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RESUMO

As tiazolidinadionas (TZDs) s&o agonistas dos Receptores Ativados por
Proliferadores de Peroxissoma gama (PPARYy), utilizados no tratamento da diabetes
mellitus, melhoram a resisténcia a insulina e sao eficazes na prevengédo da
progressao de doenga renal em diferentes modelos experimentais. Esta protecao
parece ser secundaria ao efeito anti-inflamatorio das TZDs. Infelizmente, estes
ligantes também apresentam efeitos indesejaveis, tais como ganho de peso, edema
e cardiotoxicidade. No Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF)
foi desenvolvido um promissor agonista parcial de PPARy, o LPSF GQ-16, que
apresenta atividade antidiabética semelhante a outras TZDs, mas sem induzir ganho
de peso ou edema. Nesse sentido, este trabalho teve como finalidade o estudo de
fatores de influéncia da sintese do LPSF GQ-16, analisando quais fatores
influenciam de maneira positiva ou negativa no rendimento final da reagao, para que
futuramente este produto possa ser escalonado com os riscos minimizados. Neste
estudo foi realizado um planejamento fatorial a fim de se analisar trés fatores de
influéncia no rendimento da sintese com um reduzido numero de experimentos,
sendo estes fatores a quantidade de solvente, quantidade de catalisador e tempo de
reacdo. Com o resultado dos rendimentos das sinteses, foi realizado uma analise
estatistica a fim de se saber quais Efeitos Individuais ou Efeitos de Interacao
influenciam no rendimento final da sintese do LPSF GQ-16. Apds as analises,
apenas o Efeito Individual um, no caso a quantidade de solvente reduzida,
influenciou de maneira positiva no rendimento final das sinteses, enquanto os outros
dois Efeitos Individuais e os Efeitos de Interagao nao influenciam no rendimento da
sintese. Posteriormente, com os produtos obtidos neste projeto, serdo realizados
ensaios toxicologicos, estudos de formulagdo e ensaios clinicos, ja que para tais

ensaios é requerido grande quantidade do composto.

Palavras Chave: Sintese. Diabetes. Planejamento Fatorial. Escalonamento.



ABSTRACT

Thiazolidinediones (TZDs) are agonists of Peroxisome Gamma Proliferator Activated
Receptors (PPARYy), used in the treatment of diabetes mellitus, improve insulin
resistance and are effective in preventing the progression of renal disease in different
experimental models. This protection seems to be secondary to the anti-inflammatory
effect of TZDs. Unfortunately, these binders also have undesirable side effects, such
as weight gain, edema and cardiotoxicity. A promising partial agonist of PPARYy, the
LPSF GQ-16, was developed in the Laboratory of Planning and Synthesis of
Pharmaceuticals (LPSF), which shows similar anti-diabetic activity to other TZDs, but
without inducing weight gain or edema. In this sense, the purpose of this work was to
study the systhesis influence factors of LPFS GQ-16, analyzing which factors
influence positively or negatively the final reaction yield, so that in the future this
product can be scaled with minimized risks. A factorial design was done in order to
analyze three influence factors in the yield of the synthesis with a small number of
experiments, being these factors the amount of solvent, amount of catalyst and
reaction time. With the result of the syntheses yields, a statistical analysis was done
in order to know which Individual Effects or Interaction Effects influence the final yield
of the LPSF GQ-16 synthesis. After the analyzes, only the Individual Effect one, in
this case the reduced solvent amount, positively influenced the final yield of the
syntheses, while the other two Individual Effects and the Interaction Effects do not
influence the yield of the synthesis. Subsequently, with the products obtained in this
project, toxicological tests, formulation studies and clinical trials will be performed,

since for such assays a large amount of the compound is required.

Key words: Synthesis. Diabetes. Factorial Design. Scale-up.
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1 INTRODUCAO

Diabetes Mellitus (DM) é um grupo de doengas metabdlicas, caracterizado por
hiperglicemia resultante de defeitos na secregéo e/ou agéo da insulina. O estado de
hiperglicemia cronica esta associado a danos a longo termo em varios 6Orgaos,
especialmente, os olhos, nervos, rins, coragcdo e vasos sanguineos (ADA, 2004).
Pode-se classificar o DM em dois tipos: tipo 1, em que se predomina uma deficiéncia
absoluta de insulina, advinda da destruicdo das células beta pancreaticas e do tipo

2, em que ha resisténcia insulinica, com deficiéncia relativa de insulina (ADA, 2010).

Em 2016 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) no seu relatério global
mais recente sobre diabetes, mostrou que o numero de adultos vivos com diabetes
quase quadruplicou desde 1980 indo de 108 milhdes em 1980 para 422 milhdes em
2014, sendo a prevaléncia em pessoas maiores de 18 anos aumentado de 4,7%
para 8,5% no mesmo periodo. Fatores que drasticamente elevaram esse numero,
sendo uma grande parte do tipo 2, inclui sobrepeso e obesidade. O relatorio propde
que os Orgaos governamentais assegurem que as pessoas fagam escolhas
saudaveis e que os sistemas de saude sejam capazes de diagnosticar, tratar e

cuidar de pessoas com diabetes (WHO, 2016).

As tiazolidinadionas (TZDs) ou glitazonas sdo moléculas que possuem anéis
heterociclicos de cinco membros que possuem atomos de enxofre, nitrogénio e
oxigénio em sua estrutura de anel e exibem uma ampla e potente gama de
atividades farmacologicas. As TZDs representam uma classe farmacoldgica
atualmente empregada no tratamento da DM tipo 2, exercendo seus efeitos
hipoglicemiantes através da redugédo da resisténcia a insulina (Sarafidis e Bakris,
2006). As TZDs apresentam, como caracteristica de sua estrutura quimica, um anel
diona, enquanto o restante da molécula difere entre as drogas do grupo, sendo
responsavel pela especificidade farmacodinamica e farmacocinética. Atualmente, ha
somente dois farmacos do grupo disponiveis no mercado nacional: a pioglitazona e

a rosiglitazona (Gomes, 2006).

Os conhecidos efeitos de minimizar a resisténcia insulinica e diminuir

citocinas proinflamatérias traduzem um melhor controle glicémico no paciente
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diabético, lentificando, portanto, a progressao da nefropatia diabética (Wu et al.,
2009).

