioxo-tiazolidina-2-ona

5-(2,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona

5-(3,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona

5-(2,4-diclorobenzilideno)-4-tioxo-tiazolidina-2-

ona

5-(6-metil-4-oxo-4 H-cromona-3-il-etileno)-tioxo-

tiazolidina-2-ona

5-(10-cloro-9-metilideno)-4-tioxo-tiazolidina-2-

ona

3-[2-0x0-2-(3-0x0-3,4-diidro-2H-enzo[1,4]-

oxazin-6-il) etil-tiazolidina-2,4-diona
5-(10-cloro-antraceno-9-il-metileno)-3-[2-x0-2-(3-

o0x0-3,4-diidro-2H-benzol[1,4]oxazin-6-il)-etil]-
tiazolidina-2,4-diona
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Nuclear
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RESUMO

As tiazolidinonas sao compostos heterociclicos com anel de cinco membros
contendo oxigénio e enxofre na estrutura. Apresentam propriedades biologicas e
farmacolégicas como hipoglicemiante, analgésica, antiinflamatoria, anticonvulsi- vante,
antimicrobiana entre outras. Este trabalho visa sintetizar novos derivados tiazolidinicos
caracterizados pela substituicdo da posicdo 5 da tiazolidina-2,4-diona por radicais
metilénicos e benzilidénicos, a posicdo 3 por 6-cloroacetil-1,4-benzoxazin-3-ona
(benzoxazona) e na posicdo 4 pelo enxofre. Foram observadas e comparadas as
atividades biolégicas dos compostos segundo os radicais no nucleo tiazolidinico. Os
compostos IlI-a e 1lI-b, obtidos por condensacéo, tiveram rendimentos de 65 e 58%,
Rf=0,51 e Rf=0,50, pontos de fusdo de 203 e 174°C. Os compostos 1V-a, V-d e VI-c,
tiveram rendimentos de 63, 36 e 3%; Rf=0,49, Rf=0,46 e Rf=0,56; pontos de fusdo de
143, 175 e 141°C, respectivamente. O composto VII-e foi preparado por reacdo de N-
alquilagcédo com 6-cloroacetil-1,4-benzoxazin-3-ona e apresentou rendimento de 69%,
Rf=0,66 (0,90:0,1:CHCI3/ MeOH), ponto de fusdo 243°C. O composto VlIiI-a apresentou
rendimento de 92%, Rf=0,46 (0,94:0,6: CHCI3; / MeOH), ponto de fusdo 304°C. Foram
obtidos seis novos compostos e determinadas suas estruturas quimicas através de
métodos espectroscopicos. Estes compostos (juntamente com a benzoxazona) foram
submetidos a testes biolégicos para determinacdo das atividades antimicrobiana,
citotéxica e antioxidante. A atividade antimicrobiana determinou a concentragao
inibitéria minima (CMI) e concentragdo minima bactericida (CMB), frente a 10
microrganismos patogenos, incluindo bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, bacilos
alcool-acido resistentes, leveduras e fungos filamentosos. A atividade citotoxica foi
realizada com células de linhagem HEp-2 (Carcinoma Epidermdide de Laringe) e
Linhagem NCI-H292 (Pulmao). Para a atividade antioxidante foi utilizado 0,1 mL de Tc-
99m na forma de pertecnetato de sodio (99m TcO4Na), para avaliar o potencial de
ligacdo nas células do sangue e plasma de um rato wistar. Foi testado apenas o
composto Benzoxazona, apresentando baixa acgdo antioxidante. Os compostos
mostraram inibi¢ao citotoxica variando de 30 a 80% para as duas linhagens.
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ABSTRACT

Thiazolidines are five membred heterocycle compounds ring containing oxygen
and sulfur in their structure. They show microbiological and pharmacological properties
as hypoglycemic, analgesic, anti-inflammatory, etc. This work seeks to synthesize new
thiazolidinics derivatives characterized by the substitution of the positions 3, 4 and 5 of
the thiazolidine-2,4-dione by different radicals observing their biological activity. The
derivatives were prepared by reactions of N-alkylation with 6-chloroacetyl-1,4-
benzoxazin-3-one (benzoxazone) refluxing in methanol/KOH and condensation with
substituted aromatic aldehydes, using pyridine and methanol or sodium acetate and
acetic acid. The compounds obtained were submitted to biological assays for
determination of the anti-microbiological, cytotoxic and anti-oxidant activities. The
antimicrobial activity was evaluated qualitative, by disk diffusion method and
quantitatively by determination of the minimum inhibition concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC), against 10 pathogen microorganisms,
including Gram-positive bacteria, Gram-negative, bacilli alcohol-acid resistant, yeasts
and filamentous mushrooms. The cytotoxic activity was accomplished with lineage cells
HEp-2 (Cancer Epidermoid of Larynx) and lineages NCI-H292 (Lung). For the anti-
oxidant activity 0,1 mL was used (3,7 MBq) of Tc-99m in the sodium pertecnetate (99m
TcO4Na) form. To evaluate the connection potential in the cells of the blood and plasma
of mouse wistar. Six new compounds were obtained and their chemical structures were
established by spectroscopic methods. All the compounds were submitted to qualitative
microbiological evaluation, that of larger inhibition was submitted the determination of
MIC. The compounds presented cytotoxic inhibition varying from 30 to 80% to the two
lineages. One derived it presented low anti-oxidant action.
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1. INTRODUCAO

Entre os grupos de compostos heterociclicos mais estudados no mundo
destacam-se as tiazolidinonas, que sédo derivados das tiazolidinas. Pesquisas na area
da Quimica Medicinal estao totalmente voltadas para estas substancias devido as suas
propriedades bioldgicas.

As tiazolidinonas tém diversas atividades bioldgicas tais como: antibacteriana
(Lima et al, 1992), anticancerigenos (Bhatt et al, 1994), antioxidantes (Noguchi, 1996)
anticonvulsivantes (Ragab et al, 1997), fungicidas (Liu et al, 2000), antidiabética e
antiinflamatéria (Prabhakar, 1998), tuberculostatica (Sing, 1981), atividade antiartritica
(Missbach et al, 1996), entre outras. O poder da atividade biologica das tiazolidinonas
esta relacionado aos varios sitios reativos do seu nucleo os quais lhes conferem esta
diversificada atividade quimica e bioldgica.

Com a finalidade de melhorar a atividade biolégica destes compostos e seus
derivados, pesquisadores de diversas partes do mundo vém se preocupando em
sintetizar novos compostos programados, com maiores atividades biologicas, na
intencdo de aumentar seu potencial contra diversas doencas infecciosas. Desta forma
as novas tiazolidinonas sintetizadas neste trabalho trouxeram importantes contribuicdes
ao estudo quimico e biolégico dos derivados tiazolidinicos visando melhorar ou

aumentar a atividade biologica destes compostos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ESTUDO QUIMICO
2.1.1. As Tiazolidinas

As tiazolidinas (1) sdo compostos formados por um anel pentagonal contendo os

heteroatomos enxofre (posicao 1) e nitrogénio (posicdo 3) em sua estrutura.

/R
N
!

™)

2.1.2. Preparagao de derivados tiazolidinicos

Entre o importante grupo das tiazolidinas encontram-se as tiazolidinonas com
destaque para a tiazolidina-2,4-diona (2), que por ter varios sitios reativos podem sofrer
substituicbes no anel heterociclico. Estes compostos tém se destacado por
apresentarem diversas atividades farmacologicas descritas na literatura (Sing et al,
1981; Goes et al, 1991; Albuquerque et al, 1995; Kugukguzel et al, 2002; Chandrakant
et al, 2004).

Desde o século XIX varios pesquisadores vém se preocupando em introduzir
diversas subtituicdes no anel tiazolidinico e testar suas atividades biologicas. Estas
substituigdes Ihes conferem ampla atividade bioldgica e s&o objeto de pesquisas em

todo o mundo.
2.1.2.1. Preparagao da tiazolidina-2,4-diona

O estudo das tiazolidinonas propriamente dito, se deu por volta de 1865 quando
Heintz  sintetizou a tiazolidina-2,4-diona (2) a partir do acido tiocianoacético e

cloroacetato de etila em meio acido.
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H

N

CICH,CO,CH; + HSCN —71 5 / )%
s~ o

@)
2.1.2.2. Preparacao da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona utilizando o pentassulfeto de
fésforo

A obtengao da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (3) se da utilizando o reativo pentassulfeto
de fésforo (P2Ss) a partir da tiazolidina-2,4-diona (2) em dioxano seco e atmosfera inerte
(Grishchuk et al, 1967).

2.1.2.3. Preparacao da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona utilizando o reagente de
Lawesson

O tratamento da tiazolidina-2,4-diona pelo 2,4-bis-(4-metoxifenil)-1,3-
ditiadifosfatano-2,4-dissulfeto, reagente de Lawesson, em presenca de dioxano seco
conduz a formacéo da 4-tioxo-tiazoldina-2-ona (Andrade et al, 2002).

H

H
O N/ reagente S N/
)% de Lawesson )%
s~ O s~ 0

) (3)
S
reagente de Lawesson: cH \\P/ S\P OCH
g . 3 \S/ \\S 3

2.1.2.4. Preparacao de derivados da 2-imino-tiazolidina-4-ona

Um dos compostos tiazolidinbnicos substituidos por um grupo imino na posigao

2 do anel heterociclico, foi preparado tratando o acido a-bromosuccinico na presenca

25



SILVA FILHO, JOAO DA. ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE DERIVADOS DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA E 4-TIOXO-TIAZOLIDINA-2-ONA

de acetato de s6dio em metanol produzindo o acido 2-imino-4-oxo-5-tiazolidina-acético
(4) (Minka, 1966).

H H
NH, Ny

o H
N
HNS '}l HOOCCHBCH,COOH H
i C : > /\%
| N HOOCH,C s SNH

S i sH

Para melhorar o rendimento desses derivados, Trived em 1966 e Raman em
1978, usaram quantidades equimolares de tiouréias substituidas, e anidrido maléico em
acetona, obtendo o acido 2-imino-4-oxo-5-tiazolidina-acético (5).

)

R (0) R
a5 ;\ N
I O + P (|;\ acetona H )%
HS™ | ~H HOOCH HS” “NR, ; z NR1

NHR, HOOCH,C

2.1.2.5. Preparacao dos compostos E,Z-5-Aroilmetileno-3-benzil-4-oxo-2-tioxo-

1,3-tiazolidina.

s N PR R Oy y Va
O COOH + 43 BrzlAt:OH
J— H o) 5 2
e + — 1
HN
Z H H s
6) @ (E,Z-8a-c)
a:R=4-MeCgH, a:R=4-MeCgH, a:R=4-MeCgzH,
bR =4-BrCH, b:R=4BrCH, b’ R = 4-BrCH,
c:R=4-CICH ¢ :R=4-CICH ¢ :R=4-CICH
6 '4 6' 4 6' 4

Diversos autores estudaram os compostos de configuragéo (E,Z-8a-c), que foram
sintetizados pelo método similar aquele de Nagase (1974), no qual tratou 5-(2-arila-
oxoetil)-4-oxo-2-tioxo-1,3-tiazolidina (7a-c) obtido através da reagéo dos acidos aroilacrilico
(6a-c) com benzilditiocarbamato de amoénio. Estes autores relataram a formagédo dos

estereoisomeros E e Z, com predominancia da forma Z (Omar et al, 1995; Kandeel, 2001).
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Utilizando um acido dicarboxilico, Minka obteve, em 1966, o acido 4-oxo-5-
tiazolidina-acético (9).

R

H
o) H o)
\\C/OH v ) N—N
| + (|: e /K
HOOCH; S S

C
HOOCCH, | Br kg g
H ©)

2.1.3. Reagoes das tiazolidinonas

Apesar de existir um grande numero de reagdes de tiazolidinonas conhecidas,
aqui serao descritas apenas a N-alquilacdo e condensacgao, por serem estas que fazem
parte deste trabalho.

