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RESUMO

Doencas infecciosas causadas por micro-organismos resistentes sdo alvo de estudo de
cientistas, pois afetam milhares de pessoas, sendo prevalente em ambiente hospitalar. A
infeccdo hospitalar vem sendo tratada com bastante atencéo, pois se alastra pelos principais
centros hospitalares no mundo, atingindo principalmente individuos imunocomprometidos e
pacientes com cancer e AIDS. Outro tema bastante preocupante, a resisténcia das células
neoplésicas a diversos farmacos vem dificultando o processo da quimioterapia, pois ja
existem relatos na literatura mostrando que esse fato prejudica o tratamento de diversos casos
de cancer metastatico. Diante desse quadro, existe a necessidade de buscar novos farmacos
mais eficazes e seguros. As 4-tiazolidinonas vém ganhando destaque, por estar presente em
diversos compostos que apresentam amplo espectro de propriedades bioldgicas comprovado.
Na busca de novas substancias ativas contra micro-organismos resistentes, bem como
apresentando boa atividade citotoxica, desenvolvemos a sintese de uma série de 2-[(2-
piridinil-metileno)hidrazono]-4-tiazolidinona (3a-d) e seus derivados 5-benzilideno-2-[(2-
piridinil-metileno)hidrazono]-4-tiazolidinona (4a-p), com a inten¢do de sintetizar novos
compostos ativos frente a bactérias e fungos, e com atividade antineoplasica. As 5-
benzilideno-4-Tiazolidinonas (4a-p) foram sintetizadas em trés etapas. A primeira constituiu
da obtencdo das tiossemicarbazonas (2a-d), que foram sintetizadas a partir de
tiossemicarbazidas (1a-d) e 2-formilpiridina e meio hidroetandlico e presenca de acido acético
em quantidades cataliticas. As 4-tiazolidinonas (3a-d) foram obtidas através da condensacéo
entre tiossemicarbazonas e acido cloroacético, em presenca de acetato de s6dio anidro em
meio etandlico. Ja as 5-benzilideno-4-tiazolidinonas foram sintetizadas através da reacdo de
condensacdo do tipo Knoevenagel, através dos intermediarios (3a-d) com benzaldeidos. Apds
purificacdo, os compostos finais apresentaram rendimentos entre 44-87%. Todos foram
caracterizados por métodos espectrométricos convencionais (RMN ‘H, RMN C e 1V),
apresentando-se consistentes com as respectivas estruturas. Todos os compostos da série (4a-
p) e seus percussores (3a-d) foram testados in vitro contra bactérias e fungos e para o teste
citotoxico em células tumorais. A maioria dos compostos ndo apresentou boas atividades
diante de diversos micro-organismos, no entanto o composto 3a apresentou excelente
atividade diante da Candida albicans e Fusarium moniliforme, apresentando resultados
comparaveis a nistatina. No teste citotoxico 0s compostos 2-[(2-piridinil-metileno)hidrazono]-
4-tiazolidinona (ICsp= 1,6 pg/mL), 2-[(4-piridinil-metileno)-hidrazono]-5-p-dimetilamino-
benzilideno-4-tiazolidinona (CI50 = 0,7 pug/mL) e 2-[(4-piridinil-metileno)-hidrazono]-5-p-
nitro-benzilideno-4-tiazolidinona 1Csy (= 0,5 pug/mL) apresentaram excelentes resultados,
reduzindo significantente o crescimento de linhagens tumorais, sendo este efeito mais
pronunciado nas linhagens HEp-2. Esses compostos apresentaram concentracdo inibitoria
superior ao etoposideo (ICsp= 6,63 pg/mL), indicando a presenga do radical benzilideno
produzindo um efeito positivo na atividade citotoxica para esta série.

Palavras-chave: 4-Tiazolidinonas; Benzilideno; Antimicrobiana; Citotoxicidade.



ABSTRACT

Infectious diseases caused by resistant microorganisms are studied by scientists, as they affect
thousands of people and are prevalent in a hospital environment. The hospital infection has
been treated with great attention, as it is spread through the main hospitals throughout the
world, reaching mainly immunocompromised individuals and patients with cancer and AIDS.
Another very worrying theme, the resistance of neoplastic cells to several drugs, has been
making the chemotherapy process difficult, since there are already reports in the literature
showing that this fact harms the treatment of several cases of metastatic cancer. Before this
situation, there is a need to seek new, more effective and safe drugs. The 4-thiazolidinones
have been gaining prominence, being present in several compounds that have a
comprehensive spectrum of biological properties proven. In the search for new active
substances against resistant microorganisms as well as good cytotoxic activity, we have
developed the synthesis of a series of 2 - [(2-pyridinyl-methylene) hydrazono] -4-
thiazolidinone (3a-d) and its derivatives 5-benzylidene-2 - [(2-pyridinyl-methylene)
hydrazono] -4-thiazolidinone (4a-p), with the intention of synthesizing new active compounds
against bacteria and fungi, and with antineoplastic activity. The 5-benzylidene-4-
thiazolidinones (4a-p) were synthesized in three steps. The first one consisted of obtaining the
thiosemicarbazones (2a-d), which were synthesized from thiosemicarbazides (1a-d) and 2-
formylpyridine and hydroethanolic medium and from the presence of acetic acid in catalytic
amounts. The 4-thiazolidinones (3a-d) were obtained by condensation between
thiosemicarbazones and chloroacetic acid in the presence of anhydrous sodium acetate in
medium ethanolic. The 5-benzylidene-4-thiazolidinones were synthesized through the
Knoevenagel type condensation reaction through the intermediates (3a-d) with
benzaldehydes. After purification, the final compounds showed yields of 44-87%. All were
characterized by conventional spectrometric methods (RMN *H, RMN C e 1V), and were
consistent with the respective structures. All compounds of the series (4a-p) and their
percussors (3a-d) were tested in vitro against bacteria and fungi and for cytotoxic testing on
tumor cells. Most of the compounds did not present good activity in the presence of several
microorganisms, however, the 3a compound presented excellent activity against Candida
albicans and Fusarium moniliforme, presenting results comparable to nystatin. In the
cytotoxic test the 2 - [(2-pyridinyl-methylene) hydrazono]-4-thiazolidinone compounds (I1Cs
=1.6 pg / mL), 2 - [(4-pyridinylmethylene) hydrazono]-5-benzilidene (1Cso= 0.7 pg / ml) and
2-[(4-pyridinyl-methylene)-hydrazono]-5-p-nitro-benzylidene-4-thiazolidinone (ICso= 0.5 pg
/ mL) presented excellent outcomes, reducing significantly the growth of tumoral lineages,
being this effect more pronounced in the HEp-2 lineages. These compounds had a higher
inhibitory concentration to the etoposide (ICso= 6.63 pg / mL), indicating the presence of the
benzylidene radical producing a positive effect on cytotoxic activity for this series.

Keywords: 4-Thiazolidinones, Benzylidene, Antimicrobial, Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

E notavel, e a0 mesmo tempo fascinante, o interesse da Quimica Medicinal pela busca

de novas moléculas para o tratamento de diversas doencas que afligem a humanidade ao
longo dos anos. O homem sempre procurou estudar as propriedades bioldgicas dos compostos
bioativos para a cura de enfermidades (BARREIRO, 2001).
Dentre os diversos alvos de pesquisas, as patologias provocadas por bactérias
multirresistentes ganham destaque, pois elas atualmente vém se tornando um problema de
Salde Publica (NIELSEN et al., 2004), pois o0s agentes etioldgicos dessas moléstias
apresentam mecanismos de resisténcias ao arsenal terapéutico existente atualmente. (VICINI
et al., 2006).

Embora a industria farmacéutica se preocupe em lancar novas alternativas para
combate a multirresisténcia, a producdo de novos farmacos ndo acompanha a velocidade de
surgimento de novas cepas resistentes (HARRIS e THORARENSEN, 2002). Os
medicamentos utilizados na ultima linha de defesa (vancomicina, teicoplanina e linezolida)
em alguns casos, se tornam ineficazes diante de diversos micro-organismos multirresistentes,
como Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), Enterococcus resistente a
vancomicina (VRE) entres outros patdgenos (SILVEIRA et al.,, 2006, GOULD, 2008,
NIELSEN et al., 2002).

Outro tema bastante debatido na ciéncia, a busca de novos compostos bioativos para o
tratamento do cancer, ganha notoriedade por se tratar de uma doenca crénico-degenerativa
que possui altos indices de morte em todo o0 mundo (ALMEIDA et al., 2004). Estimativas
mostram altas taxas de incidéncia dessa doenca, principalmente nos paises que apresentam
expectativa de vida elevada e também que apresentam altos indices exposi¢do a carcin6genos
como alcool e o tabaco (BOFFETTA & McCORMACK, 2010; MAl et al., 2011).

“Além disso, os mecanismos de resisténcia, por parte das células neoplasicas a
farmacos dificulta o tratamento de varios tipos de tumores” (HUBER, 2010), ndo obstante,
outros fatores também devem ser considerados como reacdes adversas fortes, além de alta
toxicidade, dificultando a aceitacdo do tratamento por parte do paciente.

Diante desse cenario, é importante a missdo da Quimica Medicinal de buscar novos

compostos bioativos para combate a essas doencas que afligem grande parte da populacao



23

mundial, compostos estes que sejam eficientes no seu objetivo, a0 mesmo tempo, oferecam
susceptibilidade ao tratamento, além de baixa incidéncia de reagdes adversas.

Dentre esses compostos, as 4-tiazolidinonas, que existem diversos estudos na
literatura onde se demonstram a aplicacdo de novos compostos sintéticos contra essas doencas
(OTTANA et al., 2005).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia bacteriana vem dificultando o tratamento de diversas doengas infecciosas.
Origina-se pelo uso extensivo (e abusivo) de antibioticos por consequente selecdo natural de
cepas resistentes, através de mutacdo e transferéncia de genes, com a producdo de uma
maquinaria bacteriana capaz de superar as a¢des de muitos antibioticos. (CHU et al., 1996).

De um modo geral, a resisténcia bacteriana deve ser entendida como um mecanismo
adaptativo de evolucdo da espécie ao meio onde se esteja inserido (SILVEIRA et al., 2006).

As bactérias dispdem de numerosos processos adaptativos de ordem genéticos,
sendo estes de modo natural, como mutacdo ao acaso do material genético e
outros mais sofisticados como plasmideos e transposons, que por sua vez
promove a distribuicdo de importantes genes de resisténcia entre muitos
géneros e espécies de bactérias (STEFANI, 2005).

Além desses fatores, outros mecanismos contribuem para o fendémeno da
multirresisténcia, como: efluxo ativo de compostos potentes, genes de resisténcia a
vancomicina, evolucdo de beta-lactamases e gentes mutantes com menor afinidade a DNA
girase. (HARRIS et al., 2002).

Além da questdo genética, outro fator que contribui para o fenémeno da resisténcia é o
uso indiscriminado de antibidticos. A utilizacdo indevida de alguns antibidticos, além de
indicacdes inadequadas, contribui para que seja a forca motriz para o desenvolvimento dos
mecanismos de resisténcia (STEFANI, 2005).

Existem relatos, sobretudo nos EUA e Europa, que estimam que uma grande parte da
producdo total de antibioticos é direcionada para o tratamento de patdgenos que acometem
tanto animais como também humanos, produzindo assim o aparecimento de cepas resistentes
(STEFANI, 2005). Outros fatores relevantes para o desenvolvimento da resisténcia € o uso
incorreto dos antibidticos favorecendo ‘“ambiente favoravel” para o aparecimento de
patogenos resistentes.

Embora o problema da resisténcia seja global, a situacdo é mais grave nos paises
subdesenvolvidos. O surgimento de cepas multirresistentes em individuos com tuberculose,
infeccdes respiratorias agudas e diarréia, muitas vezes referida como doencas da pobreza, teve

seu maior tributo em paises em desenvolvimento. A epidemia de HIV / AIDS, com mais de
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30 milhdes de casos em paises em desenvolvimento, tem aumentado a populagdo de pacientes
imunocomprometidos.

Fatores como a pobreza, ignorancia, falta de saneamento, a fome e a
desnutricdo, acesso inadequado aos medicamentos, sistemas de cuidados de
salde inadequados e pobres, conflitos civis e descaso por parte dos
governantes nos paises em desenvolvimento compromete 0 sucessos no
controle das doengas infecciosas (BYARUGABA, 2004).

De fato, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) estima em cinco milhdes de mortes
neonatais acontecem por ano, devido a doencas infecciosas, (KAYANGE et al., 2010).
“Dentre os microorganismos que adquiriram a capacidade de resisténcia e provocar
graves doencas infecciosas, destacam-se os estafilococos, 0s enterococos e 0S pneumococos”
(TAVARES, 2000).
As infecgbes causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) é um dos maiores desafios da terapia antimicrobiana, com aumento
na taxa de mortalidade em paises desenvolvidos de até 30%. Ao longo dos
anos 0 MRSA gerou uma drastica diminuigdo na sensibilidade a maioria dos

antibioticos das principais classes de uso comum como as cefalosporinas,
penicilinas, carbapenens, quinolonas e aminoglicosideos (GOULD, 2008).

Conforme citado anteriormente, MRSA vem botando em xeque toda a era de ouro da
antibioticoterapia. As infeccGes causadas por cepas resistentes ja chegaram a atingir mais de
50% das Unidades de Terapia Intensiva (UTI) dos Estados Unidos (GOULD, 2008). Outro
fato importante € o desenvolvimento de enterococcus resistente a vancomicina (VRE)
(antibidtico glicopeptidico), considerado como a ultima linha de defesa contra cepas
resistentes, ja foram relatados resisténcias a este farmaco (GOULD, 2008). “O perigo dessa
combinacdo pode ser o desenvolvimento de cepas de Staphylococcus aureus que possam
desenvolver resisténcia a vancomicina.” (BRICKNER et al., 1996)

Por outro lado, a producdo de novos compostos bioativos vem
diminuindo ao longo dos tempos, consequentemente o arsenal
terapéutico disponivel atualmente ndo vem atendendo as necessidades
médicas. De fato, esta necessidade esta intimamente ligada a rapidez e a
proliferacdo de desenvolvimento de resisténcia, € 0 nimero de outros
farmacos que podem ser usados para a mesma indicacdo terapéutica
(BUSH, 2004).