0] 5-(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-3-(4metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF GQ-16) foi desenvolvido no Laboratério de Planejamento e Sintese de
Farmacos (LPSF) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e atualmente
estd sendo estudado por outros grupos de pesquisa da Universidade de Brasilia
(UNB) e UFPE com apoio do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia para
Inovacdo Farmacéutica — INCT _if. Estudos realizados pelo LPSF monstram que o
LPSF GQ-16 € um agonista parcial de PPARy, com propriedades anti-diabéticas em
camundongos submetidos a dietas hiperlipidicas (Amato et al. 2012). Ademais,
chama a atencdo que GQ-16 € especifico para PPARy e ndo é adipogénico em
cultura de células mesenquimais, sendo assim, ndo promove ganho de peso como a
rosiglitazona e nédo induz a retengao de agua, que por sua vez diminui os valores de
hematécrito (Choi et al., 2010; Amato et al. 2012; Martini, 2012). O LPSF vem
trabalhando com derivados tiazolidinicos de atividade hipoglicémica desde 2003, e
possui bastante experiéncia no desenvolvimento de tais compostos (Pl 0300997-1,
2003; P10601826-2, 2006; Silva et al., 2016; Rudinick et al., 2016).

Assim sendo, um planejamento fatorial foi projetado para otimizar os
principais parametros, sendo eles a quantidade de solvente, quantidade de
catalisador e tempo de reacao, tendo niveis altos e baixos. Portanto, considerando
estes trés fatores, dezesseis experimentos foram realizados, sendo oito
experimentos planejados e oito réplicas, que foram feitos de forma aleatéria para
minimizar a influéncia de condi¢gdes externas como humidade e temperatura do

laboratodrio.

Este trabalho teve como finalidade o estudo de fatores de influéncia na
sintese do LPSF GQ-16, a partir de procedimentos multivariados de otimizag&o
experimental, destacando as vantagens e aplicagbes dos sistemas de planejamento
fatorial que permitem avaliar simultaneamente o efeito de um grande numero de
variaveis, a partir de um reduzido numero de experimentos em uma escala de
laboratério, a fim de saber quais os fatores que mais influéncia o rendimento nas
sintese, a fim de se produzir o produto em escala maior com melhor rendimento,

menor custo e menor risco.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Sintese e estudo de parametros de influéncia de sintese para otimizacao de
reacao de um novo agonista parcial de PPARy com propriedades antidiabéticas,

utilizando planejamento estatistico fatorial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Sintese e estudos de paradmetros de influéncia de fatores na sintese do composto
5-(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (GQ-16);

v" Planejamento Fatorial para estudos de fatores com reduzido numero de
experimentos, otimizagdo da sintese do LPSF GQ-16 e analise para escolha de

condi¢gbes adequadas para escalonamento;

v' Determinagcdo das caracteristicas fisico-quimicas dos novos compostos e
elucidagdo estrutural através das técnicas de RMN'H, RMN'C, DEPT, COSY e

Espectroscopia de Massa.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DIABETES

3.1.1 Insulina

A insulina € um hormoénio peptidico secretado do pancreas. Em sua forma
ativa, € um peptideo de 51 aminoacidos com duas cadeias diferentes, A e B, unidas
por ligacbes dissulfeto (Bose et al., 2002). O organismo nado consegue tolerar
grandes mudancas no nivel de glicose no sangue. A principal fungédo da insulina é
retirar a glicose do sangue através do aumento do transporte dessa glicose para as
células musculares e os adipdcitos. A sinalizacédo da insulina leva ao movimento de
uma proteina transportadora de glicose, chamada GLUT4, das vesiculas
intracelulares para a membrana celular. Uma vez na membrana, a proteina GLUT4
permite que mais glicose entre na célula, reduzindo seu nivel no sangue. E por este
efeito que a insulina € mais conhecida. A falha no transporte da glicose é a principal

caracteristica e o maior risco associado a diabetes (Nelson & Cox, 2014).

3.1.11 Sintese da Insulina

A insulina é produzida no pancreas e liberada quando qualquer um dos varios
estimulos é detectado. Esses estimulos incluem proteina ingerida e glicose no
sangue produzido a partir de alimentos digeridos (Rhoades e Bell, 2009). Os
carboidratos podem ser polimeros de agucares simples ou os proprios agucares
simples. Se os carboidratos incluirem glicose, entdo a glicose sera absorvida na
corrente sanguinea e o nivel de glicose no sangue comecgara a subir. Nas células
alvo, a insulina inicia uma transducédo de sinal, que tem o efeito de aumentar a
captacdo e armazenamento de glicose. Finalmente, a insulina é degradada,

terminando a resposta.
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A insulina consiste de duas cadeias polipeptidicas, as cadeias A e B, ligadas
por ligagdes dissulfureto. No entanto, € primeiro sintetizado como um unico
polipeptideo chamado preproinsulina em células beta. A preproinsulina contém um
peptideo sinal de 24 residuos que direciona a cadeia polipeptidica nascente para o
reticulo endoplasmatico rugoso (RER). O peptideo sinal é clivado a medida que o
polipeptideo é translocado para o lumen do RER, formando proinsulina (Kahn e
Weir, 2005). No RER, a pré-insulina dobra-se na conformagao correta e formam-se 3

ligagdes dissulfureto.

A pro-insulina sofre maturagdo para insulina ativa através da agao de
endopeptidases celulares conhecidas como convertases pro-horménio (PC1 e PC2),
bem como a exoprotease carboxipeptidase E (Stener e Oyer, 1967). As
endopeptidases clivam em duas posi¢coes, liberando um fragmento chamado
peptideo-C, e deixando duas cadeias peptidicas, as cadeias B e A, ligadas por duas
pontes dissulfeto. Os locais de clivagem estéo localizados apds um par de residuos
basicos (lisina-64 e arginina-65 e arginina-31 e -32). Apods a clivagem do peptideo C,
esses dois pares de residuos basicos sdo removidos pela carboxipeptidase
(Creighton, 1993). O peptideo C é a porgao central da pro-insulina, e a sequéncia
primaria da pro-insulina segue a ordem "B-C-A" (as cadeias B e A foram

identificadas com base na massa e o peptideo C foi descoberto mais tarde) (Figura

1),
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Figura 1 - Sintese e processamento da insulina. A insulina é sintetizada a partir da Pré-pré-insulina. A
clivagem inicial de uma sequéncia aminoterminal, de 23 aminoacidos, denominada sequéncia
sinalizadora, e a formagao das pontes de hidrogénio, culminam com a produgao da proé-insulina. A

remogao do Pectideo C, por protedlise, produz a insulina, contendo as cadeias alfa e beta.

Pré-Pro-Insulina Pro-Insulina Insulina
+
NH;
- Sequéncia de
& Sinalizacdo
1
C B

Cadeia B

Sequéncia de Sinalizacdo

=

Fonte: Nelson & Cox, 2014.

A insulina resultante é empacotada dentro de granulos maduros, esperando
que os sinais metabdlicos (como leucina, arginina, glicose e manose) e a
estimulagcdo do nervo vago sejam exoctados da célula para a circulagdo (Najjar,
2001).