2.1.3.1. Reacoes de N-alquilagao das tiazolidinonas

a) Preparagao dos compostos 5-arilideno-3-(4-cloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona e

5-arilideno-3-(4-cloro-benzil)-4-tioxo-tiazolidina-2-ona.

A condensacdo dos compostos 10 e 11 foi realizada com varios aldeidos
aromaticos, levando aos produtos 12 a-c e 13 a-c) (Guarda et al, 2003).

27



SILVA FILHO, JOAO DA. ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE DERIVADOS DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA E 4-TIOXO-TIAZOLIDINA-2-ONA

< > s CHZ—QCI
O:‘ N/H 4CICHCHLI T X
s/K 0o

1)
2) (10)

Xe N/CHZ—QCI
) I)%
Q)

(12) (13)

X=0 X=S
12 a: R=4-NHCOCH; 13 a: R=2,4-Cl
12 b: R=2-Br 13 b: R=2-Cl
12 ¢: R=2,6-Cl, 13 c: R=2,6-Cl,

b) N-alquilagao utilizando a reagao de Mannich

Um dos métodos utilizados na N-alquilagdo foi a reacdo de Mannich a qual
ocorre entre 2,4-tiazolidinadiona, formaldeido e aminas. Brown (1961), relatou a
reacdo com aminas secundarias morfolina, piperidina ou dimetilamina, obtendo a 3-
aminometil-tiazolidina-2,4-diona (14), enquanto uma reagéo similar com metilamina,

produziu a N,N-bis (2,4-tiazolidinadiona-3-il-metil)-metilamina (15).

H
O\ N/
Z % + HCHO
g~ Yo
@

CHNH,
(CH)NH
CH3
CHzN(CHs)2 CHZNCHZ

5 sVl

(14) (18)
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c) N-alquilagao utilizando o 1-cloro-4-clorometilbenzeno

A tiazolidina-2,4-diona, foi alquilada na posicdo 3 pelo 1-cloro-4-clorometil-
benzeno em meio alcalino formando o 4-clorobenzil (16) (Guarda et al, 2003;

Albuquerque et al, 1995; Goes et al, 1991).
LY

CH
oy M O\TN/ ’
NS
TN 4-CICgH,CH.CI /\\
—> N
5)%0 OH S O

(16)

d) N-alquilagcao das 2-(arilimino)-5-arilideno-4-tiazolidinonas

Harhash (1972) realizou a N-alquilagdo das 2-(arilimino)-5-arilideno-4-
tiazolidinonas (17). A reacao deste composto na posi¢ao 3 com acrilonitrila produziu as
2-(arilimino)-3-(cianoetil)-5-arilideno-4-tiazilidinonas (18).

CH,CH,CN

o) H
(0]
IN/ CHz==CHCN IN/
PN PN
AHCT N g SNar AH s~ “NAr

@17) (18)

e) N-alquilagao da 4-tioxo-5-benzilideno-tiazolidina-2-ona

Esta alquilagdo procedeu pela reagdo da 4-tioxo-5-benzilideno-tiazolidina-2-ona
(19), usando KOH e metanol para formagédo do sal seguido da adigdo de cloretos ou
brometos de benzila ou fenacila substituidos. Utilizando a 2,4-dibromoacetofenona os
produtos obtido foram os novos compostos (20a-e) (Albuquerque et al, 1995;
Chantegrel et al, 2002).
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Br.

o]
[l
S N/HZC_ Br
H Br. ?
S / (o) R X
N
R 7 )%+ Xro—& —Br ——> @-HC s 0
@m s o (20)
(19)
20a: R=2-Cl
19af Rf -Cl 20b: R=3-Cl
19b: R: -Cl 20c: R=2-Br
19c: R: -Cl 20d: R=3-Br
19d: R=2-Br 20e: R=2-F
19e: R=3-Br
19f : R=2-F

Reagindo o 5-benzilideno-tiazolidina-2,4-diona com a 2,4-dibromoacetofenona os
produtos sintetizados foram (21a-c).

(0]
H,C )
(@) N/ 2 Br
N/ ﬁ base *
R * + XH,C—C —Br ——>» HC® 'S O
O

21a: R=2CI
21b: R=3ClI
21c: R=4CI

A alquilagdo do 5-benzilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-ona (22) foi processada em
presenca de hidréxido de potassio e um equivalente de metanol a temperatura
ambiente podendo apresentar-se sob duas formas de isbmeros, Z ou E (23). Os valores

da constante de acoplamento sdo compativeis com o isémero tipo Z (Andrade et al,
2002).

O

[l
CH,C Cl
S 7 < >
Se 1
N ArCOCH_Br )%
—_— H s~ Yo

(23)
(22)
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2.1.3.2. Reagoes de condensagao

a) Condensacao da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona

A 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (3) reage com diferentes aldeidos aromaticos formando
os derivados (24a-f e 25-37) em presenca de acetato de sodio em acido acético
(Andrade et al e Chantegrel et al, 2002).

T D0 —e

(0]
(24af e 25-27)

24a :R=2-Cl

24b :R=3Cl

24c :R=4Cl

24d :R=2-Br

24e :R=3-Br

24f :R=2-F

25 R=H

26 :R=2Br

27 :R=24-0CH3

b) Condensacao da tiazolidina-2,4-diona

Através de diversos tipos de aldeidos aromaticos foram realizadas varias
condensagdes obtendo-se varios compostos tais como (28) e (29) substituidos
(Albuquerque et al, 1995, 1997; Gdes et al, 1991).
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¢) Usando uma mistura de furfuraldeido, tiazolidina-2,4-diona, acido benzdico, piperidina e
tolueno, Prabhakar et al, (1998), obtiveram o composto (30).

NS¢ ] \CHO\ ¢
T(Sz)/\%o Q\lcol/z Q;Z:/KO

(30)

d) Preparagao dos compostos 3-(substituido-fenacil)-5-[4’(4H-4-0x0-1-

benzopirano-2-il)-benzilideno]-tiazolidina-2,4-diona

Os compostos (33a-d) foram obtidos utilizando a condensagéo de Knoevenagel

do derivado tiazolidinico (31a-d) e da 4’-flavonacarboxialdeido (32) (Tungbilek, 1999).

o]
Il

He
g
Ie R
. CHO S/\\o
“ C o
/C\Q AcoH ‘
(@] CHy + AcONa
TN/ . (33a-d)

O
o

(31a-d) 52)

a: R =3-CICgH,

b: R = 4-O,NIC4H,
a:R=3CICeH, c: R= 4-0CH;ICgH,
b R = 4-O,NrCgH, d: R= 2,5-0CH;CH,
c: R = 4-0CHAJCH,

d: R = 2,5-0CH, G4,
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Varios destes compostos relatados na literatura, e substituidos nas posi¢des 3,4
e 5, apresentaram comprovadas propriedades biolégicas. Os novos compostos
sintetizados neste trabalho também foram substituidos nestas posi¢des, sendo por isso

de grande importancia o estudo biolégico destes compostos.
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2.2. ESTUDO BIOLOGICO

2.2.1. Atividade Antimicrobiana e Citotoxicidade

2.2.1.1. Atividade antimicrobiana

Os derivados tiazolidinicos como os 3-substituidos-5-arilideno-tiazolidina-2,4-

diona (34-35) foram sintetizados e selecionado para atividade antiinflamatéria

(Albuquerque et al, 1995).
o X
O

(34-35)

34: R= Br, Y= CH,CO
35:R=H, Y=CH,

Também os derivados da tiazolidina-2,4-diona (36 a-e) tém demonstrado possuir

atividade antibacteriana, antifungica, anticancer e antituberculose (Kugukguzel et al,
2002).

36a : R= 5-nitrofuril

36b : R= CgHs-F (4)

36¢ : R= CgHs-Cl (4)

36d : R= CgHy-Br (4)

36e : R= CgHs-OH, OCH; (4, 3)

Estes derivados tiazolidinicos, entre outros estudados no mundo, apresentaram
acao antimicrobiana e trazem grandes contribui¢des a saude humana, uma vez que o
homem vive em contato permanente com o0s microrganismos. Muitos desses

microrganismo colonizam o corpo, o trato digestivo e os orificios naturais.
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O estudo das doengas trouxe ao longo dos séculos maior compreensdo a
medida que os métodos de estudo dos processos vitais progrediram. A terapéutica
antimicrobiana tem hoje ao seu dispor uma grande variedade de antibidticos que s&o
testados para os mais diversos microrganismos como bactérias, fungos, leveduras, etc.

As pesquisas com microrganismos obtém resultados imediatos devido a
multiplicagao rapida desses agentes (Pelczar, 1996).

2.2.1.2.Citotoxicidade

Estudos feitos recentemente mostraram que, apesar da troglitazona (um
derivado da tiazolidina-2,4-diona) ser um agente antidiabético oral efetivo, a mesma
apresenta efeito apoptético (morte celular programada) em hepatoma (o mais frequente
cancer originado no figado) humano. O uso clinico de troglitazona tem sido restringido
no EUA e Japao por causa da indugao severa de lesdo hepatica (Yamamoto et al,
2001). Os quimioterapicos sao utilizados ha muito tempo. As civilizagdes antigas do
Egito utilizavam sais metalicos provenientes do chumbo, arsénico e cobre no tratamento
de algumas doencgas. No século I depois de Cristo, Dioscorides utilizou a Colchinina no
tratamento de tumores iniciais. Durante a Segunda Guerra Mundial alguns
trabalhadores foram expostos ao gas mostarda, proveniente da explosdo de um
depdsito, depois de determinado tempo, apresentaram aplasia medular. Esse fato
despertou a curiosidade dos cientistas que iniciaram uma série de estudos e pesquisas
sobre o efeito dos compostos quimicos no tratamento das neoplasias (Pelczar, 1996).

As pesquisas atuais buscam novas drogas e novas formas de utilizagdo para as
drogas ja existentes que apresentem efeitos toxicos menos agressivos, especialmente
para o coragdo, pulmao, rins e sistema nervoso. Da-se 0 nome genérico de
quimioterapia ao tratamento de qualquer doenga por meio de substancias quimicas

citotoxicas.
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2.2.1.2.1. Mecanismos de resisténcia

As drogas citotoxicas s&o capazes de induzir resisténcia nos tecidos neoplasicos
e células malignas, sendo essa a causa da perda de agcdo dos ditos farmacos depois

de uma ou varias séries de tratamento, entre as quais o processo haja reaparecido.

Esta resisténcia € semelhante a observada para as bactérias frente aos
quimioterapicos e antibioticos, obedecendo as mesmas leis. Assim é possivel observar
a existéncia de resisténcia cruzada com respeito a drogas de estruturas quimicas
semelhantes ou que se transformam em substancias analogas no organismo, de
maneira que quando o tumor se faz resistente a um agente alquilante, também o é
para outros. Nao se conhece o mecanismo da dita resisténcia. Acredita-se que € devido
a uma propriedade que adquire a célula neoplasica de recuperar-se do dano produzido
pela droga (Litter, 1970). Entre estas alteragbes nas células resistentes a agentes
alquilantes estdo: 1) permeacgdo diminuida de drogas transportadas ativamente; 2)
producdo aumentada de substancias nucledfilas, como glutacion, que sdo capazes de
competir com o DNA-alvo pela alquilagdo; 3) atividade aumentada das enzimas de
reparagao do DNA como a guanina 0° - alquil transferase, que repara a alquilagdo pela
nitrosuréia; e 4) taxas aumentadas de metabolismo das formas ativadas de
ciclofosfamida para os seus metabdlitos inativos ceto e carboxi pela enzima aldeido
desidrogenase (Goodman et al, 1996). O problema da resisténcia exige a busca de
efetivos agentes antimicrobianos contra a resisténcia de microrganismos patogénicos.
Além disso, o tratamento de doencgas infecciosas torna-se mais dificil atualmente em
pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Chandrakant, et
al, 2004), um virus que exemplifica bem a questdo da resisténcia aos antibidticos
devido a sua capacidade de sofrer mutagoes.