Infelizmente, essa crise vem ameacar a “época de ouro” da antibioticoterapia,
tendo em vista que antibidticos antes usados para o tratamento dessas doencas
antes susceptiveis, ndo servem mais para o tratamento dessas cepas. Também
devemos considerar que o0 sucesso da antibioticoterapia nos anos 1980 levou a
uma atitude de desprezo a infeccdo, e falta de uma politica de saneamento
basico nessas localidades, remonta ao temor das doencas infecciosas. Os
problemas sem precedentes de infeccdo hospitalar e resisténcia a antibidticos
claramente andam lado a lado e se alimentam uns dos outros, sustentada pelo
tratamento incorreto, facilitando assim o surgimento da multirresistencia.
(GOULD, 2009).
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Mesmo diante desse quadro, a industria farmacéutica ndo consegue produzir novos
medicamentos eficazes para o tratamento de doengas causadas por cepas multirresistentes. A
prova disso é que ao longo do tempo, o numero de companhias que mantém centros de
pesquisa, interessados na busca de novos antimicrobianos vém em decréscimo ao longo dos

anos (Figura 1).
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Figura 1: Grafico mostrando decréscimo de inddstrias farmacéuticas interessados por novos farmacos
antimicrobianos (Adaptacdo de PROJAN e SHLAES, 2004)

De fato, o declinio da producdo de antibidticos ao longo dos anos, pela
industria pode ser explicado por varios motivos como: falta de produtividade
da indUstria, o aumento do tamanho dos ensaios clinicos, o aumento da
concorréncia dos genéricos e custo dos medicamentos, além de um mercado
lotado e confuso. E enquanto muitas (se ndo a maioria) das grandes empresas
de biotecnologia tém saido do campo ou severamente restringida suas
pesquisas, outros Ihe fizeram um ponto para continuar os seus esforcos,
citando tanto a necessidade médica ndo atendida e um grande mercado
aparentemente crescente (PROJAN e SHLAES, 2004).

Como consequéncia, depara-se com a escassez de novos compostos bioativos, com
mecanismos de acdo diferentes que ja existem atualmente. Uma explicacdo pode ser a préatica
utilizada pelas grandes industrias, que, na década de 1970 para 1990 uma grande variedade de
antibidticos de uma nova classe de antimicrobianos com novos mecanismos de acdo €
geralmente seguido por moléculas modificadas e melhoradas da mesma classe, produzindo
novos farmacos com largo espectro, obtendo uma maior disponibilidade de medicamentos
(THEURETZBACHER, 2009). Como consequéncia dessa pratica, a producgdo industrial se
preocupou mais com a modificagdo de analogos, pertencentes a mesma classe, em detrimento

da preocupacéo da resisténcia antimicrobiana. Essa acdo culmina na resisténcia cruzada, onde
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moléculas de uma mesma classe de antimicrobianos sdo inativos contra micro-organismos
resistentes.

De fato, a negligéncia da inddstria, aliada ao aumento da pressdao dos
antibioticos frente a essas cepas infecciosas fez com que ocorresse a
evolucdo natural dos micro-organismos em sentido de “adaptar-se” a esses
antibidticos, traduzindo assim em maior custo para tratamento desses
pacientes e ineficacia do arsenal terapéutico existente atualmente. Isso se
deve principalmente a uso de antibi6ticos de amplo espectro e largo uso,
ocorrendo a forte relacdo entre uso de medicamentos e resisténcia
(THEURETZBACHER, 2009).

Dai surge a necessidade de producdo de novos antibidticos, pelas empresas que ainda
se interessam pela producdo antimicrobiana. “Antibidticos com foco em bactérias Gram-
positivas, incluindo o MRSA (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina), sdo
comercialmente atraentes e incentivam o investimento dos centros industriais como foi
demonstrado com o sucesso comercial da linezolida, nos EUA” (THEURETZBACHER,
2009). Este sucesso influenciou ainda mais a percepcao positiva do potencial comercial do
estreito espectro de antibioticos que alvejam um pequeno, mas clinicamente critico segmento
de mercado.

A partir disso, para atender a necessidade da clinica médica, surge no ano 2000
linezolida (Figura 2), um antibidtico de origem sintética da classe das oxazolidinonas, foi
introduzido no mercado farmacéutico em 2001 (PROJAN e SHLAES, 2004).

F o)
O/_\NON)\o
/ \)\/NHAC

Figura 2: Estrutura da linezolida

Oxazolidinonas se mostram como novos antibidticos capazes de tratar cepas
multirresistentes de MRSA, sendo aprovado para fins comerciais ho comeco
do século. No entanto, a velocidade de desenvolvimento de resistencia em
bactérias cria uma necessidade continua de novas estruturas de antibioticos,
pois ja existem relatos de cepas resistentes a esta classe de compostos
(BUSH, 2004).

Diante desse quadro alarmante, a quimica organica medicinal ganha importancia, na
descoberta de novos compostos que apresentem uma maior blindagen frente a resisténcia,

além de parametros como seguranca e eficacia, amplamente preconizada pela terapéutica.
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2.2 CANCER

Cancer ou neoplasia maligna pode ser conceituado como um conjunto de doencas, que
se caracterizam pelo aumento descontrolado de células em um 6rgéo ou tecido, onde por sua
vez nasceram atraveés da perda de controle de processos de diferenciacdo e controle de
crescimento celular, formando tumores de carater infiltrativo e invasivo (OLIVEIRA e
ALVES, 2001; ALMEIDA et al., 2004).

A doenga, por sua vez € amplamente discutida em diversos segmentos da ciéncia, por
se tratar uma das doengas cronico degenerativas que causam maior temor na sociedade por
carregar um estigma de mortalidade e dor, e ganha este nome, pelo termo que vem do latim
cancer, que significa caranguejo, pelo aspecto infiltrativo e dificuldade de remocédo
(ALMEIDA et al., 2004).

“Por se caracterizar, por uma alteracdo causada em nivel de DNA, o surgimento de
tumores desse tipo pode ser ao acaso ou atraves de exposi¢do do organismo a substancias ou
elementos presentes no ambiente, chamados de carcindgenos.” (LOUREIRO et al., 2002).

Essse assunto ganha importante destaque pelo fato do grande aumento do nimero de
casos no decorrer dos anos. Segundo recente relatorio da agéncia internacional para pesquisa
em cancer, pertencente a organizacdo mundial de satude (IARC/OMS), o impacto do cancer no
mundo praticamente dobrou em 30 anos. Estimativas projetam cerca de doze milhdes de
novos casos e sete milhdes de obitos. Dentre 0s dbitos estimados ocorridos no mundo, 0s mais
incidentes foram: pulmao (1,52 milhdo) mama (1,29 milh&o), célon e reto (1,15 milh&o).

As principais razdes que contribuem para tal quadro sdo: crescimento populacional,

associado ao estilo de vida, aléem de exposicao ocupacional a carcindgenos (INCA, 2010).

Em adicdo, o declinio nos riscos de doencas infecciosas em geral, a melhoria
da assisténcia médica, principalmente no setor de doencas cardiovasculares,
e consumo de é&lcool e tabaco, principalmente em paises em
desenvolvimento, pode levar ao aumento nas taxas de certos tipos de cancer
(BOFFETA & McCORMACK, 2010).

Esse impacto recaira principalmente sobre paises em desenvolvimento e
emergentes, pois sdo aqueles que passam por essa parte de transicdo
populacional e envelhecimento da populacdo. A IARC/OMS estimou que,
em 2008 cerca de 70% da mortalidade da doenca ocorreram nessas
localidades (INCA, 2010).
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Além disso, estimativas futuras causam certa preocupacdo para a salde publica. Da
carga global projetada para os préximos 20 anos, esta previsto um aumento entre 13,3 a 21,4
milhGes de novos casos, principalmente em paises desenvolvimento. “Fatores importantes
como historico familiar, e modificacGes de estilo de vida como consumo social de tabaco e
alcool poderiam influenciar ainda mais esse peso.” (BOFFETTA & McCORMACK, 2010;
MAl et al., 2011).

No Brasil, estimativas, para 0 ano de 2010 apontam para a ocorréncia de 489.270
novos casos de cancer, sendo 0 mais prevalente o de prostata e pulmao no sexo masculino e
mama e colo do utero para o sexo feminino. Estima-se que o cancer de pele do tipo ndo
melanoma (114 mil casos novos) serd 0 mais incidente na populacéo brasileira, seguido pelos
tumores de prdéstata (52 mil), mama feminina (49 mil), c6lon e reto (28 mil), pulmao (28 mil),
estdmago (21 mil) e colo do utero (18 mil) (Figura 3), sendo a incidéncia maior nas principais

capitais do pais, além das regides mais desenvolvidas (Sudeste e Sul) (INCA, 2010).
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Figura 3: Tipos de Cancer mais estimados para 2010. Fonte: Instituto Nacional do Cancer (INCA)

Do ponto de vista bioquimico, as neoplasias surgem através de alteracdes em
nivel de DNA, em genes denominados protooncogenes, onde em uma célula
normal encontram-se inativos. Quando um carcindgeno ou um agente ou fator
externo provoca alguma alteragdo, ocorre a conversao em oncogenes que por
sua vez sdo responsavel pela transformacédo dessas células normais em células
malignas (Figura 4), ou tumorais (ALMEIDA et al., 2004; SPENCER et al.,
2001)
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Figura 4: Conversao de célula normal em maligna (Adaptado de ALMEIDA et al., 2004)

A partir dai se inicia o processe de multiplicacdo dessas células dentro de um érgéo ou
tecido no organismo, utilizando, para o crescimento dessa massa, todos 0s nutrientes
necessarios para o funcionamento do 6rgdo. “Com o crescente aumento dessa tumor, ocorre a
inducdo de formacdo de novos vasos sanguineos com a funcdo de nutricao da massa recém
formada, processo este chamado de angiogenese.” (LOUREIRO et al., 2002). “Pedacos da
neoplasia, pode se desprender, podendo se instalar em outros 6rgdos ou tecidos, com
capacidade de inducéo de crescimento de uma nova massa tumoral, processo esse chamado de
metastase.” (ALMEIDA et al., 2004).

Baseado nos dados epidemiol6gicos mostrados é preciso de um investimento macico,
por parte da ciéncia e tecnologia para abastecer a clinica médica especializada para um
combate efetivo a doenca. “Atualmente, para o tratamento das neoplasias, se faz necessario
procedimento como cirurgia, radioterapia e quimioterapia,” (ALMEIDA et al., 2004,
LOUREIRO et al., 2001; OLIVEIRA & ALVES, 2002). Porém esse Gltimo procedimento, se
torna muito nocivo ao paciente, pois nem sempre se encontra a dose ideal para tratar o0 maior
namero de células possivel sem causar reacdes adversas ao paciente (SANTOS, 2003)

Em adicdo, relata-se que um dos fatores que atrapalham o sucesso da quimioterapia é
o fato de resisténcia, por parte das células tumorais, aos farmacos utilizados. “Tal processo é
responsavel pelo insucesso ao tratamento de 90% de casos de cancer metastatico” (HUBER et
al., 2010).

Este fendbmeno de resisténcia a maltiplos farmacos pode estar relacionado a
uma série de fatores desconhecidos pela ciéncia. Os principais sdo o transporte
do farmaco através da membrana plasmaética, alteracdo nas enzimas-alvo,
alteracdo no metabolismo do farmaco, aumento na reparacdo do DNA e
incapacidade para sofrer apoptose. (BERGMAN, 2003; STAVROVSKAYA e
STROMSKAYA, 2008; HUBER et al., 2010).
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Diante do exposto, é compreeensivel a importante necessidade busca de novos
compostos bioativos para o tratamento do céancer, e mais uma vez, as 4-tiazolidinonas se
mostram como uma importante estrutura com atividade anticancer. Descricdo de diferentes
estruturas contendo o anel 4-tiazolidinona contendo esta atividade é notavel em diferentes
trabalhos (VERMA & SARAF, 2007).

“Apesar dos avangos nas pesquisas, e descobrimento de varios f&rmacos com aumento
de cura de algumas malignidades, em paises desenvolvidos e também em desenvolvimento, o
cancer ainda é a segunda causa de morte nesses paises (ROSTOM, 2006).” Com isso,
aumenta a necessidade de descobrimento de novos compostos que apresentem uma menor

resisténcia, além de uma maior chance de cura.

2.3 4-TIAZOLIDINONAS

Dentre 0s novos compostos bioativos de interesse para a Quimica Medicinal, as 4-
tiazolidinonas vém ganhando um importante destaque. Do ponto de vista da IUPAC, sdo
conceituadas como classe de compostos derivados da tiazolidina, onde consiste em um anel
de cinco membros contendo dois heteroatomos: um &tomo de enxofre presente na posicéo 1,
um atomo de nitrogénio na posicao 3 e um grupo carbonila na posi¢do 4, podendo apresentar
diversos grupos quimicos em geral como substituintes nas posicées 2, 3 e 5 (Figura 5)
(SINGH et al., 1981; PANICO et al., 1993; LIESEN et al., 2008).

3 4
/Ql )
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Figura 5: Estrutura geral das 4-Tiazolidinonas

“Do ponto de vista bioldgico, 4-tiazolidinonas representam uma classe de compostos
de grande interesse cientifico, pois apresentam uma gama de atividades, tais como
antibacteriana, antifingica, antiprotozoaria, antirretroviral, anti-inflamatéria e analgésica,
antitumoral, dentre outras.” (LIESEN et al., 2008).
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Na literatura, existem varias metodologias para sintese das 4-tiazolidinonas. Mas de

um modo geral, podemos resumir que para a produgdo dessas moléculas € necessario uma

amida, um composto carbonilado e um mercaptoacido, podendo ser feita em duas etapas,

sendo a primeira com uma reagdo entre amina e 0 composto carbonilado, formando imina ou

em um processo one-pot de trés componentes. Além disso, outras formas de obtencdo sdo

descritas, utilizando acido haloacéticos,

derivados tiouréia, aciltiossemicarbazidas ou

tiossemicarbazonas, como também ciclizagdo entre tioamida e anidrido maleico ou

acetilenodicarboxilato de metila (LIESEN et al., 2008). Uma visdo geral dessas metodologias

é apresentada no Esquema 1.
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NHR1 + RCHO R, R—ﬁ:N—H
, | P
Aminas Aldeidos N—V Iminas
/1
’ 1
e i = "
AN
0 S8 o
+ HS\)]\ '
OH HS\)J\OH

Acido a-mercaptoacético

Esquema 1: Rotas sintéticas de formacao das 4-Tiazolidinonas (Adaptado de LIESEN et al. 2008)

Acido a-mercaptoacético
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2.3.1.1 Sintese de 4-tiazolidinonas a partir de reagdes envolvendo mercaptoacidos

As reacOes envolvendo &cidos mercaptoacéticos, com aminas primarias ou
aminoéacidos e compostos carbonilados em uma condensacgédo one pot, produz 4-tiazolidinonas
dissubstituidos na posicdo 2 e 3, como mostra trabalho desenvolvido por Barreca et al. (2001)

(Esquema 2).

Ar—N1l, + HO~ gy * H. 1' ,,;;]

I'olueno

160°C. 20h

Esquema 2: Sintese de derivados 4-Tiazolidinonas por condensagdo “one pot”( Adaptado de Barreca
et al. 2001)

Srivastava et al. (2002) utilizaram como solvente o tetraidrofurano (THF) a 0 °C e
dicicloexilcarbodiimida (DCC) como sistema de acoplamento, para formacdo do anel

tiazolidinonico (Esquema 3):
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Esquema 3: Sintese de derivados 4-tiazolidinonas com o sistema THF/DCC

E importante dizer que durante a reagio a DCC ¢ transformada em dicicloexiluréia
(DCU) que pode ser facilmente removida por filtracdo, uma vez que a DCU é completamente
insolivel em THF (Tetrahidrofurano). Dentre varias contribuicbes deste trabalho, é
importante mencionar que a velocidade de formacdo do produto independe da concentragdo
de quaisquer reagentes presentes neste esquema, mas que pelo fato de apresentar a DCC como
sistema acoplado em meio THF mostrou maiores rendimentos, em relacdo ao trabalho
anterior.