A producgdo endogena de insulina € regulada em varias etapas ao longo da
via de sintese: Na transcricdo do gene da insulina, na estabilidade do mRNA, na

traducdo do mRNA e nas modificacdes pds-traducionais.

3.1.2 Tipos de Diabetes
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Na diabetes classica, do tipo 1 (ou diabetes dependente de insulina), o
individuo afetado nao produz insulina, ou pelo menos nao o suficiente. Isto
normalmente é causado pela destruicdo das células das ilhotas de Langerhans no
pancreas por um tipo de doenca autoimune. O Unico remédio para diabetes tipo 1 é

tomar injegdes de insulina.

A diabetes do Tipo 2 (ou diabetes n&o dependente de insulina), é
caracterizada pela pela auséncia de resposta correta das células a insulina. Nesses
casos, a pessoa pode produzir uma quantidade normal do horménio, mas este nao
tem efeito suficiente, ou porque néo se liga adequadamente ao receptor, ou porque
o receptor ndo transmite o segundo mensageiro corretamente. Enquanto pessoas
com diabetes do tipo 1 sdo geralmente magras, as com diabetes do tipo 2

frequentemente sao obesas.

A diabetes gestacional ocorre durante a gravidez onde, para permitir o
desenvolvimento do bebé&, a mulher passa por mudancas em seu equilibrio
hormonal. A placenta, por exemplo, € uma fonte importante de hormdnios que
reduzem a acao da insulina, responsavel pela captagao e utilizagado da glicose pelo
corpo. O pancreas, consequentemente, aumenta a producdo de insulina para
compensar este quadro. Em algumas mulheres, entretanto, este processo né&o
ocorre e elas desenvolvem um quadro de diabetes gestacional, caracterizado pelo
aumento do nivel de glicose no sangue. Quando o bebé é exposto a grandes
quantidades de glicose ainda no ambiente intrauterino, ha maior risco de
crescimento excessivo (macrossomia fetal) e, consequentemente, partos

traumaticos, hipoglicemia neonatal e até de obesidade e diabetes na vida adulta.

Existem ainda outros tipos de diabetes, mas que tém uma incidéncia muito

baixa. Sdo eles:

Pré-diabetes indica uma condigdo que ocorre quando os niveis de glicose no
sangue sao mais altos que o normal, mas ndo sado altos o suficiente para o
diagnostico de DM tipo 2. Muitas pessoas que mais tarde desenvolvem DM tipo 2

passam muitos anos em estado de pré-diabetes.

Diabetes latente auto-imune de adultos (LADA) é uma condi¢ao na qual o DM

tipo 1 se desenvolve em adultos. Adultos com LADA séo frequentemente
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diagnosticados erroneamente como portadores de DM tipo 2, com base na idade e

nao na causa.

Outras formas de diabetes mellitus incluem diabetes congénita, que € devido
a defeitos genéticos de secregao de insulina, diabetes relacionada a fibrose cistica,
diabetes esterdide induzido por altas doses de glicocorticéides e varias formas de

diabetes monogénico.

A diabetes tipo MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young) é um subtipo
da diabetes Mellitus, caracterizado por manifestagdo precoce (em geral abaixo dos
25 anos de idade) e com transmiss&o autossémica dominante (determinada em pelo
menos trés geragdes). Corresponde a um defeito primario na secre¢ao da insulina,

associada a disfuncao na célula B pancreatica.

Diabetes tipo 3 tem sido sugerido como um termo para a doenga de
Alzheimer, pois 0s processos subjacentes podem envolver resisténcia a insulina pelo

cérebro.

3.1.3 Epidemiologia, fatores de risco e prevencao

Segundo o relatério da OMS de 2016, é estimado que 422 milhdes de adultos
com idade acima de 18 anos estavam vivendo com diabetes em 2014. O numero de
pessoas com diabetes vem aumentando nas ultimas décadas, devido ao aumento
populacional, aumento da idade média da populagcdo e aumento na prevaléncia de
diabetes em cada grupo de idade. Mundialmente, o0 numero de pessoas com
diabetes aumentou de 102 milhdes de pessoas, em 1980, para 422 milhbes em
2014, numero quase quatro vezes maior. Na ultima década, a prevaléncia de
diabetes na populagdo aumentou de maneira mais significativa em paises sub

desenvolvidos e em desenvolvimento.

Com o tempo, o diabetes pode danificar o coragao, os vasos sanguineos, 0s
olhos, os rins e os nervos. Adultos com diabetes tém um aumento de dois a trés
vezes no risco de ataques cardiacos e derrames (Sarwar et al., 2010). Combinada

com a reducgao do fluxo sanguineo, a neuropatia (lesdo do nervo) nos pés aumenta a
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chance de Uulceras no pé, infecgdo e eventual necessidade de amputacdo do
membro. A retinopatia diabética € uma importante causa de cegueira e ocorre como
resultado de danos acumulados a longo prazo nos pequenos vasos sanguineos da
retina. 2,6% da cegueira global pode ser atribuida a diabetes (Bourne et al., 2013).

Diabetes esta entre as principais causas de insuficiéncia renal (USRDS, 2014).

Medidas simples de estilo de vida demonstraram ser eficazes na prevencao
ou no retardamento do inicio da diabetes tipo 2. Para ajudar a prevenir o diabetes
tipo 2 e suas complicagdes, as pessoas devem alcancar € manter o peso corporal
saudavel, ser fisicamente ativo, ter uma dieta saudavel, evitando agucar e ingestao

de gorduras saturadas e evitar o uso de tabaco (WHO, 2016)

3.1.4 Diagnéstico e tratamento

O diagnéstico precoce pode ser realizado através de testes de agucar no

sangue (exame de glicemia).

O tratamento do diabetes envolve dieta e atividade fisica, além de reduzir a
glicose no sangue e os niveis de outros fatores de risco conhecidos que danificam
0s vasos sanguineos. A cessagao do uso do tabaco também €& importante para

evitar complicagbes

Intervengdes que podem minimizar custos e sdo viaveis nos paises em

desenvolvimento incluem:

- Controle glicémico, particularmente no diabetes tipo 1. Pessoas com diabetes tipo
1 necessitam de insulina, as pessoas com diabetes tipo 2 podem ser tratadas com

medicacao oral, mas também podem precisar de insulina.
- Controle de presséao arterial.

- Cuidados com os pés.

- Tratamento para retinopatia (que causa cegueira).

- Controle lipidico do sangue (para regular os niveis de colesterol).
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O uso de medicamentos orais e/ou de insulina na diabetes tipo 2 é adotado
apenas quando o tratamento usual ndo é suficiente para controlar os niveis de
agucar no sangue. Sao inumeros os tipos de remédios para diabetes tipo 2
disponiveis, e alguns deles podem ser usados em combinagdo de 2 ou mais
medicamentos. Todos eles visam a redugao dos niveis de glicose no sangue através

de diversos mecanismos (Ada, 2015).