2.2.2. Atividade antioxidante
2.2.2.1. Substancias antioxidantes e radicais livres

Uma substancia antioxidante € um potente redutor que inibe o processo da
oxidagdo ou, em termos biologicos, protege os sistemas biolégicos contra os efeitos

potencialmente danosos dos radicais livres, os quais promovem a oxidagdo de macromolé-
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culas ou estruturas celulares estando por isso implicados em um grande numero de
doencgas que afetam o ser humano (Oga, 1996). Os radicais livres sédo toda e qualquer
espécie que contenha um ou mais elétrons desemparelhados nos orbitais atdmicos ou

moleculares (Oga, 1996; Grossman, 2002).

No nosso organismo os atomos de hidrogénio de ligagcbées N-H, O-H e
hidrogénios de carbonos insaturados olefinicos, por exemplo, podem ser capturados
pelos radicais livres. Esta captura produz um novo radical que pode reagir com o
oxigénio numa reagdo em cadeia provocando a autoxidagao (Fiorucci, 2003).

2.2.2.2. Autoxidagao

A autoxidagdo € um processo que ocorre com muitas substancias e é
responsavel pela rancidez que aparece quando ha deterioragado de gorduras e 6leos, e
também ocorre no nosso organismo provocando danos irreversiveis. O éster do acido
linoléico (37) € um derivado do acido graxo poliinsaturado que aparece como éster nas
gorduras poliinsaturadas e que podem sofrer ataques dos radicais livres aos seus

atomos de hidrogénio ligados aos carbonos das duplas ligagdes (Solomons, 1996).

H H

\C=C/\H H\C=C/
CHa(CHp)7~ <7 N\

H/ AN (CH,),COR
@37)

(Ester do Acido linoléico)

O resultado da autoxidagédo deste éster (37), por exemplo, é a formagdo de um
hidroperoxido (38).

H

\
Nold
0 \ .
PO H H
%C: =
CH, (CH, ) [ (CH,,COR

H
Hidroperéxido

(38)
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A autoxidagdo é inibida pela presenca de compostos que agem como
‘capturadores” de radicais peroxila, reagindo com eles e formando radicais
estabilizados que ndo propagam a cadeia (Solomons, 1996). Tais compostos
constituem o sistema de defesa antioxidante do organismo (Oga, 1996).

A vitamina C (acido L-ascorbico) (39) € um agente redutor poderoso, em solugao
aquosa. A excepcional facilidade com que essa vitamina é oxidada faz com que ela
funcione como um bom antioxidante (um composto que pode proteger outras espécies
quimicas de possiveis oxidagdes, devido a seu proprio sacrificio). A primeira etapa de
sua oxidacgao é facilmente reversivel e produz o acido desidroascérbico (40) (Fiorucci,
2003).

CH,OH CHOHS o

0]
|-|o_I © HO—J: + -
/ — H/ H + 2H 4+ 2e
H H)=— O/ \O
HO OH

(@9) (40)

Oxidagéo do acido ascorbico ao acido dehidroascoérbico

A redugédo do O, por um unico elétron origina o anion superéxido, Oy" , um

radical livre com elevado poder destruidor (Stryer, 2001) e que pode atuar como
iniciador e propagador de cadeias de radicais livres (Oga,1996). A liberagdo do anion

superoxido é reduzida pelo citocromo oxidase e outras proteinas que reduzem o O
(Stryer, 2001).

Ainda assim nos processos biologicos se formam pequenas quantidades do
anion superoxido como a oxidacdo do grupo ferrohemo (Fe?*) da hemoglobina a
ferrihemo (Fe®*) pelo O, conhecida como reacdo de Fenton (Vieira, 1995). A
protonagéo do anion superéxido conduz a formagao do radical hidroperoxila (HO2'), que
pode reagir espontaneamente com outro radical hidroperoxila para formar o perdxido de
hidrogénio (H202) (Esquema 1).
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- +

e H . 0O,

(L A
02 —_— O;' g H02

—— » HO,
Anion Radical

superéxido hidroperoxila

Peroxido
de hidrogénio

(Esquema 1)

O anion superoxido pode ser eliminado pela enzima superéxido dismutase (SOD)
que cataliza este radical em perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular (Stryer, 2001).
(Esquema 2).

+

2H

-

02- + 02- — =y HOp + O,
Superoxido
dismutase

(Esquema 2)

Também a vitamina E ( a-tocoferol) (41) pode agir como armadilha capturadora
de radicais livres como a-tocoferol (vitamina E), p-caroteno (precursor da vitamina A),
acido ascérbico (vitamina C), flavandides, probucol, entre outros.

CH,3
HO,

HsC o

CH, CHy

Vitamina E (41) (a-tocoferol)
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Um dos importantes papéis dos antioxidantes, no nosso organismo, pode ser a
inibicdo de radicais livres que provocam danos as ceélulas tais como a peroxidagao

lipidica e o envelhecimento.

2.2.2.3. Peroxidacao dos lipidios

Os constituintes antioxidantes da particula da proteina de baixa densidade LDL
(do inglés: Low Density Lipoprotein), sdo fundamentais para a sua protegao (Esterbauer
et al, 1992). A LDL constitui um complexo de lipidios polares neutros, uma proteina de

grande peso molecular, a apoliproteina B, e antioxidantes lipofilicos, predominando o a-

tocoferol e o B-caroteno. Estudos in vitro mostraram que a oxidagao de LDL somente

se inicia apds o estresse oxidativo haver depletado o conteudo antioxidante celular
(Jessup et al, 1990). O estresse oxidativo ocorre em situagbes em que ha desequilibrio
entre os niveis de antioxidantes e de prooxidantes, predominando estes ultimos (Oga,
1996). Varios estudos levantam a hipétese de que a peroxidagao lipidica desempenha
papel importante na patogénese da aterosclerose (Batlouni,1997).

Também a agao antioxidante de derivados tiazolidinicos tem sido pesquisada. Esta
acao fica demonstrada na inibicdo da oxidagédo de proteina de baixa densidade (LDL)
pela troglitazona(5-[4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromona-2-il-metdxi)benzil]-tiazolidina-
2,4-diona) (42) (Noguchi, 1996). A troglitazona tem sido selecionada apds testes de
muitos derivados fendlicos com um anel tiazolidinico para selecionar uma droga que

seja duplamente efetiva como um agente hipoglicémico e um antioxidante (Fujiwara,

1988; Yoshida, 1989).
“3 m T
HO
Troglitazona (42)
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2.2.2.4. Envelhecimento.

De acordo com Oga (1996) varios estudos cientificos tentam explicar a natureza
do processo do envelhecimento, entre eles a teoria dos radicais livres propde que o
envelhecimento resulta de lesbes danosas aleatdrias aos tecidos, as quais seriam
induzidas por radicais livres. E importante salientar que a radiagdo ionizante produz
radicais livres e acelera algumas caracteristicas do envelhecimento, mesmo que este

envelhecimento induzido ndo mimetize o envelhecimento normal.

Um outro ponto a destacar € que os radicais livres de oxigénio sdo produzidos
normalmente no metabolismo celular, os quais podem nao ser sequestrados pelos
sistemas de defesa antioxidante e provocariam lesdes nas células. Algumas pesquisas
demonstram que as defesas antioxidantes de alguns tecidos séo suficientes apenas para
protegé-los contra incidéncias normais de geragao de radicais, mas que se tornam

insuficientes quando ocorre a producao demasiada de radicais livres.

As varias pesquisas sobre a agao antioxidante nas células podem ser feitas
também pela marcagéo de hemacias com tecnécio-99m (metaestavel) que mede a agao
antioxidante de uma substancia pelo aumento da capacidade de ligagdo do MT¢ na

cadeia beta da hemoglobina (Braga et al, 2000).

2.2.2.5. Marcagio de hemacias e plasma In vitro com *™Tc

Na tabela periodica o tecnécio se encontra no grupo VIIB sendo entdo um metal
de transicdo, de numero atdmico 43 e massa atdmica 99,9062, tendo na sua ultima
camada sete elétrons. Podendo atingir o estado de oxidagdo 7°, caso perca-os, dando
origem ao ion pertecnetato (TcO4"). No estado de oxidagdo 7°, esse radionuclidio é
uma espécie nao reativa e ndo pode, por isso, se fixar as estruturas moleculares por
adicao direta. Desta forma é necessaria a redugdo do tecnécio-99m do estado de
oxidagao para um estado de oxidagao mais baixo. O agente redutor utilizado para esse

fim é o cloreto estanoso (Braga, 2000 ).
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Este agente redutor nos sistemas biolégicos, no entanto, tem sido referido em
alguma investigagdes por apresentar efeitos nocivos (toxicos) (Bernardo-Filho et al,
1996). Busca-se desta forma um agente redutor que oferega menor ou nenhum dano
aos sistemas bioldgicos.

Os radiofarmacos marcados com tecnécio-99m sdo os principais agentes para
diagnosticos utilizados nas clinicas de medicina nuclear, em fungdo de urna série de
caracteristicas fisicas do radionuclideo e pela praticidade dos radiofarmacos serem
preparados no local de uso, por meio de uma reagado de complexag¢ao entre um agente
complexante (farmaco) e o tecnécio-99m. Entretanto, durante esta reacdo podem ser
geradas algumas impurezas que proporcionam a formagédo de produtos com baixa

qualidade ou com caracteristicas diferentes das desejadas (Marques et al, 2001).
O uso de radioisétopos na medicina nuclear tem aplicagao tanto terapéutica
quanto para diagnaostico.

No uso terapéutico, a radiacdo é empregada na tentativa de curar doengas.
Algumas formas de cancer, por exemplo, podem ser tratadas por radioterapia.

As células do tumor cancerigeno sao destruidas pelos efeitos da radiagdo. Os
radioisétopos sao empregados também em diagndstico, fornecendo informagdes sobre
o tipo ou extensdo da doenga. O radioisotopo ideal para uso de diagndstico deveria
possuir algumas qualidades: emitir particulas gama, pois estas tem um grande poder
de penetragédo, e podem sair do organismo; nao emitir, preferencialmente, particulas
alfa ou beta; o tempo de meia-vida deve ser ideal: nem tdo curto, que nao possa ser
detectado a tempo, nem tao longo, onde atividade ainda existiria apds o diagnéstico. O
tecnécio-99m, *°"Tc é o isétopo que atende a quase todas as necessidades. A letra m
corresponde a metaestavel: o isétopo pode perder alguma energia e se tornar estavel.
E isto o que ocorre, o atomo *™Tc emite uma particula gama e se torna o atomo **Tc,
estavel (Esquema 3) (Revista eletronica do Departamento de Quimica da UFSC,
2003).

W, 99Tc+y

(Esquema 3)
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Entre os diagnosticos com o tecnécio-99m estdo a marcacdo de células
sanguineas como hemacias, leucocitos e plasma. A molécula de hemoglobina € o sitio
de ligagcao do tecnécio-99m e, para haver fixagdo no interior das hemacias, os ions
pertecnetato e estanoso atravessam a membrana plamatica das células, provavelmente
por transporte ativo, através do sistema de transporte anion Banda 3 (ion pertecnetato,
TcO4 ) e canais de célcio (ion estanoso, Sn**) (Oliveira et al, 1997). (Fig. 1)

Redugdo do 99mTcO 4,Na

|

Marcagdoda Hb
Com 9%mTc 9mTcO 4Na
Cl -

Hb
CO z;H

Figura 1.: Representacdo das etapas (dentro da células) para a marcagdo de hemacias com tecnécio-99m.

Em medicina nuclear o tecnécio é largamente utilizado devido as suas
caracteristicas que justificam o seu emprego, tem meia-vida de 6 horas, marcagao de
diferentes moléculas e estruturas celurares, energia gama de radiagdo de 140 KeV,
dose minima aos pacientes e enrgia corpuscular despreziveis. A fonte de tecnécio-99m
€ o molibidénio-99, que é produzido pelo bombardeamento do molibdénio-98 por

néutrons no reator nuclear (Esquema 4).