Kavitha et al. (2006) por sua vez desenvolveram uma metodologia, onde a sintese
assistida por microondas de novos compostos em compara¢do com o0 método convencional
oferece mais vantagens, tais como tempo de reacdo reduzido (45 - 60s), de baixo custo,
simplicidade de processamento, reducdo da poluicdo e de alto rendimento. Os rendimentos
estavam na faixa de 65-70% e 80-90% para o método convencional e técnicas de micro-

ondas, respectivamente, com mais de 98% de pureza (Esquema 4).

! ?
0=,
N—,
— /NI . S J R
n.oo—¢ N HS™ COOH H.CO— S
l"x_,-"' _(']”_ - H-GHG . ] - - "k:‘.-'r _OH
e DCC, THE -
J Micro-ondas ( \|

Esquema 4: Sintese de 4-tiazolidinonas pela metodologia de micro-ondas
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El-Gendy et al (1990) desenvolveram uma metodologia, onde o acido o-
mercaptoacético reage com tiossemicarbazonas, utilizando benzeno seco como meio

reacional, levando a formacao de 3-tioureido-4-tiazolidinonas (Esquema 5).

,;’,U
H NH; O Benzeno (seco) ! 1
pu— q, | ”5~HH,—JL~{}H S.. ,«“N“--N_<\”'2
Ar” S Retluxo \[ H 5
Ar

Esquema 5: Sintese de derivados 4-tiazolidinonas a partir de tiossemicarbazonas

2.3.1.2 Sintese de 4-Tiazolidinonas a partir de acidos a-haloacéticos e derivados

Laurent et al. (2004) demonstraram a sintese de derivados 3-(heteroaril)-imino-4-

tiazolidinonas a partir de tiouréias substituidas e acidos a-haloacéticos, conforme Esquema 6:

0
S J« Br N
e M g EOTT rR: M Rz

Esquema 6: Sintese de derivados de 4-tiazolidinonas a partir de acidos a-haloacéticos

Nesse trabalho, foram utilizados tiouréias substituidas com o objetivo de promover a
ciclizacdo com os acidos, em solvente polar (etanol), sob-refluxo e utilizagcdo de base como
acetato de sddio anidro, tendo por objetivo estabilizar o grupo imino, que surge como
intermediério na reagdo. Um imprevisto nessa metodologia € o uso de tiouréias assimétricas
(1,3 dissubstituidas, onde R1#R2), onde ocorreria a formacdo de dois regioisdmeros
(Esquema 6), sendo estas controladas por fatores eletrénicos, como por exemplo, a presenca
de substituintes eletroatratores ligados ao nitrogénio do grupo imino das 4-tiazolidinonas.
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Ottana et al.(2005), desenvolveram uma rota sintética de formacdo de
iminotiazolidinonas, utilizando tioureias substituidas (estas sintetizadas a partir de aminas

com isotiocianatos) com derivados de acido a-haloacéticos (Esquema 7).

L]

HsCp-NCS  +  CaH7NH, - . CegHsNH  NHC4H;
2
Y
GqH? M C"HE?' Cl"\-H ] N CQHT
N— N—
A p S
D{fj\\\v{_,fs (8N \\_,z"'f

(1) Ets N, CHCl;, 4 b (2)CICH, COCL, Et N, CHCL, . 12 h.

Esquema 7: Sintese de iminotiazolidinonas a partir de tiouréias e derivados de acido a-haloacéticos

Nessa descri¢do, ocorreu a formacdo de dois regioisdmeros (2a e 2b), de acordo com o
trabalho anterior. Concluiu-se também que a natureza do solvente é primordial para
determinar a regioseletividade da reacéo.

Em trabalho similar, Kicukguzel et al. (2002 e 2006) promoveram a sintese de
derivados iminotiazolidinicos a partir de derivados de &cidos a-haloacéticos, diferenciando

dos demais, pelo uso de aciltiossemicarbazidas e tiossemicarbazonas (Esquema 8).
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Esquema 8: Sintese de tiazolidinonas a partir de aciltiossemicarbazidas

A importante contribuicdo deste trabalho foi a tentativa de se utilizar grupos
volumosos ligados as aciltiossemicarbazidas, obtendo 1,3,4 oxadiazdis. Isso pode ser
explicado através do fato de 0 mecanismo envolver duas etapas: a primeira consiste em uma
S-alquilacéo a partir da forma tiol e a segunda, na formacéo do heterociclo, com a perda de
etanol, que é favorecida pela presenca de um grupo pouco volumoso (ex.: metil) em N-4,
formando 4- tiazolidinonas ou com a perda de mercaptoacetato de etila, que é favorecida pela
presenca de um grupo volumoso em N-4, formando 1,3,4-oxadiazéis, conforme esquema

mostrado anteriormente.

2.3.1.3 Sintese de 4-tiazolidinonas a partir de tioamida e anidrido maléico ou

acetilenodicarboxilato de dimetila

Outra estratégia interessante descrita na literatura é a utilizacdo de compostos com a
funcdo tioamida, como a tiossemicarbazona, com compostos que apresentam a fungéo
carbonila e que sejam o,f-insaturados, como acetilenodicarboxilato de dimetila (DMAD) ou
anidrido maléico.

Berseneva et. al (1998) descreveram a sintese de novos compostos 2-imino-5-

metoxicarbonil-4-tiazolidinonas (Esquema 9), apesar do fato de que a condensacdo de
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tiouréias com o DMAD ¢€ conhecido por ser um método conveniente para preparar derivados

malontioamida, que sdo estrutura analoga as tioureias.

MeO:C H
CO,Me N o
[ — ~
R J-I\H + | S |
S NHJ__) ‘ '\?_I_-'NH
CO,Me !
H™)
R

Esquema 9: condensacdo de tiouréias com o DMAD, formando novas 4-tiazolidinonas

Em trabalho recente em nosso grupo de pesquisa, Vercoza et al. (2009) obtiveram
novos derivados com a funcdo acida na posicdo 5 do anel tiazolidindnico a partir de reagdo
entre tiossemicarbazonas substituidas e o anidrido maléico, utilizando tolueno seco como
solvente, em condicdes de refluxo (Esquema 10). Nesse caso aplica-se a reacdo de adicdo do

tipo tia-Michael, onde o anidrido funciona como aceptor de Michael.

R,
O SN,
/\/%N’N S Refluxo | _ N o
| N7 NHR, N
OH
R = H, Alquil ou Aril. Rend. 37-60%

Esquema 10: Sintese de compostos tiazolidinénicos seguindo a reacdo de tia-Michael

2.3.2 ATIVIDADE BIOLOGICA DAS 4-TIAZOLIDINONAS

Embora o anel 4-tiazolidindnico por si sO, ndo apresente nenhuma atividade biologica,

compostos bioativos contendo este anel, sdo de grande interesse para a quimica medicinal e a
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indUstria farmacéutica por apresentar uma grande variedade de atividades bioldgicas
(LIESEN et al. 2008). Segundo trabalhos descritos na literatura (VERMA et al., 2008) “as 4-
tiazolidinonas sdo encontradas em varios compostos naturais e farmacos sintéticos. De fato,
modificagdes estruturais na posicdo 2, 3 e 5 no anel tiazolidindnico nos fornecem alteragdes
tanto no ponto de vista fisico-quimico, bem como na diversidade das atividades bioldgicas.”
Em trabalho realizado por Kavitha et al. (2006), demonstrou-se que 4-tiazolidinonas
contendo o grupo (1-[2-amino-1-(4-metoxi-fenil)-etil]-cicloexanol) apresentavam excelentes
atividades antifungica e antimicrobiana frente a microorganismos Pseudomonas fluorescens e
Trichoderma. Os compostos citados no trabalho (Figura 6) apresentaram menor concentragao

inibitdria minima em relac&o aos farmacos de referéncia, como estreptomicina e nistatina.

OH

/©

\ N

H;CO R\(jO
S

R = Aril ou Heteroaril

Figura 6: Derivados 4-tiazolidinona com atividade antimicrobiana e antifungica (Adaptado de
Kavitha et al. 2006)

Vicini et al. (2006) por sua vez avaliaram a atividade antimicrobiana de compostos 4-
tiazolidinonas e derivados, que por sua vez apresentam acoplados um radical benzilideno na
posicdo 5. Nesse trabalho foi evidenciado que os derivados 5-benzilideno-4-tiazolidinonas
mostraram importante atividade em comparacdo a ampicilina. Além disso, a presenca do
radical benzilideno produziu efeito positivo no incremento da atividade frente a diferentes

cepas bacterianas Gram positivas e negativas (Figura 7).
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R= OH, OCH3, N02 ou Cl

Figura 7: Derivados 4-tiazolidinonas com atividade antimicrobiana (adaptado de Vicini et al., 2006)

Havrylyuk et al. (2009) em seu trabalho, sintetizaram compostos 5-benzilideno-4-
tiazolidinonas com o objetivo de analisar atividade antitumoral frente a diferentes linhagens
de células. Os compostos avaliados (Figura 7) potentes inibidores de crescimento de células

tumorais, sendo alguns mostrando seletividade para determinada linhagem celular.
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3'1_{_,-' L\""\-:"'_\_\'_J_z\ 1
R R
R =0H ¢ OMe,

R = Br. CL. OH. OMe, NO, ¢ N(CH;),.

Figura 8: Derivados 4-tiazolidinonas com atividade antitumoral (Adaptado de Havrylyuk et al., 2006)

Em Adicdo, em trabalho realizado por Zhow et al. (2008), identificou-se, através de
analise de relacdo estrutura-atividade, compostos que tem boa seletividade frente a células de
cancer de pulméo, inclusive diante de células resistentes a paclitaxel, mostrando baixa

toxicidade as células humanas normais (Figura 9).
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Figura 9: Derivados 4-Tiazolidinonas com atividade frente a cancer de pulmao (Adaptado de Zhow et
al., 2008)

Goel et al. (1999) descreveram acdo de 4-tiazolidinonas 2,3-substituidas em atividade
antiedematoso, em comparacdo a fenilbutazona (Figura 10a). Em outro trabalho, Knutsen et
al. (2007) apresentaram atividade analgésica de compostos 2-aril-tiazolidinonas, sendo estas

atuando como bloqueadores seletivos de canais de célcio tipo-N (Figura 10b).
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10a 10b

Figura 10: Derivados 4-tiazolidinonas com atividade antiedematoso

Em nosso grupo de pesquisa, existem diversos trabalhos onde se exploram diferentes
atividades das 4-tiazolidinonas. Tendrio et al. (2005) demonstraram a potente atividade anti-T.
gondii para 4-tiazolidinonas contendo a funcao &cida na posi¢do 5, como também uma funcéo
arilhidrazona substituida na posi¢cdo 2 do anel tiazolidindnico (Figura 11a) Aquino et al.
(2008) descreveram a acdo efetiva anti-Toxoplasma gondii de novos compostos 4-
thiazolidinonas (Figura 11b) algumas moléculas mostraram-se mais eficaz que a hidroxiuréia
(droga de referéncia).
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Figura 11: derivados 4-tiazolidinonas que apresentaram atividade frente ao Toxoplasma gondii

Vercoza et al. (2009) sintetizaram e testaram a atividade de compostos 4-
tiazolidinonas com uma porcdo acida na posicdo 5 do anel tiazolidinico e N-substituidas
frente a algumas bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos (Figura 12). Para esta
série, o radical alquil na posicdo N-3 foi importante na capacidade de inibi¢do do crescimento
de alguns micro-organismos.

OH

R = H, CH3, C2H5, C6H5'

Figura 12: Derivados 4-Tiazolidinonas que apresentaram atividade antimicrobiana e antifungica

Corroborando com essa ideia, Feitoza et al. 2012, em nosso grupo de pesquisa,
sintetizaram compostos 5-benzilideno-tiazolidinonas com atividade excelente frente a
linhagens tumorais de carcinoma pulmonar (NCL-H-292), Os compostos que apresentaram
melhor atividade, apresentavam fragmento para-dimetilaminobenzilideno, descrito como

requisito estrutural essencial para atividade anticancer contra células de pulmao. (figura 13)
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N(CHs),

Figura 13: derivado 4 tiazolidinona com atividade antineoplasica (adaptado de feitoza et al., 2012)

Objetivos
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Partindo do principio que as 4-tiazolidinonas apresentam um amplo espectro de
atividades biologicas e que sdo compostos de facil obtencdo, com baixo custo e elevados
rendimentos, objetivamos para este trabalho a sintese, caracterizagdo e posterior avaliacdo in
vitro das suas propriedades antimicrobianas e citotoxicas.

As moléculas propostas apresentam grupos doadores e aceptores de elétrons ligados a
porcdo benzilideno ligado a posicdo 5 do anel tiazolidinénico, como também a fixacdo de

radicais metila, etila e fenila na porgdo N-3 das 4-tiazolidinonas (Figura 14).

r
N X .N
-z I N \\rN o
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~ | N~ \\rfo
NS S
Rl
3a-d 4a-1
4g- R= CH3, Rl =N02 40-R = C6H5 , Rl = N02

Figura 14: Estruturas dos compostos 4-tiazolidinonas planejados para este trabalho
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar tiossemicarbazonas (2a-d) a partir da reacdo entre tiossemicarbazidas néo

substituidas obtidas industrialmente e substituidas com 2-formil-piridina;

e Sintetizar 4-tiazolidinonas (3a-d) a partir da condensacdo de tiossemicarbazonas ndo

substituidas e substituidas com acido cloroacético;

e Sintetizar compostos 5-benzilideno-4-tiazolidinonas (4a-p), através de condensacéao

das 4-tiazolidinonas e aldeidos aromaticos ndo substituidos e substituidos;

e Determinar as propriedades fisico-quimicas e caracterizar estruturalmente 0s
compostos sintetizados através dos métodos convencionais de elucidacdo molecular,
como IV, HRMS, e RMN 'H e **C;

e Auvaliar in vitro a atividade antimicrobiana frente a bactérias e fungos dos compostos

4-tiazolidinonas e 5-benzilideno-4-tiazolidinonas sintetizados;

« Auvaliar a atividade citotoxica in vitro diante de células tumorais, frente as linhagens
tumorais: HEp-2 (carcinoma de traquéia humano), e HT-29 (adenocarcinoma de

cdlon).
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Resultados e Discussao
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DAS SERIES 4-TIAZOLIDINONA 3A-D E 4A-
P

O esquema a sequir, ilustra a rota sintética empregada para a obtencdo de novas
estruturas 4-tiazolidinonas e 5-benzilideno-4-tiazolidinonas planejadas para o presente
trabalho (Esquema 11).
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4h- R=CHy: R* =Cl; dp- R=C,Hs: R'=CI:

Esquema 11: Rota Sintética Programada para obtengdo de 4-Tiazolidinonas e Derivados
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4.2 METODOLOGIAS SINTETICAS E MECANISMOS REACIONAIS

4.2.1 OBTENCAO DAS TIOSSEMICARBAZONAS (2A-D)

Para a sintese das tiossemicarbazonas, foram utilizadas as metodologias convencionais
descritas na literatura (GRAMMATICAKIS, 1956; MENDES et al., 2001; BERALDO et al.,
2001). Nesta etapa foram utilizadas quantidades equimolares de formil-piridinas e
tiossemicarbazidas, obtidas comercialmente, onde por sua vez foram submetidos a agitacdo
magnética e refluxo.