Diversas classes de medicamentos funcionam de maneiras diferentes para

alcancar o mesmo objetivo: diminuir os niveis de glicose no sangue.

Sulfoniluréias: sdo uma classe de remédio para diabetes que atuam estimulando as
células beta do pancreas a liberar mais insulina. Este medicamento vem sendo

usado para este fim desde a década de 1950.

Biguanidas: A metformina (Glifage®) € a biguanida mais comum adotada nos
tratamentos contra diabetes tipo 2. As biguanidas atuam diminuindo os niveis de
glicose no sangue através da inibicdo da quantidade de glicose produzida pelo
figado. Além de ajudar a reduzir os niveis de glicose sanguinea, a metformina
também torna o tecido muscular mais sensivel a insulina, facilitando a absorcédo da

glicose pelas células.

Meglitinidas: As meglitinas sdo drogas que, assim como as sulfonilureias estimulam
as células beta do péncreas a liberar insulina. Medicamentos como Repaglinida

(Prandin®) e Nateglinida (Starlix®) sao meglitinas.

Tiazolidinadionas: Dentre as tiazolidinadionas mais conhecidas estdo a rosiglitazona

(Avandia®) e a pioglitazona (ACTOS®). Essa classe de remédios para diabetes
ajuda a insulina a trabalhar melhor nos musculos e nas gorduras, além de reduzir a

producao de glicose pelo figado.

Inibidores de DPP-4: Os inibidores de DPP-4 sdo uma classe de medicamentos

como as meglitinidas e as sulfonilureias, porém com a vantagem de nao causar
episodios de hipoglicemia. Esses remédios atuam impedindo a quebra de uma

molécula presente naturalmente no nosso organismo, a GLP-1.

A GLP-1 é responsavel por reduzir os niveis de glicose no sangue, porém ela
€ rapidamente quebrada para que nao funcione bem quando injetada como uma

droga. Ao interferir nessa quebra, os inibidores de DPP-4 permitem que a GLP-1
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continue ativa no corpo por mais tempo, ou seja, diminuindo os niveis de glicose no
sangue apenas quando os mesmos estiverem elevados, e ndo o tempo inteiro, como

ocorre com as drogas que causam hipoglicemia.

Inibidores de SGLT2: A glicose na corrente sanguinea passa através dos rins, onde

pode ser excretada ou reabsorvida. O transportador de glicose de sédio 2 (SGLT2)
trabalha no rim para reabsorver a glicose. A classe de medicamentos de inibidores
de SGLT2 bloqueia esta ag¢ado, fazendo com que todo o excesso de glicose seja

eliminado na urina e nao reabsorvido.

Remédios como Canagliflozin (Invokana®) e Dapagliflozina (Farxiga®) sao

inibidores de SGLT2 recentemente aprovados para tratar a diabetes tipo 2.

Inibidores de alfa-glucosidase: Acarbose (Precose®) e Miglitol (Glyset®) s&o os mais

populares inibidores de alfa-glucosidade. Esses medicamentos auxiliam o organismo
a diminuir os niveis de glicose no sangue através da quebra de amido presente nos
paes, batatas, macarrdo e no intestino. Eles também reduzem a degradacgéo de

alguns tipos de agucares.

Sequestrantes de acidos biliares: Os sequestrantes de acido biliar, como o

Colesevelam (Welchol), sdo medicamentos que reduzem o colesterol e que também
reduzem os niveis de glicose no sangue. Esses remédios diminuem o colesterol
LDL, que muitas vezes é alto em pacientes com diabetes, através da ligagdo com
acidos biliares presentes no sistema digestivo. Desta forma, o organismo utiliza o
colesterol em excesso para substituir a falta de acidos biliares, o que diminui o
colesterol. Ja o mecanismo pelo qual a glicose sanguinea também é diminuida ainda

nao é conhecido.

3.2 RECEPTORES ATIVADOS POR PROLIFERADORES DE PEROXISSOMA
(PPAR)

O PPAR foi originalmente identificado em 1990 com a primeira clonagem
(PPARa) ocorrendo durante a pesquisa do alvo molecular para agentes

proliferadores de peroxissoma em roedores. Desde entdo, numerosos acidos graxos



26

e derivados, incluindo uma variedade de eicosandides e prostaglandinas, tém sido
identificados como ligantes para os PPARSs, tendo também sido demonstrado serem
alvos para numerosas classes de compostos sintéticos, utilizados no tratamento do
diabetes e dislipidemias. Portanto, o conhecimento dos mecanismos moleculares e
fisioldgicos destes receptores torna-se extremamente importante, quer no
desenvolvimento como na utilizagdo de drogas para o tratamento de doengas

metabdlicas (Isseman e Green, 1990).

PPAR sao fatores de transcricdo da familia de receptores nucleares,
caracterizados por seu padrao de distribuicdo nos tecidos e por sua fungéo
metabdlica. Estruturalmente podem ser incluidos como membros da subfamilia de
receptores que incluem o receptor do horménio da tiredide (TR), receptor do acido

retindico (RAR) e o receptor da vitamina D3 (VDR).

Trés proteinas, codificadas por genes distintos, tém sido identificadas:
PPARa, PPARB e PPARy. Os PPARs sao fatores de transcrigdo ligantes
dependentes que regulam a expressdo do gene-alvo pela ligacao a especificos
PPREs (elementos responsivos aos proliferadores de peroxissoma) situados em
sitios regulatérios de cada gene. O receptor liga-se ao PPRE como um
heterodimero, juntamente com um fator protéico adicional, o receptor do acido 9-cis
retindico (RXR). Sob atuagao de agonistas, a conformacdo do PPAR é alterada e
estabilizada, criando um sitio de ligagdo, com posterior recrutamento de
coativadores transcricionais, resultando em aumento na transcrigdo génica (Figura
2) (Tavares et al., 2007).

Figura 2 - Mecanismo de ativacéo transcricional pelo PPAR: Requer a liberagdo do complexo co-
repressor (atividade deacetilase da histona), feito por um ligante, e o recrutamento de complexo co-
ativador (atividade acetiltransferase). O complexo PPAR:RXR ativado liga-se ao PPRE, produzindo

alteracao na estrutura da cromatina, originando uma estrutura transcricionalmente competente.
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Fonte: Tavares ef al., 2007.