N ] 9
4210 N > 410

(Esquema 4)

Muitos laboratorios de radiologia tém um pequeno gerador (Fig. 2) de

radioisotopo contendo molibidénio-99, que decai para formar o tecnécio-99m ( Esque-
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ma 5), o qual pode ser produzido em hospitais através do decaimento B de **Mo. (Costa
e Sousa, 1999).

=N 99m 0
20— 43 Tc . e

(Esquema 5)

98 o5 90000 90my L 997 &, 99p,

neutron irrodiotion &6 h & h 105}'
——
" oslm -
solugdio salina—_  [| [i < ooy -
rj L 4
I
99M504= gngch'
&GN

!'. i {coluna de alumina)

Figura 2: gerador de Tecnécio-99m

A revisao da literatura destacou a importancia dos varios métodos de sintese dos
derivados tiazolidinicos, rotas e grupos de reagentes mais favoraveis para obtengéo
destes compostos bem como a importancia dos antibidéticos para a atividade
antimicrobiana. Mostrou também a atividade citotoxica e o amplo campo de pesquisas
gue os mesmos oferecem para a sintese de novos compostos. Foi destacado também
suas possiveis aplicagdes na medicina nuclear através do melhoramento da marcacgao

de hemacias e proteinas plasmaticas buscando substituir o cloreto estanoso (toxico) por
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um agente redutor menos nocivo para os sistemas biologicos. Tais enfoques

direcionaram os objetivos deste trabalho.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

>

Sintetizar derivados substituidos da tiazolidinona, determinar a atividade
antimicrobiana, citotoxica e promover a marcacdo de hemacias e plasmas com

tecnécio-99m.

3.2. Objetivos especificos

>

Sintetizar os compostos nas séries 1 e 2. Na série 1 usar os aldeidos aromaticos
2,4-diclorobenzaldeido e 3,4-diclorobenzaldeido para substituicdo na posicédo 5 e o
6-cloroacetil-1,4-benzoxazin-3-ona para substituicdo da posi¢ao 3 da tiazolidina-2,4-

diona, respectivamente;

Sintetizar os compostos da série 2 utilizando o pentasulfeto de fosforo para a
introducéo do enxofre na posic¢ao 4, obtendo a 4-tioxo-tiazolidina-2-ona;

Utilizar os aldeidos 3-formil-6-metil-cromona e 10-cloro-9-formil-antraceno para a
substituicdo da posicédo 5 da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona.

Determinar a estrutura quimica dos compostos sintetizados usando métodos
espectroscopicos tais como Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN'H) e de carbono treze (RMN'®C), Infravermelho (IV) e Massas (EM).

Determinar a atividade antimicrobiana qualitativa pelo método de difusdo em disco
e, quantitativa, pela determinagdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) e a

concentragdo minima bactericida (CMB), frente a 10 microrganismos patégenos.

Determinar a atividade citotoxica frente a linhagem HEp-2 (Carcinoma Epidermdide
de Laringe) e a linhagem NCI-H292 (Carcinoma Muco Epiderméide de Pulmao)
através de teste de inibicdo do crescimento celular baseado no método MTT.

Promover a marcacao de hemacias e plasmas com o radioisétopo Tc-99m utilizando
sangue de rato wistar e cloreto estanoso para redugao do ®MTe.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Solventes
Acetona

Acetato de etila

Acido acético glacial
Acido monocloroacético

Acido Tricloroacético

Benzeno
Ciclohexano

Cloretos de Benzila
Cloreto de Sddio
Cloreto Estanoso Di-Hidratado
Cloroférmio
Diclorometano
Dioxano

DMSO

Etanol

Eter Etilico

Hexano

Hidréxido de Sddio
Hidréxido de Potassio
Metanol

Tetracloreto de carbono
Tolueno

Tetrahidrofurano (THF)
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4.1.2. Reagentes

Acetato de sodio

2,4-dicloro-benzaldeido

3,4-dicloro-benzaldeido

3-formil-6-metil-cromona
10-cloro-9-formil-antraceno
6-cloroacetil-1,4-benzoxazin-3-ona (benzoxazona)
Pentassulfeto de fésforo

Piperidina

Tecnécio- Tc-99m (*™TcO,4Na)-pertecnetato de sodio, eluido do gerador **Mo/ *™Tc do
IPEN/CNEN)

Cloreto de sodio
Cloreto estanoso di-hidratado

Corante azul Tripan

4.1.3. Equipamentos
Aparelho para ponto de fusdo modelo 340.23 QUIMIS.

Balanga analitica modelo E. Mettler
Centrifuga JANETZK K23 RPM IN 4000

Cilindro de argonio — WHITE MARTINS

Espectrofotometro de infravermelho, marca BRUKER modelo IFS66
Espectrofotometro de massa HEWLETT-PACKARD 5890. Série || modelo 5988A
Espectrofotobmetro de ressonancia magnética nuclear, marca BRUKER modelo DRX
400

Estufas modelos diversos, marca FANEM

Estufas (Sedas, Mildo-Italia) com atmosfera umida enriquecida com 5% de CO;
Freezer mod. 340 Pratice — CONSUL

Lampada ultravioleta

Placa de aquecimento com agitador magnético FANEM

Leitor automatico de placas do tipo Multiskan a 540 nm
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4.1.4. Diversos

Cromatofolhas de silica gel 60F 254

Discos de papel de 6 mm de diametro (Whatman n° 2)

Placas de Petri

Placas de cultura com 96 pogos (225 pL em cada pogo)

Meios de cultura Mueller-Hinton-agar, Glicose extrato de levedura agar e Sabouraud-
agar

DMEM-Minimun Essencial Médium Eagle Modificado Dulbecco’s

Soro fetal bovino

Solucao de antibidtico ( penicilina 1000 Ul/ mL + estreptomicina 250 mg/mL)
L-glutamina 200 mM.
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4.2. Métodos

4.2.1. Metodologia do Estudo Quimico

A reacgao da tiouréia com o acido monocloroacético em meio aquoso a 110°C,
sob agitagdo magnética, conduziu a formacdo da tiazolidina-2,4-diona (I) com
rendimento de 45% . A tiazolidina-2,4-diona (I) tratada com pentassulfeto de fésforo em
presengca de dioxano seco, levou a formagédo da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (II). A
tiazolidina-2,4-diona (I) reagiu com o 2,4-diclorobenzaldeido e 3,4-dicloro-benzaldeido
na presenca de piperidina em metanol, sob refluxo formando os derivados I1I-a e I1I-b.
A 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (II) reagiu com o 2,4-diclorobenzaldeido, 3-formil-6-metil-
cromona e o 10-cloro-9-formil-antraceno na presencga de acetato de sédio anidro em

acido acético, sob refluxo sendo obtidos os produtos IV-a, V-d e VI-c.

O atomo de hidrogénio ligado ao nitrogénio na posi¢ao 3 da tiazolidina-2,4-diona
e da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona, que € suficientemente acido, foi substituido por um atomo
de potassio da base KOH, formando um sal. O sal formado reagiu com o 6-cloroacetil-
1,4-benzoxazin-3-ona através de uma reacédo de alquilacdo sintetizando o composto
(VII-e). Este composto reagiu com o aldeido 10-cloro-9-formil-antraceno na presenga
de piperidina em etanol absoluto formando o composto (VIII-a). Estas reagdes foram

efetuadas de acordo com o diagrama de sintese a seguir.
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4.2.1.1. Diagrama de Sintese

CS(NHy), + CICH,COOH

H,O
OT,\(H
s/K ©
(M
(Série 2) | (Série 1)
RCHO X—R
PZSS !
S /H R
N H o 1
Z»)% :j:N/ T/(
IS (0]
() rReH S/¥ o S
(Ill-a e 1I-b) (V)
RCHO

RCHO
H

S\\ N/
R
RCH? is* 0 HOIN/ 1
(IV-a, V-d e Vi) RC S% (0]

(VIII-a)

a:R= 2,4-ClCgH3—

b: R = 3,4-C|CGH3—
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4.2.1.2. Parte Experimental

4.2.1.2.1. Obtengao dos derivados tiazolidinicos

4.2.1.2.1.1. Obtencao da tiazolidina-2,4-diona (I)

H
HO NV
CICH,COOH  + CS(NH, —<—> /K
S (0]
o

Em um baldo de fundo chato foi adicionado 15g (0,1973 mol) de tiouréia e
dissolvida em 100 mL de agua destilada, em seguida foi colocado 18,6g (0,1973 mol)
de acido monocloroacético. O baldo foi aquecido diretamente na chapa a 110 °C sob
agitacdo magnética. A reagao foi acompanhada por cromatografia de camada fina até
seu término, durante 25 horas. Apods esse periodo o produto foi vertido para um béquer
onde cristalizou. O produto (I) foi filtrado em funil sinterizado, seco, pesado e

determinado seu ponto de fusdo (Tabela 6).

4.2.1.2.1.2. Obtencao da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (II)

Os N/H S
(Pst) f %
Z No d|oxano seco
S
refluxo

O

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado 2,5g (0,0213 mol) de tiazolidina-
2,4-diona (I), 40 mL de dioxano e em seguida 5g (0,0213 mol) de PS5 (pentassulfeto
de fésforo). O baldo foi aquecido em banho de 6leo a 90°C sob agitagdo magnética por
um periodo de 8 horas. O produto da reacido foi transferido para um béquer e
adicionado gelo triturado para precipitar o composto formado e dissolver o P2Ss
restante. A fase dioxano foi separada, evaporada até a metade e recristalizada. O
composto obtido foi filtrado, seco, pesado e submetido a ponto de fusdo (Tabela 6).
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4.2.1.2.1.3. Obtencao dos derivados (III-a) e (III-b) da tiazolidina-2,4-diona

H

H (0]
(0] V R ;\
)% + CHO —_— %
5 o piperidina, 70 °C S (o)
@ (I a-b)

Cl

II-a : R: Cl*@f

Cl
b :R: m@

Em um baldo do fundo redondo foi adicionada 0,200g (0,0017mol) da tiazolidina-
2,4-diona (I) e dissolvida em 8 mL de etanol absoluto, colocadas duas gotas de
piperidina como catalisador. A mistura foi deixada sob agitagdo durante uma hora a
temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado lentamente 0,0017mol de
benzaldeidos substituidos e a reagao foi aquecida a 70 °C sob agitagdo magnética. A
reacao foi acompanhada por cromatografia de camada fina até seu término durante 11
e 13 horas. Os produtos foram recristalizados em etanol, filtrados, secos , pesados e
verificado seus rendimentos e pontos de fusao (Tabela 6).
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4.2.1.2.1.4. Obtencgédo dos derivados (IV-a, V-d, VI-¢) da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona

g o

(Iv-a) CHO -( 6-metil-4-oxo0-4- cromona-3-il-metileno)

5-(2,4-dicloro-benzilideno)-4-tioxo- 4 t'OXGt'azolld'n -2-ona
tiazolidina-2-ona

()
AL
@ (VI-c)

5-(10-cloro-antraceno-9-il-metileno)-4-tioxo-
tiazolidina-2-ona

Em um baldo de fundo redondo foi colocado 0,5g (0,00376 mol) de 4-tioxo-
tiazolidina-2-ona (ll) sob agitacdo magnética, adicionado 10 mL de acido acético glacial
e 4,5 mL de diclorometano. Em seguida foi colocado lentamente 0,3085g (0,00376 mol)
de acetato de sédio fundido. Uma hora apos a formagéo do sal, foi colocado o reagente
0,6578g (0,00376 mol) lentamente. A mistura reacional foi aquecida em banho de 6leo

a 76°C durante 4, 14 e 19 horas, respectivamente. Os produtos foram resfriados,

recristalizados, filtrados, secos, pesados e submetidos a ponto de fusdo (Tabela 6).
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4.2.1.2.1.5. Obtengao do composto (VII-e) derivado da benzoxazona

o) H
II |
0 C N
(0]
o N/H I Hzc/
7\_ /K e \@ j/ e
(0]
MeOH,76 °C
) (Vll-e)
Tiazolidina-2,4-diona 6-cloroacetil-1,4-benzoxazin-3-ona  3-[2-0x0-2-(3-0x0-3,4-diidro-2H-benzo[1,4]-oxazin-6-il )-etil
-tiazolidina-2,4-diona
(Benzoxazona)

Em um baldo de fundo redondo foram colocados 0,2502g (0,0021mol) de
tiazolidina-2,4-diona (I) dissolvida em 7,5 mL de metanol, adicionado gota a gota
0,11964g (0,0021 mol) de uma solugcédo de KOH em metanol e 0,4818g (0,0021mol) de
6-cloroacetil-1,4-benzoxazin-3-ona (benzoxazona) em acetato de etila. Apos o
término da reagdo em 25 horas, sob refluxo o produto (VII-e) foi cristalizado a frio,

filtrado, lavado, pesado, seco e deterrminado o seu ponto de fusdo (Tabela 6).