A formacdo das tiossemicarbazonas € favorecida pelo carater nucleofilico do
nitrogénio N; das tiossemicarbazidas (COSTA, 2003), Além disso, estas reacBes sdo
aceleradas por catélise &cida, apresentando rendimentos satisfatorios (TENORIO et al., 2005).

O mecanismo de formacdo das tiossemicarbazonas (Esquema 12) inicia-se
com a protonagdo da carbonila do 2-piridino-carboxaldeido, promovendo a
formacdo do ion oxénio. A formagdo desse intermediario é importante, pois
torna a carbonila mais susceptivel ao ataque nucleofilico do nitrogénio da
posicdo N-1 da tiossemicarbazida, que através de um processo bimolecular,
proporciona a formacdo de um intermediario hemiaminal N-protonado. Por
Gltimo, ocorre uma répida transferéncia de préton do nitrogénio para o
oxigénio (prototropismo), com consequente desidratacdo e posterior
neutralizacdo, promovendo um deslocamento do equilibrio para a formacao
de iminas correspondentes (SMITH & MARCH, 2001; CAREY &
SUNDBERG, 2007)
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Esquema 12: Mecanismo de formagdo das tiossemicarbazonas da série 2a-d
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Segundo relatos na literatura, as tiossemicarbazonas formadas podem apresentar
configuragcBes Z ou E, dependendo do tipo de substituinte presente no aldeido utilizado
(KARABATSOS et al., 1964). Na sintese de tiossemicarbazonas feita por nosso grupo de
pesquisa, observou-se o0 aparecimento de uma unica mancha na placa de CCD, evidenciando
assim a presenca de apenas uma configuracdo. Em trabalho realizado por Tendrio et al.(2005),
verificou-se, através de andlise de varios espectros de tiossemicarbazonas, que ndo ha
mudanca de deslocamento ou de aparecimento de sinais diferentes para o hidrogénio
azometinico, indicando a formacdo de uma das configuracdes. Diante desses fatos, pode-se
sugerir que foram obtidas preferencialmente na configuracéo E, a qual é termodinamicamente
mais estavel (OTA et al., 1998).

A andlise dos espectros de IV tem por objetivo identificar as principais bandas de
absorcéo referentes aos principais grupos caracteristicos dos compostos desta série. Os
espectros apresentaram bandas de absorcdo na regido de 3235 — 3467 cm™, as quais foram
atribuidas as frequéncias de estiramento assimétrico e simétrico da funcdo NH;, bandas na
frequéncia entre 3129 e 3165 cm™, referentes ao estiramento da ligacdo N-H hidrazinico
(HOLLA et al., 2003, SANTHAKUMARI et al., 2010). Alem disso, as bandas de absor¢édo
relativas ao estiramento da ligacdo C=N foram observadas nas frequéncias de 1588 e 1591
cm(THIRUMURUGAN et al., 2006) e presenca da banda C=S entre 1500 e 1700 cm™,
indicando a funcéo tiocarbonila das tiossemicarbazonas sintetizadas (TARASCONI et al.,
2000).

Estas bandas sdo exemplificadas na Figura 15, a qual apresenta o espectro referente a

tiossemicarbazona 2a.
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Figura 15: Espectro de IV referente a tiossemicarbazona 2c
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4.2.2 OBTENCAO DE 2-[(2-PIRIDINIL-METILENO)-HIDRAZONO]-4-TIAZOLIDINONAS
(3A-D)

Como foi observado anteriormente, para a obtencdo das 4-tiazolidinonas da série 3a-d
foram obtidos através da reagdo entre as tiossemicarbazonas sintetizadas previamente com
acido cloroaceético, catalisada por acetato de sodio anidro. Nessa reacdo, destacamos a
importancia do grupo imino, pois é bastante susceptivel a hidrolise acida (OTTANA et al.,
2005). Ao final de cada reacdo, os compostos foram lavados com solvente em temperatura
ambiente, fornecendo assim compostos puros.

De acordo com trabalhos descritos na literatura, 0 mecanismo reacional proposto para
esta reacdo, se inicia pela condensacdo do acido cloroacético com o atomo de enxofre (que
por sua vez apresenta-se na forma tiol da tiossemicarbazona), caracterizando uma S-
alquilacdo. Posteriormente, ocorre um ataque intramolecular por parte do par de elétrons
livres do nitrogénio na carbonila do &cido cloroacético, com perda de uma molécula de H,0,
formando o anel heterociclico ndo substituido na posicdo C-5 (Esquema 13) (JOLLY &
SHARMA, 1990).
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Esquema 13. Mecanismo de reacdo geral para obtencéo das 4-tiazolidinonas da série 3a-d.
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4.2.3 OBTENCAO DE 2-[2-PIRIDINIL-METILENO]-5-BENZILIDENO)-4-
TIAZOLIDINONAS (4A-P)

Segundo relatos da literatura (BROWN, 1961, SINGH et al., 1980, LIESEN et al.,
2008), “diversos reagentes podem ser utilizados na promogdo da condensacédo aldolica entre
o0 grupo metileno do anel 4-tiazolidinonas com o grupo carbonila de aldeidos e cetonas, como
a piperidina em solucdo etanolica, amonia e cloreto de amdnio em etanol e o acetato de sédio
anidro em 4cido aceético.”

Os compostos desta série (4a-p) foram obtidos a partir dos compostos 4-tiazolidinonas
ndo substituidos na posicdo 5 do anel, onde foram submetidos a uma condensacdo com
aldeidos, através do uso de piperidina em meio etandlico (OTANNA et al. 2005). Processos
simples de purificagdo como lavagem com metanol forneceram compostos com rendimento
entre 44 e 65%.

“O mecanismo desta reacdo relaciona a propriedade acida do grupo metileno na
posicdo 5 do anel 4-tiazolidinona, que por sua vez, reage com aldeido e cetonas em reacéo do
tipo Knoevenagel.” (LIESEN et al., 2008). O processo inicia-se com a formacdo de um anion
enolato no anel, através do tratamento com a piperidina (comportando-se como base). O
carbanion formado no anel € estabilizado pela carbonila, pois esta exerce um efeito elétron-
atrator na posicdo adjacente ao grupo metileno, além de grupos elétron atrator na posicao 2 do
anel (SINGH et al., 1980, LIESEN et al., 2008) e o atomo de enxofre, que exerce efeito
retirador, contribuindo assim para estabilizagdo do enolato. Em seguida, ocorre um ataque
nucleofilico do carbanion ao carbono da funcdo aldeido, com posterior eliminacdo de agua

leva a formacéao do benzilideno na posicdo 5 do anel.(Esquema 14)
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Esquema 14: Mecanismo da reacgdo de sintese da 5-benzilideno-4-tiazolidinona 4a-p

4.2.4 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS DERIVADOS TIAZOLIDINONICOS

(3A-D, 4A-P)

Para todas 4-tiazolidinonas sintetizadas, os espectros de 1V evidenciaram duas bandas

de absorco, geralmente de forte intensidade, entre 1657-1493 cm™, atribuidos ao estiramento

dos grupos C=N presentes na posi¢cdo 2 do anel e no grupo arilhidrazona (ERGENC et al.,

1999). Em adicdo, apresentaram-se também bandas entre 1721-1695 cm™, referentes as

bandas de amida | do anel 4-tiazolidinona, como também bandas entre 1246-1104 cm™,

referentes ao grupo N-N=C e 1088-990 cm™, associado ao grupo C-S. Além disso, foram

constatadas bandas de absorcdo entre 1398 e 1246 cm™, reportando a estiramento do grupo

NCS, evidenciando assim o fechamento do anel dos compostos das séries 3a-d e 4a-p através

da sintese a partir das respectivas tiossemicarbazonas (CAPAN et al., 1999; ULUSQY et al.,
2002; EL-GENDY et al., 1990).
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Em relacéo as bandas de absorcdo da carbonila, nos compostos da série 3a-d (Tabela
1) aparecem entre 1709-1721 cm™. Em relacfo aos compostos da série 4a-p (Tabela 2) as
bandas se manifestam entre 1694-1712 cm™. Esta diferenca de absorcdo se explica por um
efeito batocrdmico, que ocorre devido a uma conjugacao da carbonila dos compostos desta
série (4a-p) com a dupla ligagdo C=C exocitica, e esse efeito é responsdvel pelo
enfraquecimento da ligacdo entre C-O (VICINI et al., 2006; KUCUKGUZEL et al., 2006).
Em adicéo, o estiramento referente a esta ligacdo foi caracterizado por bandas que aparecem
entre 1533-1599 cm’™

As principais bandas de absorc¢éo observadas para as 4-tiazolidinonas, e suas referidas
intensidades, sdo mostradas nas Tabelas 5 e 6. As Figuras 16 e 17 ilustram, respectivamente,

0s espectros de IV dos compostos 3c e 4n.

Tabela 1: Principais frequéncias de absorgdo observadas nos espectros de 1V para as 4-tiazolidinonas
(3a—d).

Compostos  C=0 (v) C=N (v) NCS(v)  N-N=C (v) CS (v)

3a 1709 1627 e 1566 1292 1246 1029
3b 1717 1620 e 1552 1298 1118 1050
3c 1721 1657 e 1551 1326 1242 1088
3d 1721 1612 e 1540 1383 1240 1041
1.0
.5
i

0.6

1551,11 (N=C)
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Figura 16: Espectro de IV para o derivado 4-tiazolidinona 3c (pastilha de KBr)



54

Tabela 2: Principais frequéncias de absor¢ao observadas nos espectros de IV para as 4-tiazolidinonas

(4a—p).
Compostos C=0 (v) C=N (v) C=C(v) NCS (v) N-N=C C-S(v)
(\))

4a 1712 1648 e 1558 1595 1337 1200 1005
4b 1694 1625 e 1525 1583 1294 1214 1004
4c 1702 1618 e 1513 1599 1337 1104 999
4d 1711 1646 e 1546 1590 1335 1089 1010
4e 1709 1626 e 1560 1590 1373 1123 1025
Af 1694 1597 e 1525 1555 1372 1199 1015
49 1704 1626 e 1559 1596 1342 1129 1047
4h 1705 1622 e 1552 1590 1335 1129 990
4i 1699 1625 e 1510 1555 1353 1127 991
4j 1695 1620 e 1543 1584 1347 1196 1043
4k 1707 1623 e 1511 1553 1337 1236 1030
41 1706 1623 e 1555 1585 1398 1241 1000
4m 1708 1619 e 1498 1533 1379 1240 1045
4an 1697 1594 e 1494 1546 1328 1163 1069
40 1715 1625 e 1518 1558 1345 1237 1100
4p 1715 1623 e 1493 1545 1331 1237 1008

1.0

19

s |
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0.4 A O Il\lcri:_qgjﬁ

0] f""~N5"L 1 2.1594,82

. 1 , 1498,68 (N=C);

J 3. 1546,25 (C=C)
B P B B .
Figura 17: Espectro de IV para o derivado 5-benzilideno-4-tiazolidinona 4l (pastilha de KBr).
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Na espectroscopia de RMN *H dos compostos pertencentes & série 3a-d, a formacao
do anel 4-tiazolidinona foi constatada através da presenca de um singleto entre 3,71-3,98
ppm, referindo-se ao grupo metilinico -CH, (ENGENC et al., 1999). Esse sinal esta atribuido
a dois hidrogénios, e evidencia-se que estdo em um mesmo ambiente quimico (Figura 18). Os
hidrogénios referentes ao grupo CH=N para esta série sdo observados na regido entre 8,32-
8,63 ppm (Tabela 3).

Tabela 3: Principais deslocamentos quimicos (ppm) observados nos espectros de RMN H para as 4-
tiazolidinonas (3a—d).

Compostos CH,- CH=N Outros
3a 3,92 8,32 12,06 (N-H)
3b 3,71 8,43 3,23 (CHgy)
3c 3,79 8,63 3,93 (N-CHy), 1,29 (CHs)
3d 3,98 8,36 7,29-7,46 (N-Ar)

Em relacdo aos espectros de RMN 'H para os compostos 5-benzilideno-4-
tiazolidinonas (4a-p), os hidrogénios pertencentes ao grupo CH=N apresentaram
deslocamento quimico semelhante aos compostos de partida descritos anteriormente (série 3a-
d), localizando-se entre 8,27-8,55 ppm (Tabela 4), além disso, o desaparecimento dos
singletos relacionados ao grupo metileno na posicdo 5 do anel 4-tiazolidinona (série 3a-d),
bem como o aparecimento de um singleto entre 7,63 a 7,81 ppm, que se correlaciona ao

hidrogénio do grupo benzilideno, ratifica a estrutura dos derivados da série 4a-p.(Figura 1
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Tabela 4: Principais deslocamentos quimicos (ppm) observados nos espectros de RMN H para as 4-
tiazolidinonas (4a—p).

Composto CH=N HC=C Outros
4a 8,52 7,66 -
4b 8,40 7,78 12,18 (N-H), 3,05 (N(CHs),)
4c 8,63 7,67 8,36 e 8,28 (Ar-NOy)
4d 8,51 7,66 12,45 (N-H)
4e 8,56 7,75 3,48 (N-CHy)
4f 8,54 7,67 3,45 (N-CHy3), 3,04 (N(CHs),)
49 8,59 7,73 8,10 e 7,76 (Ar-NO,), 3,52 (N-CHj3)
4h 8,56 7,68 3,48 (N-CHg)
4i 8,64 7,75 4,08 (N-CHy), 1,36 (CH3)
4j 8,54 7,67 4,08 (N-CHy), 3,05 (N(CHs3),,
4k 8,55 7,71 8,14 e 7,79 (Ar-NOy), 4,08 (N-CH,) 1,37
(CHs)
4 8,53 7,63 4,06 (N-CH,), 1,34 (CHj3)
4m 8,30 7,81 7,54 (N-Ar)
4n 8,27 7,68 7,56 (N-Ar)
40 8,33 7,73 8,42 e 8,03 (Ar-NOy)
4p 8,31 7,76 7,67 e 7,49 (Ar-NOy)
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Figura 18: Espectro de RMN *H para a 4-tiazolidinona 3¢ (CDCls; 400 MHz), ilustrando os singletos

referentes aos grupos metileno e azometinico.
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Figura 19: Espectro de RMN *H para o derivado 5-benzilideno-4-tiazolidinona 4i (CDClg; 400 MHz),

ilustrando principalmente o singleto referente hidrogénio vinilidénico.