3.2.1 Estrutura do receptor

Os PPARs, como outros receptores nucleares, possuem estrutura modular
formada por dominios funcionais: dominio A/B (NH2-terminal), pouco conservado
entre as trés isoformas de PPARSs, cujo estado de fosforilagao contribui para a
modulagao da atividade do PPARa e y. Esta localizado proximo ao sitio de ativagao
transcricional independente de ligante (AF-1); dominio C (ou DBD — DNA binding
domain), contém os dedos de zinco, que s&o dois arranjos protéicos constituidos de
uma a-hélice e uma folha B-pregueada, mantidas unidas por um ion de zinco na
regido central, que confere maior estabilidade de dobramento, permitindo
associagbes firmes quando da ligacdo aos PPREs na regido regulatéria de genes
responsivos ao PPAR; regido D, importante como cofator e a regido EF (COOH-
terminal), a qual possui o dominio LBD (ligand binding domain) e o sitio de ativagao

transcricional dependente de ligante (AF-2) (Schoonjans et al., 1996).

3.2.2 PPARyY

O gene do PPARYy foi mapeado no cromossomo 3 (Greene et al., 1995),
regiao 3p25, dando origem a trés RNA mensageiros: PPARy1, PPARy2 e PPARY3,



28

que diferem em sua extremidade 5’, como consequéncia de diferentes promotores e
ao splicing alternativo. O PPARy1 é codificado por oito exons, compreendendo dois
exons y1 especificos na regido 5 nao traduzida, A1 e A2, e seis exons comuns aos
trés RNA mensageiros. PPARy2, codificado por sete exons, sendo o exon B
especifico para este receptor, codificando 28 aminoacidos na regidao N-terminal, e
PPARy3, que codifica a mesma proteina que PPARy1, sendo controlado por um

promotor distinto, localizado na regidao 5’, préxima a A2 (Fajas et al., 1998).

PPARy1 é expresso em uma ampla variedade de tecidos, incluindo coragéo,
célon, intestino delgado e grosso, rins, pancreas e bago. PPARy2 & expresso no
tecido adiposo (Fajas et al., 1997) e PPARy3 tem expressao restrita a macréfagos e

intestino grosso (Fajas, 1998).

3.2.3 Mecanismo de Sensibilizagdo a Insulina do PPARy

PPARYy é necessario e suficiente para diferenciar adipdcitos. A introducédo de
PPARy em fibroblastos, na presenga de ligantes fracos para o PPAR, induziu
diferenciagdo destas células em adipécitos (Tontonoz et al, 1994). Outros
pesquisadores, trabalhando com camundongos destituidos de PPARYy, observaram
que estes apresentavam reduzida quantidade de tecido adiposo ou exibiam extrema
lipodistrofia (Barak e Nelson, 1999).

Dado que PPARy é predominantemente expresso no tecido adiposo, a
hipétese prevalente a respeito dos agonistas envolvidos na agdo direta em
adipdcitos € que possuam, também, efeitos secundarios em tecidos insulino-
responsivos, tais como muscular esquelético e figado. A perda da eficiéncia em
reduzir os valores de glicose, pela rosiglitazone, em camundongos com severa
resisténcia a insulina, onde o tecido adiposo esta praticamente ausente, esta de

acordo com esta afirmacgao (Chao et al., 2000).

Anadlises da expressao de RNA mensageiro em tecidos revelaram que genes
contendo PPREs, induzidos no tecido adiposo, eram suprimidos no tecido
esquelético. Entretanto, agonistas do PPARy, com acdo metabdlica benéfica em

tecidos distantes (musculo e figado), provavelmente estdo envolvidos com efeitos
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combinados, pois acentuam a captagédo, mediada pela insulina, no tecido adiposo,
estoque e catabolismo de acidos graxos livres, induz a produgdo de fatores
derivados dos adipécitos com potencial acdo sensibilizadora para a insulina e
suprimem os niveis circulantes e/ou acbes de fatores derivados do tecido adiposo
que causam insulino-resisténcia, como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) ou
resistina (Stefan et al.,, 2001). Portanto, a ativagdo do PPARy poderia induzir um
aumento do clearance de acidos graxos pelo tecido adiposo, com consequente
diminuigdo na concentracdo plasmatica e transporte para o musculo. Essa
diminuicdo de acidos graxos no musculo aumenta a sensibilidade a insulina (Randle
et al., 1991); a atividade adipogénica do PPARYy contribui de forma importante neste

efeito.

3.3 Nucleo Tiazolidinico

As tiazolidinadionas sdo uma classe de compostos utilizados como
antidiabético oral que esta disponivel no mercado desde o final da década de
1990.Estas moleculas heterociclicas de cinco membros contendo o nucleo de tiazole
com o grupo carbonilo no segundo e quarto carbono, tal como derivados de 2,4-
tiazolidinadiona. O sistema tiazole de cinco membros compreendendo de trés
atomos de carbono, um atomo de nitrogénio e um atomo de enxofre com dois
oxigénios de ligacdo dupla nas posi¢coes 2 e 4 tem um interesse considerel em

diferentes areas da quimica medicinal (Napoleon, 2016).

Com uma variedade de substituintes no nucleo de tiazolidina-2,4-diona ou
como moléculas hibridas quando combinadas com outros anéis heterociclicos, as
TZDs produzem uma ampla gama de atividades bioldgicas como anti-diabéticas,
hipoglicemiantes, antitumorais, antimicrobianos, antiinflamatérios e antioxidantes
(Figura 3). Com esta ampla diversidade no perfil de resposta biologica,
pesquisadores tem voltado a sua atencao para explorar este nucleo ao seu potencial

multiplo contra varias atividades.
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Figura 3 - Atividades Farmacolégicas das TZDs
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Fonte: Adaptado de Napoleon, 2016.

Recentemente, as 2,4-tiazolidinadionas estdo ganhando mais importancia
como agentes antidiabéticos e seu mecanismo de agdo € amplamente investigado.
Os principais representantes desse grupo sao pioglitazona (Actos) 1, rosiglitazona
(Avandia) 2, troglitazona 3 (Rezulin) e ciglitazona 4, que demonstram atividade
antidiabética significativa (Figura 4). Entre eles, a rosiglitazona apresenta atividade
anti-hiperglicémica superior e, portanto, € usada no tratamento do diabetes mellitus
tipo 2. As tiazolidinadionas também conhecidas como litazonas sdo uma classe de

medicamentos usados no tratamento do diabetes mellitus tipo 2.