4.2.1.2.1.6. Obtencao do composto (VIIl-a) derivado do 10-cloro-9-formil-

antraceno

@ C—
o Remn Gxl
s @

(VIII-a)
3-{2-0x0-2-(3-0x0-3,4-diidro-2H-benzo 5-(10-cloro-antraceno-9-il-metileno)-3-[2-0x0-2-(3-0x0-3,4-
[1,4]-0xazin-6-il Jetil-tiazolidina-2,4-diona diidro-2H-benzol[1,4]oxazin-6-il)-etil]-tiazolidina-2,4-diona

Em um baldo de fundo redondo foi colocado sob agitacdo magnética 0,1242g
(0,00039 mol) do composto (VII-e) adicionado 4 mL de etanol absoluto, 4mL de
cloroféormio, e acrescentado 4 gotas de piperidina. Uma hora depois foi colocado gota a
gota 0,0943g (0,00039 mol) do aldeido 10-cloro-9-formil-antraceno solubilizado em 3
mL de acetato de etila. A reagao foi aquecida a 80°C sob agitagdo. Apos o término, o
produto (VIIl-a) foi cristalizado, pesado e submetido a ponto de fuséo (Tabela 6).
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4.2.2. Metodologia do Estudo Bioldgico

4.2.2.1. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada qualitativamente, pelo método
convencional de difusdo em disco de papel (Bauer et al, 1966), e quantitativamente,
pela determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI).

O estudo foi realizado frente a 10 microrganismos-teste, incluindo bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas, bacilos alcool-acido resistentes, leveduras e fungos

filamentosos.

4.2.2.1.1. Microrganismos-teste

Foram utilizados representantes dos diversos grupos de microrganismos,
pertencentes a Colecao de Culturas do Departamento de Antibiéticos:

Bactérias Gram-positivas

Staphylococcus aureus (DAUFPE-1)
Bacillus subtilis (DAUFPE-16)
Micrococcus luteus (DAUFPE-6)
Enterococus faecalis (DAUFPE-138)

Bactérias Gram-negativas

Escherichia coli (DAUFPE-224)
Pseudomonas aeruginosa (DAUFPE-39)
Serratia marcescens (DAUFPE-398)

Bactéria alcool-acido-resistente

Mycobacterium smegmatis (DAUFPE-71)
Fungo filamentoso

Monilia sitophila (DAUFPE-2083)

Levedura Candida albicans (DAUFPE-1007)
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4.2.2.1.2. Meios de cultura

Foram utilizados os meios Mueller-Hinton-agar para realizagdo dos testes com
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (exceto Enterococcus faecalis), glicose
extrato de levedura agar (GL) para a realizagdo de experimentos com Mycobacterium
smegmatis e Enterococcus faecalis e Sabouraud-agar para Candida albicans e Monilia
sitophila.

4.2.2.1.3. Padronizagao

Os inoculos bacterianos, foram obtidos a partir de pré-culturas com
aproximadamente 18-24 horas de incubagdo a 35°C em caldo Mueller-Hinton. A
levedura e o fungo filamentoso permaneceram durante 24-48 horas a 30 °C em
Sabouraud-agar (Tabela 1).

As suspensdes dos inéculos foram padronizadas em solugao fisiologica, a uma
densidade optica de 0,2 de absorbancia a 600 nm, equivalente a turvagao 0,5 da escala
de McFarland (Koneman, 1997), que corresponde a aproximadamente 10’ UFC para

bactérias e 10° UFC para fungos e leveduras.
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Tabela 1: Condigdes de crescimento dos microrganismos utilizados nos testes de atividade antimicrobiana para os

compostos obtidos por sintese.

Microrganismo Meios de cultura Temperatura (°C) | Tempo (h)
Staphylococcus aureus Mueller-Hinton-agar 35 24
Micrococcus luteus Mueller-Hinton-agar 35 24
Bacillus subtilis Mueller-Hinton-agar 35 24
Pseudomonas aeruginosas Mueller-Hinton-agar 35 24
Mycobacterium smegmatis Glicose-extrato de 35 48
levedura-agar
Enterococcus faecalis Glicose-extrato de 35 24
Levedura-agar
Escherichia coli Mueller-Hinton-agar 35 24
Serratia marcescens Mueller-Hinton-agar 27 24
Candida albicans Sabouraud-agar 30 48
Monilia sitophila Sabouraud-agar 30 48
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4.2.2.1.4. Teste de antagonismo
A atividade antimicrobiana dos compostos foi avaliada pelo método de difusdo

em disco, no meio Muller-Hinton-agar (Bauer et al, 1966).

Suspensdes microbianas padronizadas pela turvagao equivalente ao tubo 0,5 da
escala de McFarland (aproximadamente 107 UFC para bactérias e 10° UFC para
leveduras), foram semeadas em meio Mueller-Hinton-agar.

Discos de papel (Whatman n° 2) de 6 mm de didmetro, impregnados com 20 pL

de uma solugao a 15000 pg/ mL foram colocados sobre a superficie do meio semeado.

As placas foram incubadas por 24-48 horas, a 35 °C (bactérias) ou 30 °C (fungos
filamentosos e leveduras). Apds o periodo de incubagdo, procedeu-se a leitura dos
resultados, pela medi¢cdo do didmetro do halo de inibicdo do crescimento microbiano,
formado ao redor dos discos. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados
foram expressos pela média aritmética dos didmetros, nas trés repeticbes. Os
compostos que formaram os maiores halos de inibigdo foram selecionados para
determinagdo da CMI (concentragdo minima inibitoria).
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4.2.2.1.5. Concentragao minima inibitéria (CMI)

A concentragdo inibitéria minima (CMI) corresponde a menor concentragao do
produto, onde n&o ocorreu crescimento visivel a olho nu. Esta concentragao é expressa
em pg / mL. As diluicdes foram realizadas com cristais de cada produto sintetizado, e
diluidos em agua destilada ou solvente apropriado a partir de solu¢gées-mée das
substéncias de concentragéo igual a 1000 ug/mL. Com essa solugao foram preparadas
diluigbes sucessivas em caldo Mueller Hinton a fim de obter uma série de 100 pg/mL,
50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL, 3,25 pg/mL e 1,75 pg/mL (Fig. 3).
(Lorian, 1986).

BENZOXAZONA 1mL desprezado
0,2mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
Y
N—— N——1 N——1 N——
1 2 3 4 5 6 7 T
1,8 1mL 1mL 1mL 1mL] 1mL 1mL]
mL
MH MH MH MH MH MH MH
< < — <D < <D oD <D —
S N——1 MN——1 N1 N——1 N——1 N——1 N N1
N~ SN— SN———— S——— S— SN— S——— S—— S———
Solugéo da
Benzoxazona

(@100 %) 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL 12,5 pg/mL 6,25 ug/mL 3,125 pg/mL 1,75 pg/mL

Figura 3: Série de concentracbes da substancia-teste, em caldo Mueller-Hinton, para
determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI)

Os tubos contendo as diferentes concentragbes da substancia, foram inoculados
com 100 pL da suspensdo do microrganismo-teste e incubados a temperatura
apropriada, durante 24 horas. Um controle positivo, contendo o meio de cultura (sem a
substancia) inoculado com igual volume da suspens&o microbiana, e um controle
negativo, contendo apenas o meio de cultura, foram também incubados para

comparacgao dos resultados.
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Apos 24 horas de incubacdo, procedeu-se a leitura dos resultados; a CMI é
expressa pela concentracdo da substancia no primeiro tubo onde n&o ocorreu
crescimento visivel (turvagdo do meio). Dos tubos onde n&o ocorreu crescimento foram
semeados 10 pyL em Mduller-Hinton-agar, para verificagdo da concentragdo minima
bactericida (CMB) que é determinada pela concentracdo do tubo que n&o apresentou

crescimento de coldnias na placa.

4.2.2.2. Atividade citotoxica

As células NCI-H292 (obitidas de carcinoma mucoepidermoide de pulmao) e
HEp-2 (derivadas de carcinoma epidermoide de laringe) foram mantidas em DMEM -
Minimum Essencial Medium Eagle modificado Dulbecco’s (Sigma), suplementado com
10% de soro fetal bovino (Sigma), 1% de solugéo de antibiético (penicilina 1000 Ul/ml +
estreptomicina 250 mg/ml) e 1% de L-glutamina 200 mM. (Nascimento et al, 1993).

Para determinar a viabilidade celular, foi utilizado o corante vital Azul Tripan
(Merck) 0,4% em PBS, o qual penetra facilmente nas células danificadas corando-as
em azul, enquanto que as células integras permanecem incolores, permitindo assim,
determinar a porcentagem de células vivas e células mortas (Weisenthal et al, 1983).

A contagem das células foi realizada em microscopio invertido Leitz, com a
utilizacdo de um hemocitdbmetro, preenchido com uma aliquota da suspensao de células
homogeneizadas.

Para determinacdo da citotoxicidade, a suspensao celular de 10° células/ml, foi
preparada em meio adaptado para cada linhagem celular. A suspenséo foi distribuida
em placas de cultura com 96 pogos (225 pl em cada pogo). As placas foram incubadas
a 37°C em estufa (Sedas, Mildo-Italia), com atmosfera umida enriquecida com 5% de
CO.,. Apds 24h as substancias testes foram adicionadas (25 pl/pogo) e as placas foram
reincubadas a 37°C (Costa & Nascimento, 2003).

O método do MTT (Mosmann, 1983), baseia-se na capacidade que as células
vivas possuem de reduzir o sal tetrazélio de cor amarela, a formazan insoluvel, de cor
purpura, que precipita gragas a agao da enzima mitocondrial succinil desidrogenase,

ativa apenas em células vivas.
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Apods 72 h de contato das células com os compostos IlI-a, I1I-b, V-d, VII-e e
VIlI-a, foi adicionado a cada pogo, 25 pyl de MTT brometo (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio) a uma concentragdo de 5 mg/ml em PBS. As placas foram deixadas
por duas horas em estufa (37°C). Ao final desse periodo o meio de cultura, juntamente
com o excesso de MTT foram aspirados e em seguida, 100 pyl de DMSO foi adicionado
a cada pogo para dissolugao dos cristais Formazan (Alley et al, 1988).

Para verificar a porcentagem de inibigdo, a leitura optica foi feita em leitor
automatico de placas do tipo Multiskan a 540 nm. A densidade oOptica (DO) média dos
pogos testes foi comparada com a ( DO) média dos pogos controle

4.2.2.3. Marcagio de Hemacias e Proteinas Plasmaticas com Tc %™

Amostras de 0,5 mL de sangue de ratos Wistar (n=3) foram coletadas em
seringa, previamente heparinizada. O primeiro tubo foi o controle com solugéo salina a
0,9%. Logo apds, foi adicionado 0,5 mL de SnCl, (1,2 pg/mL) do composto
benzoxazona a temperatura ambiente, nas concentracdes 100; 50; 25; 12,5 e 6,25%.