A sintese de compostos 5-benzilideno-4-tiazolidinonas, produzidos pela reacdo de

condensacéo de 4-tiazolidinonas com benzaldeidos, conduz, em tese, a duas configuracdes
diastereoisomericas E e Z (figura 20). Esta configuracdo pode ser determinada através de

métodos espectroscopicos (RMN *H e **C) e cristalografia de raios-X (LIESEN et al., 2008)
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Configuracdo Z Configuracao £

Figura 20: Estruturas tedricas dos diastereoisdmeros Z e E para as 4-tiazolidinonas da série 4a-p

Existem varios relatos na literatura, que descrevem a configuracdo formada apds a
reacao entre as 4-tiazolidinonas com aldeidos aromaticos, conduzindo a formagdo de derivados a.p
— insaturados.

Bruno et al. (2002), descreveram o tipo de configuragdo existente na ligagdo dupla exociclica
em derivados 5-arileno-2,4-tiazolidinadiona, através de técnicas de difracdo de raios x e métodos
espectroscopicos. Segundo os autores, todos o0s espectros dos compostos que apresentavam
configuracdo do tipo Z, sofreria influéncia de deslocamento quimico no préton benzilidénico em
presenca de Eu(fod);, o que ndo ocorreria com 0s compostos com configuracdo E. A
contribuicédo principal desse trabalho foi a determinagéo do sinal do préton de configuracdo Z
(Unico detectado no trabalho), apresentando deslocamento quimico entre 7,72-7,97 ppm.

Baseado no trabalho descrito anteriormente, as contribui¢cbes foram utilizadas
posteriormente por Ottana et al. (2005) e Vicini et al. (2006) na sintese de 5-arilideno-2-
imino-4-tiazolidinonas e 5-arilideno-2-tiazolilimino-4-tiazolidinonas, obtidos a partir de
reacOes de derivados 2-imino-4-tiazolidinonas com aldeidos aromaticos (Figura 21). Todas as
moléculas sintetizadas no trabalho citado apresentaram deslocamentos quimicos relacionados
ao proton benzilidénico variando entre 7,63-7,97 ppm, caracterizando isémeros de

configuragéo Z.
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R = H, Cl, NOZ,OH, OCH3 R = Cl, OCH3’ SCH3802C6H5

Figura 21: Compostos sintetizados no trabalho de Vicini et al. 2006

De acordo com os trabalhos descritos anteriormente, em nosso grupo de pesquisa,
Aquino (2007) determinou a configuragdo do prdton benzilidénico dos derivados 5-
benzilideno-4-tiazolidinonas, baseando-se na anélise dos espectros de RMN 'H. Em
conformidade aos trabalhos anteriores, todas as moléculas sintetizadas foram atribuidas a
configuracdo Z para o hidrogénio citado, porém um deslocamento quimico maior foi
demonstrado, pelo fato de haver um maior efeito de desblindagem da carbonila, na posicéo 4
em relacdo ao enxofre, na posicéo 1.

Em relacdo ao presente estudo, a sintese de novos compostos 5-benzilideno-4-
tiazolidinonas 4a-p nos forneceu espectros de RMN de *H, com hidrogénios benzilidénicos
apresentando-se na faixa entre 7,63-7,81 (Tabela 4), confirmando a configuracdo Z das
moléculas sintetizadas, em conformidade com as informacBes colhidas nos trabalhos
anteriores.

Os espectros de RMN de *3C das 4-tiazolidinonas pertencentes as séries em estudo
apresentaram deslocamento quimico referente aos grupos NC=0, imino (C=N) e C=N, sendo
este referente a funcdo azometina apresentando-se na faixa de 165,88-174,04, 159,90-167,20
e 156,02-160,17, respectivamente (Tabela 5). Para os compostos pertencentes a série 3a-d, 0s
espectros apresentaram deslocamento quimico entre 32,48-38,99, referente ao grupo CH,
(Figura 20). E importante ressaltar que a falta de solubilidade dos compostos 4a-d e 4m-p em

solventes apropriados inviabilizou a realizacéo dos espectros de RMN **C em soluc#o.
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Tabela 5: Principais deslocamentos quimicos encontrados no RMN de **C

Composto C=0 C=N CH=C S-CH; CH=C CH=C
3a 174,04 167,20 156,02 32,99 - -
3b 172,06 166,15 157,69 32,43 - -
3c 171,78 166,14 156,52 38,84 - -
3d 171,69 165,77 159,26 32,48 - -
de 166,93 161,61 159,31 - 133,89 131,11
4f 167,48 162,59 158,30 - 132,25 132,11
49 166,25 160,29 160,17 - 148,40 140,10
4h 166,72 161,15 159,52 - 135,79 132,37
4i 166,60 161,65 157,65 - 133,92 133,11
4j 167,22 161,93 158,13 - 132,16 131,88
4k 165,88 159,90 159,63 - 147,46 140,12
41 166,33 160,46 159,22 - 135,60 132,38

Para o0s compostos 5-benzilideno-4-tiazolidinonas, 0s espectros apresentam
deslocamento quimico na faixa entre 132,16-148,40 e 131,11-140,12 ppm, referentes aos
atomo de carbono exo e endociclicos da dupla ligacdo benzilidénica, respectivamente.

Para todos os compostos 4-tiazolidinonas sintetizados as massas moleculares foram
determinadas pela Espectroscopia de Massas de alta resolucdo (HRMS). Os valores das
massas moleculares obtidos foram confirmatorios para determinacdo de todas as moléculas

sintetizadas.
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Avaliacdo Bioldgica dos derivados 4-

Tiazolidinbnicos
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5 AVALIACAO BIOLOGICA DOS DERIVADOS 4-TIAZOLIDINONAS

5.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliacdo da atividade antimicrobiana para as 4-tiazolidinonas sintetizadas (3a-d e
4a-p) foi realizada através do método de difusdo em disco, sendo este realizado em triplicata,
conforme mencionado na metodologia de Bauer-Kirby (1966). Este teste possui um carater
qualitativo, pois evidenciamos se 0s compostos sintetizados apresentam atividade frente a
diferentes espécies de micro-organismos. Verificamos nessa etapa a zona minima de inibicéo
(ZM1), sendo esta dada em mm, utilizando-se DMSO como controle negativo. Em seguida, 0s
compostos que apresentaram halo igual ou superior a 16 mm foram submetidos a
determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM).

Os valores da ZMI obtidos no teste em disco para 0s compostos testados sdo
mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: Halos em milimetros (mm) referentes a atividade antimicrobiana dos compostos 3a-d e 4a-
p.

Compostos Sa Bs Ec Pa Kp Ms Ca Cc Mf Na Fm

3a 14 14 15 12 10 20 17 - - - 20
3b 11 8 - - - 12 16 - - - -
4c - = - - - - - - - 12 -
4e - 10 - - - - - - - - -
4f - 8 - - - - - - - - -
49 9 10 - - - 10 - - - - -
4h 9 10 - - - 11 - - - - -
4 - 9 - - - - - - - - -
4j - 11 - - - - - - - - -
4k - 8 - - - - - - - - -
4 - 11 - - - - - - - - -

- - Nao possui sensibilidade ou apresenta halo de inibi¢cdo ou ZMI menor que 7mm; NT: ndo testado;
Sa: Staphylococcus aureus, Bs: Bacillus subtilis, Ec: Escherichia coli, Pa: Pseudomonas aeruginosa,
Kb: Klebsiella pneumoniae, Ms: Mycobacterium smegmatis, Ca: Candida albicans, Ck: Candida
krusei, Mf: Malassezia Furfur, An: Aspergillus niger, Fm: Fusarium moniliforme.
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O composto 3a apresentou atividade significante frente a M. smegmatis, C. albicans e
F. moniliforme, No entanto, existem relatos na literatura onde descreve a atividade
antimicrobiana desse composto. Em adicéo, o composto 3b apresentou halo significante frente
a C. albicans. Os demais compostos, apresentaram halos menor que 8mm, ou seja,
insignificantes, diante dos microorganismos estudados.

Os compostos que apresentaram halos iguais ou superiores a 16 mm foram submetidos
ao teste de concentracdo inibitoria minima (CIM), A CIM foi realizada segundo determinacéo
do National Commitee for Clinical Laboratory Standard (NCCLS) com pequenas alteracdes

(NCCLS, 1992, 1993) (Tabela 7).

Tabela 7: Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), Concentracdo Minima Bacteriostatica (CMB) e
Concentragdo Minima Fungistatica (CMF) dos compostos 4-tiazolidinona selecionados

3a
Micro-organismos CiM CMB CMF
M. smegmatis > 500 pg/mL - -
F. moniliforme <31 pg/mL - -
C. albicans 31 pg/mL - 62 pg/mL
3b
Micro-organismos CMI CMB CMF
C. albicans 500 pg/mL - 250 pg/mL

Composto de referéncia 1 : rifampicina

Micro-organismo CMI CMB
M. Smegmatis 125 pg/mL -
Composto de Referéncia 2 : nistatina
Micro-organismo CMI CMF
C. albicans 62 pg/mL -
F. Moniliforme 62 pg/mL -

Nesse trabalho foram observadas duas modificagfes estruturais nas moléculas
sintetizadas, a variacdo de um substituinte na posicdo N-3 e a incorporagédo de um grupo

benzilideno na posicéo 5 da estrutura 4-tiazolidinona.
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Relatos na literatura demonstram a importancia da alteragdo dessas posi¢des no anel 4-
tiazolidinona parecem ser importantes para as propriedades bioldgicas desses compostos.

Vicini et al. (2006), mostraram a importancia do radical benzilideno na posi¢do 5 do
anel tiazolidinénico para a atividade antimicrobiana descrito para esta serie. No trabalho
citado foi pesquisada a atividade antimicrobiana dos compostos substituidos nessa posicao
frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos e leveduras. Os compostos que
apresentaram o radical benzilideno, apresentaram excelente atividade somente para cepas
Gram-positivas, ndo apresentando boa atividade diante dos outros tipos de micro-organismos.
Em adicéo, a promogéo de benzilideno para com o grupo cloro apresentava melhor atividade,
em relagéo aos outros radicais (Figura 22).

0
[N HN
\ _
S)\N//QS N R= CI, OH,0CHs,NO,
= |
\.—R

Figura 22: Composto 5-benzilideno tiazolidinona utilizado no trabalho de Vicini et al. 2006

No presente trabalho, observamos que a série com grupamento 5-benzilideno (4a-p),
ndo apresentou incremento da atividade antimicrobiana, como sugeriu trabalho de Vicini et al.
(2006). De fato, observa-se que os compostos que apresentaram melhor atividade foram
aqueles gue ndo tém o anel 4-tiazolidinona substituido na posicdo 5 (série 3a-d).

Em nosso grupo de pesquisa, Vergoza et al. (2008) discutiram a importancia de um
grupo doador e aceptor de elétrons na posicdo N-3 do anel 4-tiazolidinona para o incremento
da atividade antimicrobiana (Figura 23). No trabalho citado, a série sintetizada foi testada
diante de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptococcus faecalis, Micrococcus
luteus, Escherichia coli; Klesbsiela pneumoniae, Mycobacterium phlei, Mycobacterium
smegmatis, Mycobacterium tuberculosis, Candida krusei; Candida albicans; Malassezia

furfur.
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Figura 23: Compostos sintetizados por Vercoza et al, 2008 para avaliagdo da atividade
antimicrobiana.

Tal trabalho concluiu que a presenca do grupo fenila na posicdo 3 do anel 4-
tiazolidinona ndo s&o ativos contra 0s microrganismos testados, sendo assim sua presenca néo
contribui para a atividade antimicrobiana. No entanto, foi verificado que a posi¢do do
nitrogénio no heterociclo piridina poderia influenciar na atividade antibacteriana dos
compostos estudados.

Em trabalho realizado em nosso grupo de pesquisa, Feitoza et al., 2012 utilizando as
idéias dos autores citados anteriormente constatou que a presenca do benzilideno na posi¢do 5
do anel 4-tiazolidinona apresentou efeito negativo na atividade antimicrobiana. Além disso, a
presenca de um grupo doador em N-3 ndo é suficientemente comprobatoria para eficacia da
série.

Em concordéancia com Feitoza et. al., 2012, o presente trabalho confirmou que a
presenca do radical benzilideno e a presenca de grupos doadores e aceptores de elétrons ndo
contribuiram de forma significante para a atividade antimicrobiana, devido a baixa

solubilidade dos produtos obtidos.

5.2 ATIVIDADE CITOTOXICA

A avaliacdo da citotoxicidade dos compostos sintetizados envolveu a utilizagdo de
células tumorais humanos. As linhagens tumorais utilizadas foram: HEP-2 (Carcinoma

Laringeo Humano), e HT-29 (Adenocarcinoma de colo humano). Os resultados foram obtidos



66

através do percentual de inibicdo do crescimento celular (%) das amostras em duas linhagens
tumorais testadas nas doses de 25 pg/mL (Tabela 8).

Tabela 8: Percentual de inibigdo do crescimento celular das amostras em trés linhagens tumorais
testadas nas doses de 25 pg/mL

Amostra HEP-2 HT-29
% Intervalo % Intervalo
3a 78,8 0,7 62,6 7,2
3b 82,1 0,8 82,4 4,0
3c 10,6 9,7 19,8 0,7
3d 42,2 6,2 40,5 0,2
4a 0,0 0,0 31,4 5,3
4b 82,1 0,7 88,4 1,1
4c 79,2 1,5 60,6 0,7
4d 0,0 0,0 51,3 2,4
4e 20,2 2,5 45,2 1,2
4f 0,0 0,0 0,0 0,0
49 83,4 0,0 77,6 2,1
4h 80,7 1,3 77,8 0,2
4i 0,3 10,9 0,0 0,0
4j 0,0 0,0 0,0 0,0
4k 8,7 5,2 54,7 0,3
41 0,0 0,0 22,7 5,8
4m 0,0 0,0 22,0 6,7
4n 0,0 0,0 0,0 0,0
40 0,0 0,0 0,0 0,0

4p 0,0 3,4 37,4 5,8
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Os compostos que apresentaram excelente atividade de inibicdo de crescimento
celular, foram submetidos a determinacdo da Concentracdo que causa 50% de inibicdo (CLso)
do crescimento e intervalo de confianca (IC).

Os compostos 3a, 3b, 4b, 4c, 49 e 4h apresentaram excelente atividade de inibicao
celular, sendo estes submetidos & determinagdo da CLsp, utilizando- se o farmaco
doxorrubicina e etoposideo como referéncia (Tabela 9).

Tabela 9: Valores de CLs e intervalo de confianca apés 72 h de incubacéo.

Compostos HEP-2 HT-29
3a 1,6 3,6
0,8-3,2 28-45
3b 0,5 2,4
0.07-3.1 20-238
4b 0,7 14,7
04-172 11,9-18,3
4c 0,5 20,4
02-11 16,4 — 25,3
4g 13,2 3,5
9.6 -18.3 29-41
4h 8,7 NT
5.7-13.2
Doxorrubicina NT 0,4
0.3-05
Etoposideo 6,1 NT
5,91 - 6,29

Valores de Clg, € intervalo de confianca (IC) que foram determinados a partir de regressao nao-linear

utilizando o programa SigmaPlot verséo 11. NT = n&o testado
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Em trabalhos relatados na literatura, Zhow et al. (2008) demonstraram a importancia
do fragmento benzilideno, presente na posi¢do 5 do anel como sendo essencial para atividade
anticancer contra células de pulmao.