Com o uso das TZDs, os pacientes diabéticos obtinham um decréscimo
médio de 40 mg/dL em seus niveis de glicemia de jejum, acompanhado por uma
reducdo da insulinemia de jejum variando de 2 a 10 yU/mL (Stumvoll e Haring,
2002).
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A prototipica 2,4-tiazolidinadiona, a ciglitazona foi descoberta pela Takeda
Chemical Industries, Ltd., Japao, e tem atividade anti-hiperglicémica em modelos de
animais resistentes a insulina, camundongos KKAy e ratos Wistar gordurosos, mas
sem efeito em modelos animais de diabetes deficientes em insulina. Durante
estudos de relacdo estrutura-atividade em 2,4-tiazolidinadionas e compostos
relacionados, eles descobriram compostos altamente potentes, como a pioglitazona
(Figura 4). Desde a descoberta da ciglitazona, varias empresas farmacéuticas vém
avaliando novos analogos da 2,4-tiazolidinadiona como agentes para melhorar a
resisténcia a insulina. A troglitazona (Figura 4) foi langada em primeiro lugar no
mercado, mas foi retirada por causa da toxicidade hepatica e mortes relacionadas
com a droga. Atualmente, dois agentes da classe das 2,4-tiazolidinadionas,

pioglitazona e rosiglitazona, tém sido usados clinicamente.

Figura 4 - Estruturas quimicas das drogas dericados das tiazolidinadionas e seus nomes comerciais:

Pioglitazona, 1 (Actos), Rosiglitazona, 2 (Avandia), Troglitazona, 3 (Rezulin) e Ciglitazona, 4.
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Fonte: Autor (2018).

3.4 COMPOSTOS ANTIDIABETICOS

Os agentes antidiabéticos mais comumente utilizados sao sulfoniluréias,
metformina e certos inibidores de alfa glucosidase e meglitinidas. Esses agentes

aumentam a secrecdo de insulina das células B-pancreaticas, mas algumas vezes
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induzem hipoglicemia severa e ganho de peso, e sabe-se que a hiperinsulinemia é

um fator de risco para doenca cardiaca isquémica.

Nasreen et al., sinterizou bis-heterociclos baseados em 2-4- tiazolidinadiona
com 1,3,4-oxadiazolil (Figura 5), e os compostos exibiram transativagéo significativa
de PPAR-g de 63,78% e 64,67%, respectivamente, e efeito redutor da glicemia em
comparagao com drogas padrao Pioglitazona e Rosiglitazona que apresentaram
71,94% e 85,27% de ativagao respectivamente. Estes compostos aumentaram a
expressdao do gene PPAR-g em 2,10 e 2,00 vezes, respectivamente, em
comparagao com os farmacos padrao Pioglitazona (1,5 vezes) e Rosiglitazona (1,0
vezes). Esses compostos ndo causaram ganho de peso corporal e foram
encontrados livres de efeitos colaterais hepatotoxicos e cardiotoxicos. Portanto,
esses compostos podem ser considerados candidatos potenciais para o

desenvolvimento de novos agentes antidiabéticos (Nasreen et al., 2014).

Figura 5 - Bis-heterociclos baseados em 2-4-tiazolidinadiona sintetizados por Nasreen et al., 2014

Fonte: Autor (2018).

Séries de 2,4-tiazolidinadionas com porgdes de arilsulfonilureia foram
sintetizadas por condensacdo de varias sulfonamidas substituidas e 5-
(isocianatometil) tiazolidino-2,4-diona. A isocianometil tiazolidinadiona foi obtida
utilizando o rearranjo de Curtius, partindo de acido 2,4-dioxo-5-tiazolidinoacético
conhecido (Dhanaji et al., 2012). Alguns dos compostos sintetizados (Figura 6),
inibiram significativamente o aumento da hiperglicemia pos-prandial em 15,8 (p
<0,01), 17,2 (p <0,01), 14,3 (p <0,05) e 16,5 (p <0,01)%, respectivamente em
atividade anti-hiperglicémica in vivo em modelo de rato carregado de sacarose com
a dose de 10g / kg de peso corporal utilizando 100 mg / kg de peso corporal de

medicamento antidiabético padrao metformina.
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Figura 6 - 2,4-Tiazolidinadionas com porgdes de arilsulfonilureia.
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Fonte: Autor (2018).

Mohammed Iqgbal et al, sintetizaram uma série de derivados de
tiazolidinadionas incorporando por¢des heterociclicas, substancias de tiazol, triazol e
oxadiazole farmacologicamente significantes ligadas ao anel fenil central via ligacao
heteroatbmica com um / dois espagadores de carbono como analogos estruturais de
Pioglitazona por empregando protocolos sintéticos multipasso. Estes compostos
foram pesquisados quanto as suas atividades hiperglicémicas e hiperlipidémicas in
vivo em ratos wistar machos que apresentam propriedades interessantes de
sensibilizagdo a insulina. Os compostos 8, 9, 10 (Figura 7) apresentaram eficacia
hipoglicémica e hipolipemiante comparavel a do padrdo e diminuem
significativamente a glicose plasmatica e também reduzem o nivel de triglicérides, o
que é preferivel para o tratamento da hiperglicemia e das complicagdes

cardiovasculares (Mohammed Igbal et al., 2012).

Figura 7 - Derivados de tiazolidinadionas de acao hipoglicémica e hipolipemiante.
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Fonte: Autor (2018).

Recentemente, uma biblioteca de conjugados de cromonas e 2/4-
tiazolidinadiona foi sintetizada por condensagdao de Knoevenagel seguida de
reducdo usando gas hidrogénio e Pd / C como catalisador. Os compostos 11, 12
(Figura 8) foram os mais eficazes na redugcdo do nivel de glicose no sangue
comparavel ao pioglitazona padrdo da droga. O composto 11 exibiu uma potente
transativagao de PPAR-c de 48,72% em comparagdo com a pioglitazona (62,48%).
Todas as moléculas mostraram um bom escore de glide contra o alvo do PPAR-c no
estudo de docking molecular. A expressdo do gene PPAR-c foi significativamente
aumentada pelo composto 5e (2,56 vezes) em comparagdo com a droga padrao
pioglitazona. Além disso, esses compostos ndo causaram danos ao figado e podem
ser considerados candidatos capazes para o desenvolvimento de novos agentes

antidiabéticos (Nazreen et al., 2014 )

Figura 8 - Conjugados de cromonas e 2,4-tiazolidinadiona

Fonte: Autor (2018).

Recentemente Kar et al., relataram para uma biblioteca consistindo de
algumas novas glitazonas contendo tiazolidinadiona e seus bioisosteros, estruturas

anelares de rodanina e oxadiazolidina como seu suporte basico para sua atividade
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antidiabética. Uma série de novas glitazonas com diversas estruturas quimicas
foram projetadas e sintetizadas e submetidas ao ensaio de captacdo de glicose in
vitro na auséncia e presencga de insulina para confirmar sua atividade antidiabética
usando hemidiafragma de rato (Kar et al., 2014). Alguns dos compostos mostraram
uma consideravel atividade de captacdo de glicose a parte da rosiglitazona, um
farmaco padréao e do composto 13 (Figura 9), exibiram melhor atividade de absorgao

de glucose e passam a ser o composto candidato a investigar melhor.