®M nha forma de

Apd6s uma hora de incubagao foi adicionado 0,1 mL de Tc
pertecnetato de sodio (**™ TcOsNa) mantendo as mesmas condicdes por 10 minutos. As
amostras foram centrifugadas a 1500 rpm durante 15 minutos, e em seguida as células
do sangue e do plasma foram separados, e calculada a radioatividade em cpm
(contagem por minuto). Para obter a fracdo soluvel das células (FSC) e do plasma
(FSP) e a fragdo insoluvel das células (FIC) e do plasma (FIP) foi utilizado o acido
tricloro-acético (TCA a 5%) seguido da centrifugagdo durante 5 minutos a 1500 rpm. A
fim de obter-se o percentual de radioatividade foi procedida a contagem em contador
gama (DPC Gamgyt Cr). Um esquema que resume a metodologia utilizada esta

apresentado na figura 4.
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100pL de NaCl 0,5 mL de SnCl, (1,2
0,9% / 60 min. pg/mL) / 60 min.

Tc-99m 100pL
(3,7MBq)/10min.

Figura 4: Seqiiéncia da metodologia da marcagdo de hemacias e proteinas plasmaticas com tecnécio-99m
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo Quimico

Os resultados espectroscopicos dos compostos sintetizados estao
demonstrados nas Figuras 5 a 15 a seguir acompanhadas das respectivas estruturas
quimicas. A leitura numérica dos espectros estdo relatadas nas tabelas 2 a 5 e os

dados fisico-quimcos estao descritos na tabela 6.

5.1.1. Resultados Espectroscépicos de RMN'H e Infravermelho do

derivado 5-(2,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona ( I11-a )

cl O v H
Cl-@— H<:7\: /Ko

Tabela 2.: Dados de RMN'H e Infravermelho do derivado 5-(2,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (III-a)

Espectro Absorgoes
RE 7,59 (m, 3H, Ar) J =8,69Hz ; 7,84 (d, 1H) J =2,09 H;
(DMSO) (8 ppm) 12,74 (sl, NH)

Deformagao axial de NH, em ligagcdo de hidrogénio, dublete
v de imida, 3250-3000; deformacdo axial de CH aromatico,
. . 3033-3183 ; deformacéao axial simétrica e assimétrica de C=0
(vem™), KBr (1%):
acoplado 1751-1680; deformagao axial de C=C aromatico,
1740-1700; deformagcédo axial de C-O, 1300-1250;

deformacéo angular de C-H aromatico, 730-680.

Obs: Os sinais que aparecem entre 5 e 4 ppm e 2 e 1 ppm, no espectro de RMN'H, sao impurezas.
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Figura 5.a. : Espectro de RMN'H do composto ITI-a: 5-(2,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
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Figura 6. : Espectro de Infravermelho do composto III-a: 5-(2,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
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5.1.2. Resultados Espectroscopicos de RMN'H e Infravermelho do

derivado 5-(3,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (I11-b)

cl 0 H
@ CIN/

cl —H /\%
S (]

Tabela 3.: Dados de RMN'H e Infravermelho do composto I1I-b

Espectro Absorcoes
RMN'H
(OMSO) 7,54 (dd,2H, ArH) J= 2,39Hz; 7,77 (m,1H, H C=) J= 4,2Hz;
(® ppm) 7,88 (d,1H,ArH) J=2,1Hz; 12,74 (sI,1H, NH)
v Deformagéo axial de NH, em ligagdo de hidrogénio, dublete de

(vem™), KBr(1%):

imida, 3240-3060; deformacédo axial de CH aromatico, 3062-
3000; deformagdo axial simétrica e assimétrica de C=0
acoplado 1750-1687; deformacdo axial de C=C aromatico,
1687-1625; deformacao axial de C-O, 1300-1250; deformacéao
angular de C-H aromatico fora do plano, 750-688

Obs: Os sinais que aparecem entre 5 e 4 ppm e 2 e 1 ppm, no espectro de RMN'H, sao impurezas.
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,'Tv
7.78

Figura 7.a. : Espectro de RMN'H do composto ITI-b: 5-(3,4-diclorobenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
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5.1.3. Resultados Espectroscopicos de RMN'H, Infravermelho (IV), RMN'C e
MASSAS do derivado 3-[2-0x0-2-(3-0x0-3,4-diidro-2H- benzo[1,4]-oxazin-6-il)
etil-tiazolidina-2,4-diona (VII-e)

2 Ao

Tabela 4. : Dados de RMN'H, RMN"*C, Infravermelho ¢ Massas do composto VII-e

Absorgoes

RMN'H

4,38 (1s, 2H: CH,): 4,71 (1s, 2H: CHy); 5,02 (1s, 2H:CHy)
(DMSO)(5 ppm)

7,09 (d,1H:Ar) J= 8,1Hz; 7,48 (d,1H: Ar) J=2,1Hz; 7,75(dd, 1H:Ar)
J=10,5H2;10,92 (sl, 1H: NH)

RMN"C 34,09 ( CHy); 40,0 (CHy); 47,0 (CHy); 66,78 (C-0);115,06-148,17
( 5ppm): (C=); 164,05 (N-C=0); 171,66(N-C=0); 171,97 (C=ON); 189,55
(C=0)
MASSAS Intensidade
m/e 41: 44; 55; 65; 81; 92; 120; 122; 135; 148; 165; 183; 211; 277
v

Deformagao axial de NH de imida, em ligagdo de hidrogénio,
3000-2900; deformacao axial de CH aromatico, 2900-2850;
deformacé&o axial simétrica e assimétrica de C=0 acoplado 1730
-1690; deformagdo axial de C=C aromatico, 1390-1500;
deformacédo axial de C-O, 1250-1200; deformag&o angular de C-
H aromatico, 1000-750.

(vem™, KBr(1%):
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Figura 9.a .: Espectro de RMN'H do composto VII-e: 3-[2-0x0-2-(3-0x0-3,4-diidro-2H-benzo[ 1,4]-0xazin-6-il) etil-tiazolidina-2,4-diona
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5.1.4. Resultados Espectroscopicos de RMN'3C, Massas e Infravermelho (IV) do
derivado 5-(10-cloro-antraceno-9-il-metileno)-3-[2-0x0-2-(3-0x0-3,4-diidro-2H-
benzol [1,4]oxazin-6-il)-etil]-tiazolidina-2,4-diona (VIII-a).

Tabela 5: Dados de RMN"’C, Infravermelho ¢ Massas do composto VIII-a

Absorgoes
Espectro
RMN'C 40 (CH,); 47,27 (CH,); 66,75 (C-O); 115,41-147,80 (C=
(dppm): e Cde arila); 164,12 (N-C=0); 189,93 (C=0)
MASSAS Intensidade
(Fragmentagbes%) | 41; 54; 66; 110; 128; 148; 162; 176; 204; 227; 257; 276; 314;
369; 388
v

] Deformagdo axial de NH de imida, em ligacdo de
(vem, KBr (1%)) _ _ _
hidrogénio, 2983-2700; deformac&o axial de CH aromatico,
2900-2850; deformacao axial simétrica e assimétrica de
C=0 acoplado 1730-1684; deformacdo axial de C=C
aromatico, 1401-1500; deformacéao axial de C-O, 1250-1200

; deformagao angular de C-H aromatico, 1000-750.

78



SILVA FILHO, JOAO DA. ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE DERIVADOS DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA E 4-TIOXO-TIAZOLIDINA-2-ONA

BUOIp-t‘Z-eulpljozel-[|ye-(ji-9-uizexo[y* | ]

|0ZU8Bq-HZ-0JpIIP-1*E¢-0X0-€)-Z-0X0-Z]-¢-(0Us|}oW-|I-6-0UBDRIUB-010[0-0 L )-G : B-TIIA 0}S0dwod Op O NINY 8p os0eds3 : €T eandig

00T

o Zea. P

vt
L

0971

YO RSP Y

8eT

002

TR NP SIS

098 L7 ‘Ul g ‘Y[ own [BIO],
89LTE IS 14

ZH ('] Suruapeoiq aur
DNISSID0Ud VLVA
PRlR[MpOW 9[-Z LTV

Ke[op uunp jjo

uonisinboe Jumnp uo

gp ¢¢ 1omod

ZHW L062956'66T ‘TH d1dNOJAA
ZHIN SYTLETY'SL ‘€10 AYASHO
suonnadar gz.

ZH L'T10S91 WPt

9935 (0§ Z 2w "boy

$22150p ('St 9S[Ng

995 00ST AB[Op "XB[Y
«00€0dddN,,  00€-SdXLINN
“dwidy Jusrquy

OSIAQ : AIURAJOS

[ndgs :9ouanbas asing

dd4n $0°01°CT

1T L1016 "N 0gdeyoros
Z1€-nrensowry

oy[Lf ogof

79



SILVA FILHO, JOAO DA. ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE DERIVADOS DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA E 4-TIOXO-TIAZOLIDINA-2-ONA

BUOIp-‘Z-eulpljozen-[|ne-(j1-9-uizexo[y* | ]
[0ZUBQ-HZ-0JplIP-1‘€-0X0 -¢)-g-0x0-Z]-¢-(ous|jow-|I-6-0usdeljue-0iojd-0)-G : B-IIIA 0}sodwod op essel\ ap 04}09ds] : p| eangiyg

_ _oM.m 005§ * ow_.v oﬂ_:. (1143 00¢ 0S¢ 002
LTS S LN . HFS TR FN P PN PPN T S P B N [ . [ [ s L4
£9S  2%: 89t St 88z | tre - W ORI
‘ saf gz =0z
(@]
H\NV|/O
Oo=0
: A
s :
O n__ :
: I 0TI B
i
. merr l
2 b~
tS  %00T
~ S8EST = %00°00T S8EST :3IUI SN ZpOp :ZLuoJ #S :na @seg : sy
965 - Tt :9DuPy ssew £20£pE “uHm._: y wv"o uwewhpcoqucmumm mmw "om cm_uw__
. . YNV C/0y0c TE-NC VHLSOWY : 3USwwo T
TS:6Z:ST £0/£Z/0T :2@3eg TZ-ZTOT8\VLivO\DDS\ D cTE 3o|d §._w.uwnm.

80



SILVA FILHO, JOAO DA. ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE DERIVADOS DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA E 4-TIOXO-TIAZOLIDINA-2-ONA

BUOIP-*Z-BUIPI[OZEN-[[N0-([1-9-UIZexo[ ] ]|0ZUdq-F/ -
OIPIIP-{°€-0X0- € )-7-0X0-7 |-¢-(0Ua[JoW-[I-6-0UdoBIUB-0I0]-() ] )-G : B-[[[A 0Isodwiod op oyjouLdAegu] 9p onoadsy : gy eansiy

(,.wd) epuQ ap oJawnN

00S 000L  00St .000Z  00SZ 000€ 00SE  000Y

¥ v T r v v T v ' v Y d T v

(%) elouglwsues |

81



SILVA FILHO, JOAO DA. ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE DERIVADOS DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA E 4-TIOXO-TIAZOLIDINA-2-ONA

5.1.5. Dados fisico-quimicos das reagoes

Tabela 6. : Dados e constantes fisico-quimicas dos compostos obtidos

Composto Quantidade Rdt Purificacdo Rysistema | Tempo PF Solubilidade
Obtida pura de (°C)
(2) (%) reagao
(h)
MeOH,
| 11,0290 45 Recristalizagdo 0,46 25 112 | acetona,
(em agua) acetato de
(CHCl;/MeOH etila
(0,96: 0,04)
Benzeno,
0,50 CHCl,
I 1,6400 60 Recristalizagdo CH,CL/EtOH 8 99 | CHCl,,
(em dioxano) (0,96:0,04) acetona,
acetato de
etila, THF,
MeOH,
EtOH, Ac.
Acético,
dioxano,
Tween
CHCl,
III-a 0,1168 65 Recristalizagdo 0,51 11 203 | CHCl,,
(em metanol) (CHCI/MeOH acetona,
(0.96:0,04) acetato de
etila, THF
acetona,
I11-b 0,1747 58 Recristalizagdo 0,50 13 174 | acetato de
(em metanol) (CHCL;/MeOH etila, EtOH,
(0,95: 0,05) MeOH.
CHCl,
IV-a 0,4727 63 Recristalizagdo 0,49 4 143 | CHCl,,
(em ac.Acético) (CHCI/MeOH acetona,
(0.97:0,03) acetato de
etila, THF.
DMSO,
EtOH
MeOH.
v-d 0,1089 36 Recristalizagdo 0,46 14 175 | CHCl,
(em ac. Acético) (CHCI/MeOH CHCl,,
(0,95:0,05) DMSO
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Tabela 6: (Continuacgio)

Composto

Quantidade
Obtida
pura

(g

Rdt

(%)

Purificagao

Ry /sistema

Tempo
de
reacao

(h)

PF
°C)

Solubilidade

VI-c

0,0057

Recristalizacdo
(em ac. Acético)

0,56
(CHCL:/MeOH
(0,97: 0,03)

19

141

Benzeno,
CHCl;
CHCl,,
éter,
acetona,
acetato de
etila, THF,
EtOH, Ac.
Acético,
dioxano.