Em concordancia, Feitoza et al. (2012) desenvolveram um composto (Figura 24) que
revelou uma excelente atividade do composto frente a células do tipo NCI-H292 (obtidas de
carcinoma mucoepiderméide de pulmdo). O derivado 5-benzilideno-4-tiazolidinona
apresentou Clsp = 1,38 pg/mL, o que coloca este composto em condigdes comparaveis ao
metotrexato (ICso = 1,25ug/mL), utilizado como farmaco de referéncia. Os compostos com
melhor atividade no trabalho citado foram aqueles que apresentaram a porgdo para-
dimetilaminobenzilideno como elemento importante para uma excelente atividade para essa

linhagem de células especificamente.

N(CHz3)2

Figura 24: Composto 5-benzilideno-4-tiazolidinona com atividade antineoplésica

Observamos que os compostos 3a, 3b, 4b e 4c apresentaram excelentes resultados,
apresentando valores (Clso = 1,6 pg/mL), (Clso = 0,5 ug/mL), (Clso = 0,7 pg/mL) e (Cls5p = 0,5
pg/mL), reduzindo significantente o crescimento de linhagens tumorais, sendo este efeito
mais pronunciado nas linhagens HEp-2. Os compostos apresentaram melhores resultados
quando comparados com o etoposideo (Clsp = 6,63 pg/mL). Em adi¢do, os compostos 4b e 4¢
apresentaram melhor atividade em relagdo ao seu percussor 3a, indicando assim a presenca do

radical benzilideno como sendo importante para a atividade citotdxica observada nesta série.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho sintetizamos uma série de compostos pertencentes a classe das 4-
tiazolidinonas, utilizando metodologias eficientes e obtencdo com rendimentos entre (44-
87%). Todos os compostos foram caracterizados por suas propriedades fisico-quimicas e por
métodos espectroscopicos (IV, RMN *H e *C) e espectrométrico (HRMS/IE). Alguns
compostos ndo apresentaram solubilidades satisfatorias em solventes apropriados para a
realizacio dos espectros de RMN *C.

Para as atividades antimicrobianas e antineoplasica foram testados os compostos
intermediarios 3a-d e os compostos finais 4a-p. O composto 3a apresentou consideravel
atividade antibidtica frente a M. smegmatis, C. albicans e F. moniliforme e o composto 3b
apresentou atividade frente a C. albicans. Dentre os compostos testados para a serie 4a-p, foi
verificado que a porgdo benzilideno na posi¢do 5 do anel 4-tiazolidinona ndo contribuiu o
suficiente para a atividade antimicrobiana. No entanto, sdo necessarios estudos da relagédo
estrutura-atividade para obtencdo de compostos 4-tiazolidinonas com atividade
antimicrobiana eficaz.

A atividade citotoxica dos compostos testados evidenciou que o composto 3a e_3b
mostraram-se eficazes contra todas as linhagens celulares testadas, apresentando valores de
Clso superior ao do etoposideo, utilizado como farmaco de referéncia. Em adicdo, o0s
compostos 5-benzilideno pertencentes a série 4a-p, os compostos 4b, 4c, 4g e 4h também
apresentaram boa atividade, com valores de Clsy superior ao do composto de referéncia.
Entretanto, se torna necessario um estudo mais aprofundado na analise da relacéo estrutura-
atividade para obtencdo de compostos 4-tiazolidinonas com atividade antineoplasica eficaz.

Os resultados deste trabalho celebram o potencial no ambito de compostos
potencialmente promissores para o tratamento do céncer. Neste contexto, criam-se
perspectivas para a realizacdo sintese de novos derivados 4-tiazolidinonas com o objetivo de

reforcar o arsenal terapéutico existente atualmente.



71

Materiais e métodos
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7 MATERIAIS E METODOS

7.1 PARTE EXPERIMENTAL

7.1.1 CROMATOGRAFIAS

As cromatografias em camada delgada foram desenvolvidas através das placas de
silica gel 60 Fy54 da MERCK de 0,25 mm de espessura. As leituras das mesmas foram

realizadas atraves de radiacdo de ultravioleta (UV) no comprimento de onda (A) de 254 nm.

7.1.2 DETERMINACAO DE PONTO DE FUSAO

Os pontos de fusdo foram medidos no equipamento QUILMES Q.340.23, em tubos

capilares imersos em banho de silicone.

7.1.3 ESPECTROSCOPIAS DE IV, MS, RMN 'H E RMN *3C

A Espectros de IV foram realizadas em um de espectrofotometro BRUKER IFS-66,
através da producdo discos de KBr e posterior leitura.

A espectrometria de massa de Alta resolucdo (HRMS) foram obtidos por impacto de
elétrons 70eV em um aparelho IT TOF Shimadzu.

Os espectros de RMN *H e *3C foram obtidos em um equipamento UNITYplus-300
MHz-VARIAN e UNITYplus-400 MHz-VARIAN, utilizando-se CDCl; e DMSO-dg como
solventes. Os deslocamentos quimicos (6) foram descritos em ppm, utilizando tetrametilsilano
como referéncia interna. As constantes de acoplamento foram indicadas em Hz, e as
multiplicidades dos sinais foram designadas da seguinte forma: s — singleto, d — dubleto, t —

tripleto, m — multipleto.
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7.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

7.2.1 PROCEDIMENTO GERAL DE OBTENCAO DAS TIOSSEMICARBAZONAS NAO S
UBSTITUIDAS E SUBSTITUIDAS (2A-D)

As tiossemicarbazonas foram sintetizadas a partir da reacdo de quantidades
equimolares de tiossemicarbazidas substituidas e néo substituidas com 2-piridino-
carboxaldeido em presenca de quantidades cataliticas de acido acético, em meio
hidroalcodlico. A mistura reacional foi submetida a refluxo por um periodo de 1 a 4 horas. As
reacOes foram monitoradas por CCD. Ao termino da reacdo, a mistura foi submetido a
resfriamento em geladeira e posterior filtracdo através de funil sinterizado e lavados com

metanol.

7.2.2 DADOS FiSICO-QUIMICOS E ESPECTROSCOPICOS PARA 2-FORMIL-PIRIDINO-
TIOSSEMICARBAZONAS SUBSTITUIDAS E NAO SUBSTITUIDAS (2A-D)

2-Formil-Piridino-Tiossemicarbazona (2a)

e Aspecto: Sélido amarelo ambar;

e Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 91%; PF: 253 °C; Rf: 0,5 (Acetato de
etila/Hexano 6:4);

o  PF jiterat. = 253-254" C (Mendes et al., 2001);

o IV (vem™ KBr): 3434 (NH,), 3156 (Ar-H), 1524 (C=N), 1110 (C=S);
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2-Formil-Piridino-N(4)-metil-Tiossemicarbazona (2b)

Aspecto: Solido bege claro;

Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 90%; PF: 238°C; Ry 0,5 (Acetato de
Etila/Hexano 7:3);

PF iterat, = 238-239° C (Beraldo et al., 2001);

IV (v em™ KBr): 3287 (NHCH3), 3055 (Ar-H), 1527 (C=N), 1109 (C=S):

2-Formil-Piridino-N(4)-etil-Tiossemicarbazona (2c)

Aspecto: Sélido castanho-claro;

Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 92%; PF: 228 °C; Rs 0,5 (Acetato de
Etila/Hexano 8:2);

PF jiterar, = 228-229 ~ C (Beraldo et al., 2001);

IV (v cm™® KBr): 3283 (NHC,Hs), 3043 (Ar-H), 1537 (C=N), 1088 (C=S);
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2-Formil-Piridino-N(4)-fenil-Tiossemicarbazona (2d)

e Aspecto: Sélido Roseo;
e Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 90%; PF: 200 °C; Ry 0,5 (Acetato de
Etila/Hexano 6:4);

o  PF jiterar. = 200 C (Grammaticakis, 1956);

o IV (vem™ KBr): 3306 (NHCgHs), 2948 (Ar-H), 1550 (C=N), 1189 (C=S);

7.2.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA OBTENCAO DE 4-TIAZOLIDINONAS (3A-D)

Uma solucdo contendo quantidades equimolares de Tiossemicarbazonas (2a-d), acido
cloroacético, e acetato de sodio anidro em etanol foi submetida a agitacao e refluxo por 8-24h,
A reacdo foi monitorada por CCD. A mistura é submetida a refrigeracdo e posterior filtracdo

do precipitado em funil sinterizado, onde por sua vez foi lavado com metanol.
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7.2.4 DADOS FISICO-QUIMICOS E ESPECTROSCOPICOS PARA 4-TIAZOLIDINONAS
(3A-D)

2-[(2-piridinil-metileno)hidrazono]-4-tiazolidinona (3a)

H
M. = _N_ _N
| 1 7°
i -
Hc — Hb

F.M.: C9H8N4OS
P.M.: 220 g/mol
e Aspecto: Solido Branco;

e Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 78%; PF: 270°C; Rf: 0,55 (Acetato de
Etila/Hexano 6:4;

o PFliterat. = 271°C (Buu-Hoi et al., 1954)

e IV FT (v cm™ KBr): 1709 (C=0), 1627 e 1566 (C=N), 1292 (NCS), 1246 (N-
N=C);

e HRMS(EI+) : Calculada: 220,0419 ; Obtido: 220,0378;

e RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz): & 12,06 (s, 1H, N-H), 8,32 (s, 1H, CH=N);
Piridina: 8,63 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Ha); 7,96 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Hb) 7,88 (t, 1H, J =
8,0 Hz, Hc), 7,43 (t, 1H, J = 8,0Hz, Hd), 3,92 (s, 2H, CH,);

o RMN C (DMSO-ds, 100 MHz / ppm): & 174,04 (C=0), 167,20 (N=C),
156,02 (CH=N), 152,71 (Cg-Ar, Piridina), 149,47 (CH- Ar), 136,64 (CH-Ar, Piridina),
124,57 (CH-Ar, Piridina), 120,54 (CH-Ar, Piridina), 32,99 (CHz2);
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2-[(2-piridinil-metileno)hidrazono]-(3-metil)-4-tiazolidinona (3b)

F.M: C10H10N4OS
P.M: 234 g/mol

Aspecto: Solido Cinza;

Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 77%; PF: 157°C; Ry: 0,55 (Acetato de
Etila/Hexano 7:3);

IV FT (v cm™ KBr): 1717 (NC=0), 1620 e 1552 (N=C), 1298 (NCS), 1118 (N-
N=C);

HRMS(EI+) : Calculada: 234,0575; Obtido: 234,0560;

RMN 'H (DMSO-dgs, 400 MHz): & 8,43 (s, 1H, CH=N), Piridina: 8,58 (d, 1H, J =
8,0 Hz, Ha) 8,03 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Hb), 7,70 (t, 1H, J = 8,0 Hz, Hc), 7,26 (t, 1H,
J =8,0Hz, Hd), 3,71 (s, 2H, CHy), 3,23 (s, 3H, CH53);

RMN *3C (DMSO-ds, 100 MHz): § 172,06 (C=0), 166,14 (N=C), 157,69 (CH=N),
152,81 (Cqg-Ar, Piridina), 148,88 (CH- Ar, piridina), 137,09 (CH-Ar, Piridina),
124,84 (CH-Ar, Piridina), 121,73 (CH-Ar, Piridina), 32,42 (CHz2), 29,91 (CHs3);
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2-[(2-piridinil-metileno)hidrazono]-(3-etil)-4-tiazolidinona (3c)

5

. -
- HH"'

F.M.: C11H12N4OS
P.M.: 248 g/mol

Aspecto: Sélido Cinza-claro;

Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 83%; PF: 131 °C; Ry 0,5 (Acetato de
Etila/Hexano 6:4);

IV FT (v cm™ KBr): 1721 (C=0), 1657 e 1551 (N=C), 1326 (NCS), 1242  (N-
N=C);

HRMS(EI+) : Calculada: 248,0732 ;Obtido: 248,0522;

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): § 8,63 (s, 1H, CH=N); Piridina: 8,66 (d, 2H, J = 8,2
Hz, Ha); 8,18 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Hb); 7,86 (t, 1H, J = 8,0 Hz, Hc); 7,40 (t, 1H, J =
7,8 Hz, Hd), 3,93 (m, 2H, J =7,2 Hz); 3,79 (s, 2H, CH>); 1,29 (t, 3H, J = 7,2 Hz);

RMN *¥C (CDCl;, 100 MHz): & 171,78 (C=0), 166,14 (C=N), 156,52 (CH=N),
152,62 (Cg- Ar, Piridina), 147, 86 (CH-Ar, Piridina), 137,95 (CH-Ar, Piridina),
124,88 (CH-Ar, Piridina), 121, 90 (CH-Ar, Piridina), 38,84 (N-CHz2), 32,54 (S-
CH2), 12,55 (CH?3);
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2-[(2-piridinil-metileno)hidrazono]-(3-fenil)-4-tiazolidinona (3d)

F.M.: C15H12N4OS
P.M.: 296 g/mol

e Aspecto: Sélido Branco;

e Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 87%; P.F.: 252 °C; Ry 0,5 (Acetato de
Etila/Hexano 1:1);

e IV FT (v ecm™ KBr): 1721 (C=0), 1612 e 1540 (N=C), 1383 (NCS), 1240 (N-
N=C);
e HRMS(EI+) : Calculada: 296,0732; Obtido: 296,0501;

e RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 5, 8,36 (s, 1H, CH=N), 7,46 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH-
Ar), 7,38 (d, 2H, J = 7,2 Hz, CH-Ar), 7,29 (t, 1H, J = 7,2 Hz, CH-Ar), 3,98 (s, 2H,
CH,), Piridina: 8,63 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Ha), 8,09 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Hb), 7,73 (t,
1H, J = 8,0 Hz, Hc), 7,53 (t, 1H, J = 8,0Hz, Hd);

e RMN ®C (CDCls, 100 MHz): § 171,69 (C=0); 165,77 (C=N); 159,26 (CH=N);
153,31 (Cqg-Ar, Piridina); 149,68 (CH-Ar, Piridina); 136,34 (Cg-Ar); 134, 33 (Cq-
Ar); 129,38 (CH-Ar); 129,15 (CH-Ar); 127,72 (CH-Ar, Piridina), 124,58 (CH-Ar,
Piridina), 121,53 (CH-Ar, Piridina), 32,48 (CHy);
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7.2.5 PROCEDIMENTO GERAL PARA PREPARACAO DE 2-[(2-PIRIDINOMETILENO)-
HIDRAZONO]-5-BENZILIDENO-4-TIAZOLIDINONAS (4A-P)

Em um baldo de 50 ml, foram adicionados quantidades equimolares de 4-
Tiazolidinona (3a-d) previamente sintetizada e aldeido aromatico, além de 5 gotas de
Piperidina e etanol. A mistura reacional foi submetida a agitacdo e refluxo até o termino da
reacdo, onde foi monitorada por CCD. O procedimento durou entre 4-28 horas, onde a
solucéo final foi submetida a resfriamento e posterior filtragdo em funil sinterizado e lavado

com metanol.