Figura 9 - Promissor derivado tiazolidinico sintetizado por Kar et al. em 2014
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Fonte: Autor (2018).

3.5 PLANEJAMENTO FATORIAL LPSF GQ-16

Atualmente a pesquisa cientifica tem promovido grandes avangos em todos
0s campos da ciéncia, gerando uma gama crescente de dados e informagdes, sendo
que para a devida exploracao e o correto entendimento, a aplicagao de ferramentas

estatisticas torna-se indispensavel (Pereira-Filho et al., 2002).

Levando em consideracdo que no Brasil os recursos financeiros e
laboratoriais encontram-se escassos em decorréncia a restricbes de verbas, uma
analise deve ser realizada no inicio de cada pesquisa cientifica, para a definicdo das
condi¢cbes experimentais, que permitam a aquisicao de resultados confiaveis, ja que
a otimizacdo de parametros experimentais de relevancia é considerada como uma
das etapas mais criticas do trabalho cientifico, principalmente daqueles que tém por
objetivo o desenvolvimento de processos tecnologicos aplicaveis em grande escala.
(Peralta-Zamora et al., 2005).
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Normalmente, a otimizagcdo de variaveis experimentais é realizada por meio
de procedimentos que avaliam o efeito de apenas uma variavel por vez (univariado),
apresentando desvantagens tais como o tempo gasto para otimizagédo e a falta de
avaliagdo acerca das interagcbes entre as variaveis que afetam o processo em
estudo. Estas desvantagens resultam numa otimizacao ineficiente, impedindo o
rapido estabelecimento de 6timos verdadeiros, os quais sdo atingidos pelo emprego
de sistemas multivariados (BRASIL et al., 2007). Uma das principais vantagens é
que possibilita a obtengcdo de informagbes a respeito da significancia de cada
variavel no método analitico, bem como as interagdes entre as variaveis. Além disso,
resultando em um menor consumo de reagente e geracao de residuos (Tarley et al,
2009).

Dentre os diversos tipos de planejamento experimental, os sistemas de
planejamento fatorial destacam-se pois permitem avaliar simultaneamente o efeito
de um grande numero de variaveis, a partir de um numero reduzido de ensaios
experimentais, quando comparados aos processos univariados (Peralta-Zamora et
al., 2005).

O planejamento fatorial determina que fatores tém efeitos relevantes na
resposta e, também, como o efeito de um fator varia com os niveis dos outros
fatores. Além disso, permite estabelecer e quantificar as correlacdes entre os

diferentes fatores (Volpato et al., 2008)

3.5.1 Parte experimental

Alguns cuidados devem ser observados para que se possa obter o maximo

de informagdes na realizagdo do planejamento fatorial:

Replicatas — Realizagéo de repetigdes dos ensaios para que se possa estimar
o erro experimental. As replicatas devem ser repeticbes auténticas, devendo
representar adequadamente o espago experimental no qual o planejamento fatorial
foi desenvolvido (Fisher, 1935).
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Realizagdo dos experimentos — E importante que todos os ensaios e
replicatas previstos no desenvolvimento do fatorial sejam realizados de forma
aleatoria. Esses cuidados visam evitar distorcoes estatisticas que possam
comprometer a qualidade dos resultados obtidos e dos efeitos calculados para as

variaveis estudadas (Andrade et al., 2000).

Nos planejamentos experimentais onde as variaveis sao exploradas em 2
niveis € comum codifica-los usando os sinais (+) e (-). A atribuicdo destes sinais aos
niveis superiores ou inferiores é feita de forma arbitraria e ndo interfere na realizagéo
dos experimentos ou interpretagao dos resultados, além de permitir esquematizar o
planejamento na forma de matrizes de planejamento (Himsworth et al., 1965). A
partir destas consideracdes, o exemplo anterior pode ser representado pela Tabela
1, onde os resultados das medidas em duplicata e suas médias também sao
mostradas. A resposta seria, por exemplo, o rendimento de uma planta piloto

industrial.

Tabela 1 - Exemplo de matriz de planejamento.

Experimento A B C Resultados  Reéplica Média
1 - - - res 1 rep 1 (res1+rep1)/2
2 - - + res 2 rep 2 (res2+rep2)/2
3 - + + res 3 rep 3 (res3+rep3)/2
4 + + + res 4 rep 4 (res4+rep4)/2
5 + + - res 5 rep 5 (res5+repb)/2
6 + - - res 6 rep 6 (resb+rep6)/2
7 + - + res 7 rep7 (res7+rep7)/2
8 - + - res 8 rep 8 (res8+rep8)/2

Fonte: Autor (2018).

Esta codificagdo de variaveis € de grande ajuda quando se realizam os
calculos para determinar qual a influéncia das variaveis estudadas e das suas

interagcdes no sistema em estudo (Andrade et al., 2000).
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3.6 FATORES DE INFLUENCIA

Varios fatores podem influenciar uma sintese organica de maneira positiva ou
negativa. Na figura abaixo podemos ver alguns fatores que podem influenciar uma
sintese. Certamente existem outros fatores que podem influenciar uma sintese, mas

séo de influéncia minima e nao foram considerados (Figura 10).

No escalonamento, de forma direta, ndo basta apenas multiplicar o que vocé
fez em escala menor e repetir em uma escala maior. Had consequéncias inevitaveis
quando se aumenta a escala, como por exemplo a redugao da proporgao da area de
superficie para volume, transferéncia de calor, taxa de geragéo de calor e cinética,

capacidade de remocgao de calor do reator, acumulagédo de reagentes e energia.

Figura 10 - Fatores de influéncia de sintese
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3.7 ESCALONAMENTO

Scale-up ou escalonamento € o processo de trabalho que permite passar de
uma escala de laboratorio ou piloto de desenvolvimento, para uma escala ampliada
de producdo. E também um mecanismo de selegdo de equipamentos e condicdes
de operacao industrial. No escalonamento, o desenvolvimento de produtos e
processos tendem a avangar em pequenos passos, indo, por exemplo, de uma
escala laboratorial para uma escala de bancada, entdo para uma escala piloto, e
finalmente para uma escala de producéo. Esses passos minimizam os riscos de um

grande investimento no préximo passo.