Vil-e

0,1739

69

Recristalizacdo
(em metanol)

0,66
(CHCL;/MeOH
(0,90: 0,1)

23

243

Acetona,
acetato de
etila,
MeOH,
DMSO,
THF e
dioxano

VIII-a

0,1109

92

Recristalizacdo
(em Etanol)

0,46
(CHCL;/MeOH
(0,94: 0,06)

17

304

n-hexano,
acetona,
acetato de
etila
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5.1.6. Mecanismos de Fragmentagao do derivado VIII-a

O composto 5-(10-cloro-antraceno-9-il-metileno)-3-[2-ox0-2-(3-0x0-3,4-diidro-2H-
benzol[1,4]oxazin-6-il)-etil]-tiazolidina-2,4-diona(VIII-a) sofre cinco quebras importantes.

A primeira (caminho a) é oriunda do ion molecular m/e 528 que sofre perda do
radical C14HgCl levando ao ion m/e 317, que pela perda do radical 1-(3,4-diidro-2H-
benzo[1,4]oxazin-6-il]-etanona, m/e 189, produz o ion radical m/e 128 (97,66%). Este
sofre tautomeria perdendo os radicais H e OH produzindo os ions m/e 127 (52,87%) e
m/e 110 (88,37%), respectivamente. O ion radical m/e 128 perde ainda SCO
produzindo o fragmento m/e 68 (27,68%). Do ion m/e 317 parte outra fragmentagdo que
€ produzida pela quebra da ligagado carbono-carbonila ligada ao anel aromatico levando
ao ion radical m/e 169 (5,56%). Deste fragmento partem duas quebras formando o ion
m/e 109 (21,40%) (Esquema 6).

Em outra sequéncia o ion m/e 528, produz fragmentagdes pelos caminhos (b),
(c), (d) e (e). Na fragmentagdo (b) a quebra da ligagado C-C entre a carbonila e o anel,
leva ao ion m/e 148 (72,62%). Este ion sofreu trés fragmentagdes: a primeira ocorreu
com perda da carbonila levando ao ion m/e 120 (15,95 %) e deste ao ion m/e 90
(33,29%) pela perda de H2C=0 e ao ion m/e 104, pela perda de oxigénio. A segunda
pela perda consecutiva de radicais hidrogénio formando os fragmentos m/e 147
(7,15%) e m/e 146 (47,89%). Este ion perdeu o radical hidrogénio e C, levando ao m/e
145 (8,24%) e o ion radical m/e 121. O m/e 146 perdeu, ainda, consecutivamente, as
espécies C2, HC=C-,C2, H e HNO para formar os fragmentos m/e 122 (12,46%),
97 (11,60%), 73 (4,52%), 72 (7,11%) e 41 (86,42%), respectivamente (Esquema 7).

Na fragmentagéo (c) o ion molecular m/e 528 sofre perda da particula 1-(3,4-
diidro-2H-benzo[1,4]oxazin-6-il]-etanona produzindo o ion 189 que perde trés radicais
hidrogénio consecutivos, C, , CO e O originando os ions m/e 188, m/e 187 e m/e 186,
m/e 162, m/e 134 (12,88%) e m/e 118 (18,40%) (Esquema 8). O caminho (d) leva ao
ion radical m/e 57 (45,47%) que perde uma molécula de Hz e um radical hidrogénio
formando o pico base m/e 54 (100%). A fragmentacgéo (e) da origem ao ion radical
m/e 43 (56,54%).
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Dos seis compostos novos obtidos os de melhores rendimentos foram o III-a
(65%), II-b (58%), VII-e (69%) e VIII-a (92%). Os compostos III-a e III-b nao
sofreram reagdes de alquilagdo com o reagente 6-cloro-acetil-1,4-benzoxazin-3-ona. O
composto VIII-a apresentou rendimento excelente (92,4%). Os compostos V-d e VI-c
tiveram baixos rendimentos. Os dados espectroscépicos confirmaram as estruturas dos
novos compostos. No RMN'H dos compostos IlI-a e III-b se destaca o singlete largo
em 12,74 ppm referente ao NH e os sinais dos hidrogénios aromaticos na faixa entre
7,0 e 8,0 ppm. No composto VII-e o singlete largo em 10,92 ppm corresponde ao sinal
de NH. No RMN™C dos compostos VII-e, VIII-a os sinais ( em ppm) 34,09 (CH; ); 40
(CHy); 47,27 (CHy); 66,75 (C-O); 115,41-147,80 (C= de alceno); 164,12 (N-C=0);
189,93 (C=0), confirmaram os principais grupos funcionais destes compostos. Na
analise do infravermelho as faixas dos grupos funcionais em nimero de onda (cm™);
Deformacao axial, em ligacdo de hidrogénio, entre 3000-2900 cm’'; deformacao axial de
CH aromatico, entre 3033-2850 cm™"; deformacao axial simétrica e assimétrica de C=0
acoplados entre 1751-1680 cm™’; deformacéo axial de C=C aromatico, 174 cm™ (C-H
aromatico m-dissubstituido); 1515-1650 cm™ (NH de lactama); 1680-1751 ¢cm™ (C=O0,
acopladas); 3033-3183 cm™ (C-H aromatico) e 1660-1750 cm™ (C=0) caracterizaram os
compostos III-a, I1I-b, VII-e e VIII-a. A fragmentagdao do composto VIII-a deu origem
ao ion molecular m/e 528. Este fragmentou-se em intensidades bastantes altas m/e 128
(97,66%), no ion m/e 148 (72,62%) e m/e 110 (88,37%). Numa das quebras (caminho
d) do ion radical m/e 528 se formou o ion radical m/e 57 (45.47%) o qual pela perda da
molécula H, e do radical H  deu origem ao pico base m/e 54 (100%).
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5.2. Estudo Biolégico
5.2.1. Atividade antimicrobiana

Os resultados obtidos no teste de difusdes em disco estdo apresentados na
tabela 7 e na figura 16.

Tabela 7.: Atividade antimicrobiana de compostos tiazolidinicos e de benzoxazona frente a representantes

de diferentes grupos de microrganismos-teste.

Compostos Microrganismos-teste *

1 6 16 39 4l 138 | 224 | 398 | 1007 | 2083

Il-a 11 32 30 0 19 15 0 0 0 0
II-b 19 34 | 23 0 10 0 0 0 0 0
V-d 11 0 21 0 19 0 0 20 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VI-c
Vil-e 25 | 35 | 25 0 22 | 20 18 11 NT | NT
VlIli-a 0 0 0 0 0 0 0 0 NT | NT

Benzoxazona™ 32 40 30 0 30 26 25 15 NT NT

" 1 = Staphylococcus aureus; 6 = Micrococcus luteus; 16= Bacillus subtilis; 39= Pseudomonas aeruginosa;
71=Myco bacterium smegmatis; 138= Enterococcus faecalis; 224 = Escherichia coli; 398 = Serratia marcescens;

1007 = Candida albicans; 2083 = Monilia sitophila; NT=Nao Testado.

dk . .
Benzoxazona: (6-cloroacetil-1,4-benzoxazin-3-ona)
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a) (Staphilococcus aureus) b) (Bacillus subtilis) ¢) (Escherichia coli)

Figura 16: Halos de inibigdo de diferentes microrganismos, pelos compostos VIII (seta laranja) e benzoxazona

(seta verde).

O composto benzoxazona foi o que representou maior atividade para todos os
microrganismos (F ig. 17).

40— |lll-a

al-b

|V-d

OvVic

|Vil-e

aVvill-a

B BENZOXAZONA

35

30

25+

DIAMETRO DO HALO DE ,, |
INIBIGAO

1 6 16 39 71 138 224 398 1007 2083
MICRORGANISMOS

Figura 17 : Atividade antimicrobiana dos compostos IlI-a, IlI-b, V-d, VI-c, VII-e, VIII-a ¢ Benzoxazona
1 = Staphylococcus aureus, 6 = Micrococcus luteus;, 16= Bacillus subtilis; 39= Pseudomonas
aeruginosa; T1=Mycobacterium smegmatis; 138= Enterococcus faecalis; 224 = Escherichia coli;
398 = Serratia marcescens; 1007 = Candida albicans; 2083 = Monilia sitophila
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Dos testes de atividade antimicrobiana in vitro realizados com os dez
microrganismos, usando a técnica de difusdo em disco, foi observado uma boa
atividade dos compostos sintetizados, (com exce¢do dos compostos VI-c e VIII-a)
frente a Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis e Mycobacterium
smegmatis. Apenas o composto VII-e e a benzoxazona apresentaram atividade
antimicrobiana para Escherichia coli. Foi observado também que, o composto 5-(2,4-
dicloro-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona ( III-a ), teve uma atividade razoavel enquanto
0 seu isbmero de posi¢cao, o composto III-b, 5-(3,4-dicloro-benzilideno)-tiazolidina-2,4-
diona, ndo apresentou nenhuma atividade frente a Enterococus faecalis. E sabido que a
tiazolidina-2,4-diona nao apresenta atividade frente aos microrganismos testados. No
entanto, quando o anel da benzoxazona foi introduzido na posi¢ao 3 da tiazolidina-2,4-
diona, foi observado inibicdo de todos os microrganismos com excegdo de
Pseudomonas aeruginosa,  Candida albicans e Monilia sitophila (Qque nao foram
testados).

A CMI (concentragdo minima inibitéria) do composto benzoxazona para
Staphylococcus aureus foi de 25 ug, enquanto a CMB ( concentragdo minima
bactericida) foi de 50 ug. Em relagéo a Escherichia coli, a CMI foi de 50 ug e a CMB foi
de 100 pg.
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5.2.2. Atividade citotoxica

A citotoxicidade para os compostos III-a, III-b, VI-c, VIl-e, VIII-a e a

benzoxazona esta relatada na tabela 8.