7.2.6 DADOS FISICO-QUIMICOS E ESPECTROMETRICOS DOS COMPOSTOS 2-[(2-
PIRIDINOMETILENO)-HIDRAZONO]-5-BENZILIDENO-4-TIAZOLIDINONAS
(4A-P)

2-[(2-piridinil-metileno)-hidrazono]-5-benzilideno-4-tiazolidinona (4a)

o

& 1:1:', \}}
.—{'r

i \‘_1

L

F.M.: C16H12N4OS
P.M.: 308 g/mol

e Aspecto SAlido Amarelo-claro;

e Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 63%; P.F.: 273 °C; Ry¢: 0,5 (Hexano/Acetato
de Etila 4:1);

e IV FT (vem™ KBr): 1712 (C=0), 1648 e 1558 (N=C), 1595 (C=C), 1337 (NCS),
1200 (N-N-C);



81

e HRMS(EI+) : Calculada: 308,0732; Obtido: 308,0536;

e RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): § 8,52 (s, 1H, CH=N), 7,66 (s, 1H, HC=C), 7,50-
7,60 (m, 5H, Ar-H); Piridina: 8,83 (d, 1H, J = 6,0 Hz, Ha), 8,50 (d, 1H, J = 6,0 Hz,
Hb), 7,91 (t, 1H, J = 6,3 Hz, Hc); 7,56 (t, 1H, J = 6,3 Hz, Hd).

2-[(4-piridinil-metileno)-hidrazono]-5-p-dimetilamino-benzilideno-4-tiazolidinona (4b)

F.M.: C18H17N508
P.M.: 351 g/mol

e Aspecto: S6lido Amarelo-avermelhado;

e Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 56%; P.F.: 255 °C; Rys. 0,6 Hexano/Acetato
de Etila 4:1);

e IV FT (vecm?® KBr): 1694 (C=0), 1625 e 1525 (N=C), 1583(C=C), 1294 (NCS),
1214 (N-N=C);

e HRMS(EI+) : Calculada: 351,1154 ; Obtido: 351,0903;

e RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): 5 12,18 (s, 1H, N-H), 8,40 (s, 1H, CH=N), 7,78
(s, 1H, HC=C), 7,45 (d, 2H, J = 6,0 Hz, Ar-H, He, He’), 6,9 (d, 2H, Ar-H, J = 6,0
Hz, HEHF ), Piridina: 8,67 (d, 1H, J = 6,4 Hz, Ha) 8,07 (d, 1H, J = 6,4 Hz, Hb),
7,93 (t, 1H, J = 6,4 Hz, Hc); 7,64 (t, 1H, J = 6,4 Hz, Hd), 3,05 (s, 6H);
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2-[(4-piridinil-metileno)-hidrazono]-5-p-nitro-benzilideno-4-tiazolidinona (4c)

H
Hz "“:'N" :“?‘IJ-N" 0
L F
- """\-\.\‘;::; Hb 5——:‘_’;
H’d Wy
H= !

F.M.: C16H11NsO3S
P.M.: 353 g/mol

Aspecto: Solido Amarelo-escuro;

Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 46%; P.F.: 262 °C ;R¢. 0,55
(Hexano/Acetato de Etila 4:1);

IV FT (v em™ KBr): 1702 (C=0), 1618 e 1513 (N=C), 1599 (C=C), 1337 (NCS),
1104 (N-N=C);

HRMS(EI+) : Calculada: 353,0583; Obtido: 353,0346;

RMN *H (DMSO-dg, 300 MHz ): § 11,10 (s, 1H, N-H), 8,63 (s, 1H, CH=N), 8,36
(d, 2H, J = 9,0 Hz, Hf = Hf* ), 8,28 (d, 2H, J = 9,0 Hz, He = He’, 7,67 (s, 1H,
HC=C), Piridina: 8,82 (d, 1H, J = 6,0 Hz, Ha), 8,09 (d, 1H, J = 6,0 Hz, Hb), 7,92
(t, 1H, J = 6,0 Hz, Hc); 7,41 (t, 1H, J = 6,0 Hz, Hd):
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2-[(4-piridinil-metileno)hidrazono]-5-p-cloro-benzilideno-4 tiazolidinona (4d)

H
N __a-"ﬁ:— . __r\:
Hz ﬂ -C'Q]/ N w-C':TI- . — |:|
He .= Hb S—
'\._:‘1
Hd - P,
=] .r_{
& D
Hf {‘1. f He
f} Hf

F.M.: C16H11C|N4OS
P.M.: 342 g/mol

Aspecto: Sélido verde escuro;

Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 45%; P.F.. 240 °C; Rs 0,63
(Hexano/Acetato de Etila 4:1);

IV FT (v cm™ KBr): 1711 (C=0), 1646 e 1546 (N=C), 1590 (C=C), 1335 (NCS),
1089 (N-N=C);

HRMS(EI+) : Calculada: 342,0342 ; Obtido: 342,0256;

RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz): & 12,45 (N-H), 8,51 (s, 1H, CH=N), 7,86 (d, 2H,
J =172 Hz, Hf = HP), 7,66 (s, 1H, HC=C), 7,59 (d, 2H, J = 7,2 Hz, He = He"),
Piridina: 8,82 (d, 1H, J = 6,0 Hz, Ha) 8,06 (d, 1H, J = 6,0 Hz, Hb), 7,92 (t, 1H, J =
6,0 Hz, Hc), 7,40 (t, 1H, J = 6,0 Hz, Hd);
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2-[(4-piridinil-metileno)-hidrazono]-(3-metil)-5-benzilideno-4 tiazolidinona (4e)
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F.M.: C17H14N4OS
P.M.: 322 g/mol

Aspecto: Solido amarelo;

Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 44%; P.F.: 196 °C; R¢: 0,6 (Hexano/Acetato
de Etila 7:3)

IV FT (v cm™ KBr): 1709 (C=0), 1626 e 1560 (N=C), 1590 (C=C), 1373 (NCS),
1123 (N-N=C);

HRMS(EI+) : Calculada: 322,0888; Obtido: 322,0859;

RMN *H (CDCls, 400 MHz): & 8,56 (s, 1H, CH=N), 7,75 (s, 1H, HC=C), 7,61 (d,
2H, J=17,2 Hz, He = He’), 7,40 (t, 2H, J = 7,2 Hz, Hf = Hf",), 7,32 (t, IH, J = 7,2
Hz, Hg), 3,48 (s, 3H, CH3); Piridina: 8,68 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Ha); 8,18 (d, 1H, J =
8,0 Hz, Hb); 7,80 (t, 1H, J = 8,0 Hz, Hc); 7,48 (t, 1H, J = 8,0Hz, Hd);

RMN %3C (CDCl;, 100 MHz): & 166,93 (C=0), 161,61 (C=N), 159,31 (CH=N),
153,29 (Cg- Ar, piridina), 149,78 (CH- Piridina), 136,39 (CH-Piridina), 133,89
(CH=C), 131,11 (CH=C), 130,14 (Cqg- Ar, piridina), 129,83 (CH-Ar), 129,06 (CH-
Ar), 124,68 (CH- Piridina), 121,82 (CH- Piridina); 29,99 (CHj);
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7 2-[(2-piridinil-metileno)-hidrazono]-(3-metil)-5(p-dimetilaminobenzilideno)-4-

tiazolidinona (4f)

F.M.: ClnggNsoS
P.M.: 365 g/mol

Aspecto: Amarelo avermelhado

Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 65%; P.F.. 230 °C; Ry 0,55
(Hexano/Acetato de Etila 7:3);

IV FT (v cm™ KBr): 1694 (C=0), 1597 e 1525 (N=C), 1555 (C=C), 1372 (NCS),
1199 (N-N=C);

HRMS(EI+) : Calculada: 365,1319; Obtido: 365,1086;

RMN *H (CDCls, 400 MHz): & 8,54 (s, 1H, CH=N), 7,67 (s,1H, HC=C), 7,50 (d,
2H, J = 8,0 Hz, He = He’), 6,73 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Hf = H"), 3,45 (s, 3H, CH3 ),
3,04 (s, 6H, CH3 ); Piridina: 8,67 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Ha); 8,18 (d, 1H, J = 8,0 Hz,
Hb); 7,76 (t, 1H, J = 8,0 Hz, Hc); 7,30 (t, 1H, J = 8,0 Hz, Hd);

RMN *¥C (CDCl; 100 MHz / ppm): & 167,48 (C=0), 162,59 (C=N), 158,30
(CH=N), 153,56 (Cg- Ar, piridina) 151,12 (Cg-Ar-N), 149,67 (CH-Ar, Piridina)
136,26 (Cg- Ar, piridina), 132,25 (CH=C), 132,11 (CH=C), 124,42 (Cg- Ar,
Piridina) 121,58 (Cg- Ar, Piridina) 115,09 (Cg-Ar), 111,87 (Cg-Ar), 111,01 (Cg-
Ar), 40,00 (CHg), 29,77 (CHs);
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2-[(2-piridinil-metileno)hidrazono]-(3-metil)-5(p-nitro-benzilideno)-4-tiazolidinona (49g)
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o.N
F.M.: C17H13N503S
P.M.: 367 g/mol
e Aspecto: Solido Amarelo-Claro;
e Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 63%; P.F.. 260 °C; Ry 045

(Hexano/Acetato de Etila 7:3);

IV FT (v cm™ KBr): 1704 (C=0), 1626 e 1559 (N=C), 1596 (C=C), 1342 (NCS),
1129 (N-N=C);

HRMS(EI+) : Calculada: 367,0739; Obtido: 367,0535;

RMN *H (CDCls;, 400 MHz): & 8,59 (s, 1H, CH=N), 8,1 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Hf =
Hf"), 7,76 (d, 2H, J = 8,0 Hz, He = He’), 7,73 (s, 1H, HC=C), 3,52 (s, 3H, CH3);
Piridina: 8,70 (d, 1H, J = 8,0 Hz, piridina); 8,35 (d, 1H, J = 8,0 Hz, piridina); 7,83
(t, 1H, J = 8,0 Hz, piridina), 7,36 (t, 1H, J = 8,0 Hz);

RMN *C (CDCl; 100 MHz): § 166,25 (C=0); 160,29 (C=N); 160,17 (CH=C),
152,97 (Cqg-Ar, Piridina), 149,852 (CH-Ar, Piridina), 148,40 (CH=C), 140,10
(CH=C); 136,50 (CH-Ar, Piridina); 130,49 (Cg-Ar), 127,73 (Cg-Ar), 126,62 (CH-
Ar), 124,97 (CH-Ar), 124,27 (CH-Ar, Piridina), 121,865 (CH-Ar).
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2-[(2-piridinil-metileno)-hidrazono]-(3-metil)-5(p-cloro-benzilideno)-4-tiazolidinona (4h)
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F.M.: C17H13C|N4OS
P.M.: 356g/mol

e Aspecto: Sélido Bege;

e Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 53,2%; P.F..: 225 °C; Ry 0,48
(Hexano/Acetato de Etila 7:3)

e IV FT (vem™ KBr): 1705 (C=0), 1622 e 1552 (N=C), 1590(C=C), 1335 (NCS),
1129 (N-N=C);

e HRMS(EI+) : Calculada: 356,0499; Obtido: 356,0119;

e RMN 'H (CDCls, 400 MHz): § 8,56 (s, 1H, CH=N), 7,68 (s, 1H, HC=C), 7,53 (d,
2H, J = 8,4Hz, CH-Ar, Hf = Hf"); 7,45 (d, 2H, J = 8,4Hz, CH-Ar, He = He’), 3,48
(s, 3H, CH3); Piridina: 8,69 (d, 1H, J = 8Hz, Ha), 8,16 (d, 1H, J = 8Hz, Hb), 7,78
(t, 1H, J = 8Hz, Hc); 7,33 (t, 1H, J = 8,0 Hz, Hd);

e RMN ®C (CDCl3, 100 MHz): § 166,72 (C=0); 161,15 (C=N); 159,52 (CH=N),
153,18 (Cg-Ar, Piridina), 149,82 (CH-Ar, Piridina), 136,40 (CH-Ar, Piridina),
135,79 (CH=C), 132,37 (CH=C), 131,22 (Cq-Ar), 129,56 (Cg-Ar), 129,35 (CH-
Ar), 124,76 (CH-Ar), 122,51 (CH-Ar, Piridina), 121,76 (CH-Ar, Piridina), 30,06
(CHa);
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2-[(2-piridinil-metileno)hidrazono]-(3-etil)-5-benzilideno-4-tiazolidinona (4i)

F.M.: C18H15N4OS
P.M.: 336 g/mol

e Aspecto: Amarelo Ambar

e Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 59%; P.F.: 155 °C; R¢: 0,5 (Hexano/Acetato
3:1);

o IV FT (vem™ KBr): 1699 (C=0), 1625 e 1510 (N=C), 1555 (C=C), 1353 (NCS),
1127 (N-N=C);

e HRMS(EI+) : Calculada: 336,1045; Obtido: 336,0875;

e RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & 8,64 (s, 1H, CH=N), 7,75 (s, 1H, HC=C), 7,59 (d,
2H, J = 8,4 Hz, CH-Ar, He = He’), 7,40 (s, 1H, J = 8,4 Hz, CH-Ar, Hg), 7,38 (d,
2H, J= 8,4 Hz, CH-Ar, Hf = Hf"); 4,08 (t, J = 7,0 Hz 2H, CH,), 1,36 (t, J = 7,0 Hz,
3H, CHs); Piridina: 8,69 (d, 1H, J = 8Hz, Ha), 8,23 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Hb), 7,86
(t, 1H, J = 8,0 Hz, Hc), 7,48 (s, 1H, J = 8,0 Hz, Hd);

e RMN ®C (CDCl3, 100 MHz): § 166,60 (C=0); 161,65 (C=N); 157,65 (CH=N),
152,62 (Cg-Ar, Piridina), 148,602 (CH-Ar, Piridina), 137,43 (CH-Ar, Piridina),
133,92 (CH=C), 131,11 (CH=C), 130,12 (Cg-Ar), 129,81 (CH-Ar), 129,06 (CH-
Ar), 124,86 (CH-Ar, Piridina), 121,97 (CH-Ar, Piridina), 38,90 (CH,), 12,82
(CHa);
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[(2-piridinil-metileno)-hidrazono)]-(3-etil)-5(p-dimetilamino-benzilideno)-4-
tiazolidinona (4j)
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F.M.: C20H21N508
P.M.: 379 g/mol

e Aspecto: Amarelo-avermelhado;

e Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 60,1%; P.F.: 216 °C; Rg 0,6
(Hexano/Acetato de Etila 3:1);

e IV FT (vcm™ KBr): 1695 (C=0), 1620 e 1543 (N=C), 1584 (C=C), 1347 (NCS),
1196 (N-N=C);

e HRMS(EI+) : Calculada: 379,1467; Obtido: 379,1192;

e RMN 'H (CDCIl;3 400 MHz): & 8,54 (s, 1H, CH=N), 7,67 (s, 1H, HC=C), 7,51 (d,
2H, J = 8,0 Hz, CH-Ar, He = He"), 6,76 (d, 2H, J = 8,0 Hz, CH-Ar, Hf = H),
Piridina: 8,67 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Ha), 8,18 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Hb), 7,30 (t, 1H, J =
8,0 Hz, Hc); 7,77 (t, 2H, J = 8,0 Hz, Hd), 4,08 (m, 2H, J= 7,2 Hz ,CH,), 3,05 (s,
6H, (CHs). ), 1,35 (t, 3H, J = 7,2 Hz, (CHy);

e RMN *C (CDCl; 100 MHz): § 167,22 (C=0); 161,93 (C=N); 158,13 (CH=C);
153,64 (Cg-Ar, Piridina); 151,08 (Cg-Ar), 149,68 (Cg-Ar, Piridina), 136,27 (Cg-
Ar, Piridina), 132,16 (CH=C), 131,88 (CH=C), 124,38 (Cqg-Ar, Piridina), 121,56
(Cqg-Ar, Piridina), 115,46 (Cg-Ar), 111,89 (CH-Ar); 40,03 (CHy), 38,56 (CHs), ,
12,82 (CHy).
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2-[(2-piridinil-metileno)hidrazono]-(3-etil)-5(p-nitro-benzilideno)-4-tiazolidinona (4k)
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F.M.: C1gH15N503
P.M.: 381 g/mol

Aspecto: Amarelo-Claro

Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 65%; P.F.: 235 °C; R¢: 0,5 (Hexano/Acetato
de Etila 3:1)

IV FT (v em™ KBr): 1707 (C=0), 1623 e 1511 (N=C) 1553 (C=C), 1337 (NCS),
1236 (N-N=C);

HRMS(EI+) : Calculada: 381,0896; Obtido: 381,0626;

RMN *H (CDCl; 400 MHz): & 8,55 (s, 1H, CH=N); 8,14 (d, 2H, J = 8,0 Hz, CH-
Ar, Hf = Hf”), 7,79 (t, 2H, J = 8,0 Hz, CH-Ar, He = He’) 7,71 (s, 1H, HC=C), 4,08
(g, 2H,J=7,2H2); 1,37 (t, 3H, J = 7,2 Hz); Piridina: 8,68 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Ha);
8,31 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Hb); 7,72 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Hc), 7,34 (t, 1H, J = 8,0 Hz,
Hd);

RMN **C (CDCl; 100 MHz): & 165,88 (C=0), 159,90 (C=N), 159,63 (CH=N),
152,97 (Cg-Ar, Piridina), 149,85 (CH-Ar, Piridina), 147,46 (CH=C), 140,12
(CH=C), 136,41 (CH-Ar), 130,41 (Cg-Ar), 127,43 (Cg-Ar), 126,85 (CH-Ar),
124,86 (CH-Ar), 124,01 (CH-Ar, Piridina), 121,74 (CH-Ar, Piridina), 39,16 (CHs),
12,77 (CHy);
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2-[(2-piridinil-metileno)hidrazono]-(3-etil)-5(p-cloro benzilideno)-4-tiazolidinona (4l)

F.M.: C18H15C|N4OS
P.M.: 370,5 g/mol

e Aspecto: Sélido Bege;

e Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 54,5%; P.F.: 218 °C; Ry. 0,55
Hexano/Acetato de Etila (3:1);

e IV FT (vcm™ KBr): 1706 (C=0), 1623 e 1555 (N=C), 1585 (C=C), 1398 (NCS),
1241 (N-N=C);

e HRMS(EI+) : Calculada: 370,0655; Obtido: 370,0391;

e RMN *H (CDCl; 400 MHz): & 8,53 (s, 1H, CH=N), 7,63 (s, 1H, HC=C) 7.49 (d,
2H, J=7,6 Hz, CH-Ar, Hf = Hf"), 7,40 (d, 2H, J = 7,6 Hz, CH-Ar, He = He’), 4,06
(m, J =7,2 Hz, 2H), 1,34 (t, J = 7,2 Hz, 3H); Piridina: 8,67 (d, 2H, J = 8,0 Hz,
Ha); 8,14 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Hb), 7,78 (t, 1H, J = 8,0 Hz, Hc), 7,30 (t, 1H, J = 8,0
Hz, Hd);

e RMN "C (CDCl; 100 MHz): 8 166,33 (C=0), 160,46 (C=N), 159,22 (CH=N),
153,18 (Cg-Ar, Piridina), 149,74 (CH-Ar), 136,31 (CH-Ar), 135,60 (CH=C),
132,38 (CH=C), 131,37 (Cg-Ar), 129,26 (Cg-Ar), 129,21 (Cg-Ar), 124,63 (Cqg-
Ar), 122,72 (Cg-Ar, Piridina), 121,641 (Cg-Ar, Piridina), 38,86 (CHy), 12,76
(CHa);
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2-[(2-piridinil-metileno)hidrazono]-(3-fenil)-5-benzilideno-4-tiazolidinona (4m)
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F.M.: C22H16N4OS
P.M.: 384g/mol

Aspecto: Amarelo-claro;

e Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 54,5%; P.F.: 208 °C; Ry. 0,6 Hexano/Acetato
de Etila (3:1);

e IV FT (vem™ KBr): 1708 (C=0), 1619 e 1498 (N=C), 1533 (C=C), 1379 (NCS),
1240 (N-N=C);

e HRMS(EI+) : Calculada: 384,1045; Obtido: 384,0886;

e RMN 'H (DMSO-dg, 300 MHz): § 8,30 (s, 1H, CH=N), 7,69 (s, 1H, HC=C), 7,45-
7,55 (m, 10H, Ar-CH); Piridina: 8,66 (d, 1H, J=6,0 Hz, Ha), 8,06 (d, 1H, J = 6,0
Hz, Hb), 7,94 (t, 1H, J = 6,0 Hz, Hc), 7,73 (t, 1H, J = 6,0 Hz, Hd);
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2-[(2-piridinil-metileno)hidrazono]-(3-fenil)-5(p-dimetilamino-benzilideno)-4-
tiazolidinona (4n)
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F.M.: C24H21N5OS
P.M.: 427 g/mol

e Aspecto: Amarelo-avermelhado;

e Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 55%; P.F. 271 °C; R¢: 0,5 (Hexano/Acetato
de Etila 3:1);

e IV FT (vcm™ KBr): 1697 (C=0), 1594 e 1494 (N=C), 1546 (C=C), 1328 (NCS),
1163 (N-N=C), 1069 (CS);

e HRMS(EI+) : Calculada: 427,1467; Obtido: 427,1288;

e RMN ‘H (DMSO-ds, 300 MHz / ppm): 5 8,27 (s, 1H, CH=N), 7,68 (s, 1H, HC=C),
7,46-7,58 (m, 5H, CH-Ar), 7,48 (d, 2H, J = 6,0 Hz, CH-Ar, He = He’), 6,90 (d,
2H, J = 6,0 Hz, CH-Ar, Hf = HF"), 3,04 (s, 6H); 8,66 (d, 1H, J = 6,0 Hz, Ha); 8,08
(d, 1H, J = 6,0Hz, Hb), 7,96 (t, LH, J= 6,0Hz, Hc), 7,50 (s, 1H, J = 6,0 Hz, Hd);
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2-[(2-piridinil-metileno)hidrazono)]-(3-fenil)-5(p-nitro-benzilideno)-4-tiazolidinona (40)
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F.M.: CyH15N503S
P.M.: 429 g/mol
e Aspecto: Amarelo escuro;
e Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 55,2%; P.F.. 282 °C; Ry 045

(Hexano/Acetato de Etila 3:1)

IV FT (v cm™ KBr): 1715 (N-C=0), 1625 e 1518 (N=C), 1558 (C=C), 1345
(NCS), 1237 (N-N=C), 1100 (CS);

HRMS(EI+) : Calculada: 429,0896; Obtido: 429,0711;

RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz ): 8,42 (d, 2H, J = 9,0 Hz, Hf = Hf), 8,33 (s,
1H, CH=N), 8,03 (d, 2H, J = 9,0 Hz, He = He’), 7,73 (s, 1H, HC=C), 7,40-7,52
(m, 5H, CH-Ar) Piridina : 8,69 (d, 1H, J = 6,0 Hz, Ha); 8,09 (d, 1H, J = 6,0 Hz,
Hb); 7,96 (t, 1H, J = 6,0 Hz, Hc), 7,57 (t, 1H, J = 6,0 Hz, Hd);
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2-[(2-piridinil-metileno)hidrazono)]-(3-fenil)-5(p-cloro-benzilideno)-4-tiazolidinona (4p)

F.M.: C22H15C|N4OS
P.M.: 418,5 g/mol

e Aspecto: Bege-claro;

e Dados Fisico-Quimicos: Rendimento: 59%; P.F.. 255 °C; Rf 0,55
(Hexano/Acetato de Etila 3:1);

e IV FT (vcm™ KBr): 1715 (C=0), 1623 e 1493 (N=C), 1545 (C=C), 1331 (NCS),
1237 (N-N=C);

e HRMS(EI+) : Calculada: 418,0655; Obtido: 418,0498;

e RMN H (DMSO-ds, 300 MHz): 8,31 (s, 1H, CH=N), 7,76 (s, 1H, HC=C), 7,67 (d,
2H, J = 9,0 Hz, Hf = HF’), 7,54 — 7,58 (m, 5H, CH-Ar), 7,49 (d, 2H, J = 9,0 Hz, He
= He"). Piridina: 8,67 (d, 1H, J = 6,6 Hz, Ha), 8,08 (d, 1H, J = 6,6 Hz, Hb), 7,95 (t,
1H, J = 6,6 Hz, Hc), 7,79 (t, 1H, J = 6,6 Hz, Hd);
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7.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS

7.3.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana foi determinada para os compostos 4-tiazolidinonas (3a-d)

e compostos 5-benzilideno-4-tiazolidinonas (4a-p) diante de bactérias e fungos.

Micro-organismos testados e padronizagdo dos indculos

Para os ensaios antimicrobianos foram utilizados diferentes espécies de bactérias e

fungos cedidos pela colecdo de microorganismos do departamento de antibioticos (UFPEDA).
A relacé@o dos microorganismos testados estdo listados no quadro 1:

Staphylococcus aureus (UFPEDA 02)
Bacillus subtilis (UFPEDA 86)
Escherichia coli (UFPEDA 224)
Bactérias Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416)
Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396)

Bactérias Gram-positivas

Bactérias alcool-acido resistentes Mycobacterium smegmatis (UFPEDA 71)
Candida albicans (UFPEDA 1007)
Candida Krusei (UFPEDA 1002)

Fungos Malassezia Furfur (UFPEDA 1320)
Aspergillus Niger (UFPEDA 2003)
Fusarium moniliforme (UFPEDA 2456)

Quadro 1: Espécies de bactérias e fungos utilizados nos ensaios de atividade antimicrobiana para os compostos
sintetizados.

Os meios de cultura usados para inoculagdo foram o Agar Nutritivo (AN), Saborand
(SAB) e Infusdo Coragdo Cerebro (BHI). A Incubacdo foi realizada entre 30-37 °C por 24-48
horas, sendo que as suspensdes de micro-organismos foram padronizadas através da escala de
MacFarland com turbidez correspondente a 0,5, o que corresponde a 10° unidades formadoras
de coldnias por mililitros (UFC/mL).
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Determinagéo da Atividade Antimicrobiana

Os ensaios microbiolégicos foram realizados através da metodologia de Difusdo em
Disco em meio Solido, sendo esta realizada em triplicata (BAUER ET AL, 1966).

As solugdes foram preparadas na concentracdo de 5mg/mL de DMSO para cada
composto testado. A partir destas, foram retirados 50 pL e colocados em discos de papel,
resultando em uma concentracdo final de 125 pg/disco. Estes foram colocados em Placa de
Petri contendo os meios de cultura previamente semeado com micro-organismos testes. As
Placas foram incubadas a 37 °C (Bactérias) ou 30°C (Fungos) por 24-48 horas. Para controle
negativo foram utilizados discos umedecidos com DMSO.

Os resultados foram avaliados através das medias aritméticas dos halos de inibicdo ou
Zona Meédia de Inibicdo (ZMI), expressas em milimetros, onde 0s compostos que
apresentaram halo maior ou igual a 16 milimetros foram selecionados para os ensaios de
Concentracdo Inibitéria Minima (CMI). As drogas utilizadas como referéncia foram
Ampicilina e Rifampicina (Antibacterianos), e Nistatina (Antifungico), sendo estes utilizados
na concentracao de 125ug/disco.

Os valores da CMI foram determinados em meio sélido através do semeio em placas
de Agar utilizando diferentes concentracfes dos compostos testados. Desta forma os meios
com diferentes concentracdes do composto (500ug/mL, 250ug/mL, 125ug/MI, 62ug/mL,
31ug/mL) com o objetivo de pesquisar da menor concentracdo que apresente inibicdo do
crescimento do microrganismo. A determinacdo da atividade antimicrobiana foi feita dentro
das normas estabelecidas pelo National Commitee for Clinical Laboratory Standards com
pequenas alteracdes (NCCLS, 1992; NCCLS, 1993).

7.3.2 ATIVIDADE DE CITOTOXICIDADE

Este teste objetiva avaliar o potencial de citotoxicidade de substancias puras, extratos,
fracOes e subfracBes in vitro diante de duas linhagens de células tumorais. Este procedimento
faz parte de um screening inicial para determinar o potencial antitumoral destas amostras.

As linhagens tumorais utilizadas neste teste foram obtidas do Banco de células do Rio
de Janeiro, As células foram isoladas em DMEM - Dulbecco’s Modified Ealgle Médium
(GIBCO) com 10% de soro fetal bovino (GIBCO), 1% de solucdo de antibidtico (penicilina
1000UI/mL e estreptomicina 250mg/mL) e 1% de L-glutamina 200Mm (EAGLE, 1955).
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Anadlise de citotoxicidade pelo método do MTT baseia-se huma anélise colorimétrica
baseada na conversédo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolio
(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 acdo (BERRIDGE et al., 1996).

Anadlise 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
descrita primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o
estado metabolico da célula.

As células foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 10° células/mL. As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Em seguida, foram adicionados 25 puL da
solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbéncia foi lida ap6s
dissolucdo do precipitado com 100 uL. de DMSO puro em espectrofotémetro de placa a 595nm.

De acordo com protocolo seguido pelo programa de screnning do National Cancer
Institute dos Estados Unidos (NCI), existe uma escala de intensidade para avaliacdo do
potencial citotdxico das amostras testadas. Amostras sem atividade (1 a 20% de inibicdo) com
pouca atividade (inibicdo de crescimento celular variando de 20 a 50%), com atividade
moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 50 a 70%) e com muita atividade
(inibig&o de crescimento variando de 70 a 100%) (SHOEMAKER, 2006).

Os compostos que apresentaram excelente atividade (inibicdo de crescimento entre 70
a 100%) foram avaliados posteriormente para a pesquisa do valor da concentracdo minima
para inibicho de 50% de crescimento (ICs), utilizando-se composto de referéncia
(Doxorrubicina).
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