Tabela 8: Atividade Citotoxica dos derivados Tiazolidinicos frente as linhagens HEp-2 e NCI-H292

Linhagem | Concentragdo
Celular pg/ml Derivados Tiazolidinicos (% de inibi¢ao)
I1I-a I11-b VI-c VIil-e | VIII-a | Benzoxazona
60,0 60,9 82,3 22,7 453 77,5
Linhagem 10,0
HEp-2 25,0 34,2 80,7 18,4 24,5 46,1
5,0
20,0 18,0 50,7 13,2 20,4 25,2
2,5
11,0 13,5 22,5 10,0 10,5 22,5
1,25
- - 442 50,5 33,1 71,4
Linhagem 10,0
NCI-H292 - - 42,5 50,3 23,7 69,3
5,0
- - 30,5 44,4 23,5 34,6
2,5
- - 29,5 40,2 18,0 15,8
1,25

Os compostos IllI-a e III-b apresentaram atividade citotdxica relevante frente as
células HEp-2 (tabela 8). Estes dois compostos testados, IlI-a e III-b , apresentaram,
na concentragcdo de 10 pg/mL, inibicdo de 60% e 60,9%, respectivamente da
proliferagao celular. Porém, os mesmos compostos ndo apresentaram percentagem de
inibicao relevante para a linhagem NCI-H292 ficando as mesmas menores que 10%. Os
compostos VI-c , VIl-e, VIII-a e a benzoxazona, tiveram boa atividade inibitéria para
as duas linhagem de células (HEp-2 e NCI-H292). O composto VII-e apresentou altos
niveis de inibicado para as células da linhagem HEp-2, principalmente nas
concentragbes 10 e 5 ug/mL. Este composto teve inibicdo variavel para as duas
linhagens de células. O composto VII-e teve eficacia mais pronunciada frente as
células da linhagem NCI-H292.

92



SILVA FILHO, JOAO DA. ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE DERIVADOS DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA E 4-TIOXO-TIAZOLIDINA-2-ONA

5.2.3. Marcacgao de Hemacias e Proteinas Plasmaticas com Tecnécio-99m

Foi analisada a marcagdo de hemacias e plasmas de ratos wistar pela
radioatividade do Tecnécio-99m juntamente com as fragbes soluveis e insoluveis na
presenca do composto benzoxazona em diferentes concentragcdes (0,084mg/ml)
(6,25%); 0,168 mg/ml (12,5%); 0,336 mg/ml (25%); 0,672 mg/ml (50%) e 1,35 (100%).

Foram feitas as médias e os desvios padrdes das fragdes agua, fragdes soluveis
e insoluveis tanto das hemacias quanto do plasma dos quatro grupos e dos controles
das duas repeticbes em duplicatas (tabelas 9 e 10). As médias das fragbes agua e
fragbes soluveis e insoluveis foram utilizadas para estabelecer as curvas
representativas da capacidade do percentual de ligagcdo do Tecnécio-99m nestas
fraces (fig. 18, 19 e 20)

Tabela 9: Médias e desvios padrdes das concentragdes 0 a 12,5% do composto benzoxazona

0% (1) 0%(2) 0% (3) 0% (4) MEDIA o On-1
Hm(H,0) 95,79 98,83 95,21 91,14 95,24 2,73 3,16
PI(H,0) 4,21 1,16 4,79 8,86 4,76 2,74 3,17
Hm(Sol) 98,71 98,78 46,75 48,82 73,27 25,5 29,43
PI(Sol) 1,29 1,22 53,25 51,18 26,73 25,49 29,43
Hm (ins) 86,66 99,14 96,59 87,17 92,4 5,55 6,41
Pl (Ins) 13,33 0,86 3,41 12,83 7,6 5,55 6,4

6,25%(1) 6,25%(2) 6,25%(3) 6,25%(4)

Hm(H,0) 93,79 87,87 94,2 85,1 90,24 3,88 4,48
PI(H,0) 6,21 1213 58 14,9 9,76 3,88 4,48
Hm(Sol) 96,36 98,02 588 81,33 83,67 15,74 18,17
PI(Sol) 3,63 1,08 412 18,67 16,33 1574 18,17
Hm (ins) 98,7 96,68 84,3 88,38 91,99 5,88 6,79
Pl (Ins) 1,29 343 157 11,62 8,01 5,88 6,79

12,5%(1) 12,5%(2) 12,5%(3) 12,5%(4)

Hm(H,0) 82,22 78,28 87,97 858 83,57 3,68 4,25
PI(H,0) 17,78 21,72 12,03 14,2 16,43 3,68 4,25
Hm(Sol) 71,33 80,2 4045 5552 61,88 15,2 17,55
PI(Sol) 28,67 19,8 59,55 44,48 38,12 15,2 17,55
Hm (ins) 98,34 93,91 93,87 94,92 95,26 1,83 2,11
Pl (Ins) 1,66 6,09 6,13 5,08 4,74 1,83 2,11
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Tabela 10: Médias e desvios padroes das concentra¢des 25 a 100% do composto benzoxazona

25%(1)
Hm (H,O) 94,33
Pl (H,0) 5,67
Hm (Sol) 95,24
Pl (Sol) 4,76
Hm (ins) 99,32
PI (Ins) 0,68

50%(1)
Hm (H,O) 99,08
Pl (H,0) 0,92
Hm (Sol) 86,36
Pl (Sol) 13,64
Hm (ins) 51,13
Pl (Ins) 48,87

100% (1) 100% (2) 100% (3) 100% (4)

Hm (H,O) 63,35
PI (H,O) 36,65
Hm (Sol) 68,91
Pl (Sol) 31,09
Hm (ins) 98,69
Pl (Ins) 1,31

25%(2)

91,55
8,45
96,34
3,66
98,86
1,14

50% (2)

82,47
17,53
80,2
19,8
93,91
6,09

74,87
25,13
57,74
42,26
76,53
23,47

25%(3)

91,3
8,7
72,6
27,4
89,7
10,3

50%(3)

85,39
14,61
41,45
58,55
92,9
7,1

63,05
36,98
68,8
31,2
85,84
14,16

25%(4)

61,97
38,03
60,5
39,5
55,93
44,07

50%(4)

93,42
6,57
57,25
42,75
94,51
5,49

79,65
20,35
85,05
14,95
54,13
45,87

MEDIA

84,79
15,21
81,17
18,83
85,95
14,05

90,09
9,91
66,32
33,68
83,11
16,88

70,23
29,77
70,13
29,87
78,8
21,2

0)

13,22
13,22
15,23
15,23
17,75
17,75

6,56
6,56
17,99
17,99
18,47
18,47

7,23
7,23
9,74
9,74
16,27
16,27

On-1

15,27
15,27
17,6
17,6
20,5
20,5

7,57
7,57
20,77
20,77
21,33
21,33

8,35
8,35
11,24
11,24
18,79
18,79
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Figura 18: Curva representativa da capacidade do percentual de ligagdo
do Tecnécio-99m na fragdo agua de células sangiiineas e proteinas
plasmaticas na presenca de diferentes concentragdes da benzoxazona.
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Figura 19: Curva representativa da capacidade do percentual de
ligacdo do Tecnécio-99m na fragdo Hm (sol.) e P1  (sol.) células
sangliineas e proteinas plasmaticas na presenga de diferentes
concentra¢des da benzoxazona.

95



SILVA FILHO, JOAO DA. ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE DERIVADOS DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA E 4-TIOXO-TIAZOLIDINA-2-ONA

_g 120
Hm (ins.) Pl (ins.) gg '

0% 92,40 7,60 2E 8 _
6,25% 91,99 8,01 33 w0 ~= Hm(insol)
12,50% 95,26 4,74 £2 w ——P(insol)

25% 85,95 14,05 e

50% 83,11 16,88 g
100% 78’80 21 ’20 0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

Concentragdes da benzoxazona (%)

Figura 20: Curva representativa da capacidade do percentual de ligagdo
do Tecnécio-99m nas fragdes Hemacias insoluveis (ins.) e Plasma
insoliiveis (ins.) de células sangiiineas e proteinas plasmaticas na
presencga de diferentes concentragdes da benzoxazona.

Na fragado Hm (H2O) a capacidade de ligagao do tecnécio sofre uma diminuigao
de 0 a 10% e de 50 a 100% da concentragao do composto enquanto na fragao plasma
(H20) ocorre o inverso. Em relagdao a fragdo plasma (H2O) houve um aumento
constante da ligagdo do tecnécio de 50 até 100% da concentragdo do composto. Na
fragdo soluvel das hemacias houve uma variagdo na ligagdo do tecnécio com as

células.

Entre as concentragcdes de 25 até 100% ha um decrécimo na capacidade de
ligacdo da benzoxazona com o tecnécio-99m. Observando a fragao soluvel (FSC)
houve uma tendéncia de ligagdo do tecnécio variavel com as células. Isto se da
possivelmente quando a complexacdo do composto benzoxazona com os ions Sn?
(estanoso) e TcO'4 (pertecnetato) ocorre. Neste momento ha liberagdo de espécies
reativas de oxigénio que competem com o ion pertecnetato ao se reduzirem, impedindo
que este se ligue a molécula da hemoglobina (Braga, 2000). Na fragcao soluvel do
plasma possivelmente as moléculas do composto em estudo que se ligaram aos ions
estanoso e pertecnetato, favoreceram a melhor fixacdo do pertecnetato nos sitios de

ligacédo deste ion nas proteinas plasmaticas.
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Os resultados, expressos nas tabelas 9 e 10, e nas curvas representativas,
demonstram que a marcacao da fragao celular e da fragao plasmatica apontou para um
pecentual de ligagdo do %MT¢ no inicio do processo de captacdo de 90,24%. Com o
aumento da concentragdo da benzoxazona ocorre uma redugao da ligagao do ®MTe na
fragdo celular (hemacias) e um aumento da fragdo plasmatica. Na fragao soluvel das
células (hemacias) ha um aumento da ligacdo do *™Tc em concentragdes alternadas
(entre 0 e 5%, entre 10 e 30% e entre 50 e 100% da concentragdo da benzoxazona).
Na fragao soluvel plasmatica ocorre comportamento inverso. Na fragdo insoluvel ocorre
um aumento da ligagédo do ®MTc  apenas entre 0 e 10% da concentracdo da
benzoxazona e uma diminuicdo crescente até 100%. O aumento da concentragao da
benzoxazona desfavorece progressivamente a ligacdo do *™Tc, tanto na fracdo celular

quanto nas fragoes soluveis e insoluveis das células.
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6. CONCLUSAO

» Os novos compostos sintetizados substituidos nas posi¢cdes 3 e 5 da tiazolidina-2,4-
diona e na posicdo 5 da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona, tiveram suas estruturas
confirmadas pelos métodos espectroscopicos tais como Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (1D), Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13,

Infravermelho e Massas.

» A atividade antimicrobiana dos sete compostos estudados foi boa frente a quase
todos os microrganismos testados. Apenas para Pseudomonas aeruginosas néo
apresentaram atividade. Os compostos III-a, III-b, V-d e VI-c ndo desenvolveram
nenhuma atividade frente aos microrganismos Candida albicans e Monilia sitophila.
A benzoxazona se destacou dos demais porque teve a melhor atividade

antimicrobiana de modo geral, entre todos os compostos testados.

» A atividade citotdxica dos compostos testados foi eficiente frente as duas linhagens
de células testadas (HEp-2 e NCI-H292. Apenas os composto III-a e III-b nao
tiveram atividade relevante a qual ficou abaixo de 10% e o composto VIII-a nas

concentragdes 1,25 e 2,5 ug/mL também nao apresentou atividade.
O composto VI-c apresentou excelente inibi¢do para as células da linhagem HEp-2.

» O composto benzoxazona mostrou baixa capacidade de ligagdo com o Tecnécio-

99m (baixa acao antioxidante).

98



SILVA FILHO, JOAO DA. ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE DERIVADOS DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA E 4-TIOXO-TIAZOLIDINA-2-ONA

7. SUGESTOES PARA FUTURAS PESQUISAS

» Sintetizar novos compostos substituidos nas posicdes 3,5 e 3,4,5 a partir dos
compostos iniciais obtidos com novos reagentes para formar séries de outros

novos compostos.

» Realizar o estudo da CMI para todos os compostos sintetizados que apresentem
halos significativos no teste em disco.

» Testar a tividade antioxidante para outros compostos obtidos.

» Realizar o estudo hipoglicemiante com os compostos deste trabalho, uma vez
que a literatura mostra que a tiazolidina-2,4-diona tem grande poder de baixar o

nivel de agucar no sangue.
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“...As coisas antigas ja passaram,
eis que tudo se fez novo”

(2C0.5.17)
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