Na escala laboratorial, prova que o produto pode ser feito a partir de matéria
primas, no caso, um estudo de prova de conceito. Na escala de bancada, produzir
material suficiente para testar suas propriedades, aprender sobre os processos de
producao e melhora na formulagdo. Na escala piloto, tentar produzir uma quantidade
maior, antes de grandes investimentos de maior riscos, analisar possiveis problemas
e pontos criticos. A escala piloto também ajuda no desenvolvimento de desenho

uma planta industrial.
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O aumento de escala normalmente ocorre na ordem de dez vezes, partindo
por exemplo da escala de uma grama e aumentando para dez gramas, 100 gramas,
um quilo, dez quilos e assim por diante. No presente trabalho foi utilizado 0,5 gramas
do composto LPSF GQ-01 como ponto de partida. A proxima escala em um possivel

escalonamento seria a quantidade de cinco gramas do reagente LPSF GQ-01.

Apesar de nao ser utilizado neste trabalho, também existe o scale-down, que
€ principalmente utilizado para solu¢gdes de problemas ou desenvolvimento nos

processos utilizados na produgao em andamento.

3.8 LPSF GQ-16 - 5-(5-BROMO-2-METOXI-BENZILIDENO)-3-(4METIL-BENZIL)-
TIAZOLIDINA-2,4-DIONA

O Nucleo de Pesquisa em Inovagao Terapéutica Suely Galdino (NUPIT-SG)
da Universidade Federal de Pernambuco recebeu a carta patente da molécula LPSF
GQ-16 com vigéncia até 2028 (Anexo A). Este produto esta sendo comercializado
mundialmente nos Estados Unidos, Europa, China e Japao para fins de pesquisa por
outras empresas (Tabela 2). Carta patente numero PI 0300997-1, 2018.
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Tabela 2 - Empresas que comercializam o LPSF GQ-16 no mundo

Empresa Pais Faixa de Preco Quantidade

Thomas Scientific EUA S 438,00 100mg
LypharmaTech China - -

Bertin Bioreagent Franca S 491,64 100mg

Funakoshi Japdo § 617,00 100mg
MuseChem EUA - -

Biomol Alemanha S 499,63 100mg

ApexBio China S 660,36  100mg

LSBio EUA S 375,00 100mg

MedKoo Biosciences EUA S 350,00 100mg

Santa Cruz Biotechnology EUA S 950,00 100mg
Cayman Chemical EUA - -
SinoStandards China - -
Ark Pharm EUA - -

Arspichem EUA S 855,00 100mg
Aurora Building Blocks EUA - -
Chemieliva Pharmaceutical China - -
Haoyuan Chemexpress China - -

LabNetwork Compounds EUA S 350,00 100mg

Proactive Intermediates for R&D EUA - -

Fonte: Autor (2018)

O LPSF GQ-16 é um agonista parcial de PPARy, com propriedades
antidiabéticas em camundongos submetidos a dietas hiperlipidicas. O LPSF GQ-16
inibe a fosforilagdo mediada por Cdk5 invocando a adipogénese e o agonismo

classico. (Amato et al. 2012).

O LPSF GQ-16 também mostrou atividade agonista parcial em PPARy de proé-
mondcitos humanos U-937. O GQ-16 se difere das TZDs classicas, pois apresentou
atividade agonista parcial de PPAR, competiu pela ligagdo LBD do PPRA, induziu a
interacdo entre o PPAR e o coativador SRC-1 (Coativador 1 do receptor de
esteroide), além disso, a ligagdo do GQ-16 com o PPAR ocasionou em uma
modificagdo conformacional do receptor de forma diferente da rosiglitazona. Esses
estudos ainda mostraram bons resultados in vivo e in vitro em pesquisas de
desordens metabdlicas relacionadas a obesidade, diabetes mellitus e inflamacéao
crdnica (Amato, 2008; Amato et al., 2012)
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O LPSF GQ-16 demonstrou semelhangas consideraveis com as TZDs quanto
ao aumento da sensibilidade da insulina endégena, mas ndo aumentou o ganho de

peso; efeito adverso ja descrito por tiazolidinadionas classicas (Amato et al., 2012).

Ademais, chama a atencédo que LPSF GQ-16 é especifico para PPARy e néo
€ adipogénico em cultura de células mesenquimais, sendo assim, nao promove
ganho de peso como a rosiglitazona e n&o induz a retengdo de agua, que por sua
vez diminui os valores de hematdcrito (Choi et al., 2010; Amato et al. 2012; Martini,
2012).

No estudo de Amato et al. (2012), em ensaios de diferenciagcado de adipdcitos, o
LPSF GQ-16 apresentou potencial adipogénico reduzido quando comparado a
rosiglitazona, tanto em préadipécitos murinos (3T3-L1) quanto em células
mesenquimais (C3H10T1/2) (105). In vivo, esses resultados foram confirmados por
Coelho e colaboradores, que alimentaram camundongos com dieta hiperlipidica
(60% kcal de gordura) e trataram com veiculo (Tween®-20 diluido em salina 0,25%)
rosiglitazona (4mg/kg/d) ou LPSF GQ-16 (40 mg/kg/d) por gavagem durante duas
semanas. Ao final do tratamento, observaram que o LPSF GQ-16 reduziu o ganho
de massa induzido pela dieta e a massa do tecido adiposo epididimal, a glicemia em
jejum e os niveis de triglicerideos no figado. Esses dados sugerem que agonistas
parciais de PPARy promovem a sensibilizacdo a insulina sem os efeitos

desfavoraveis que parecem estar associados ao agonismo completo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS E REAGENTES

A espectroscopia de ressonancia nuclear de hidrogénio e carbono foi
efetuada em espectrofotdmetro Varian Modelo Plus 300 MHz. A cromatografia

liquida de alta eficiéncia foi realizada em equipamento HPLC LC-20AD Shimadzu.

Cromatografia em camada delgada sera realizada em placas Merck silicagel
60 F2s54, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 nm). Todos os
reagentes e solventes utilizados na sintese dos compostos e para suas analises

pertencem as marcas Sigma/Aldrich, Merck ou Vetec.

O estudo para otimizacéo de sintese do LPSF GQ-16 foi realizado em vidraria
especial Aldrich Air Sensitive Chemistry Glass Lab Kit, partindo da escala de 0,5g do

intermediario LPSF GQ-01, utilizando placa aquecedora.

Os reagentes e catalizador utilizados para a sintese do GQ-16 foram:
tiazolidina-2,4-diona, cloreto de 4-metilbenzil, hidréxido de soédio, morfolina,
cianoacetato de etila, 2-metoxi-5-bromo-benzaldeido.

4.2 METODOLOGIA GERAL DE SINTESE

O composto final LPSF GQ-16 foi obtido através de 4 etapas reacionais. A
primeira reagdo consistiu em uma reagao de ciclizagdo partindo da tiouréia com o
acido monocloroacético para a obtengdo do anel da tiazolidina-2,4-diona. Na
segunda etapa, a tiazolidina-2,4-diona foi N-alquilada na presenga de cloreto de 4-
metilbenzil dando origem ao intermediario 3-(4-Metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF GQ-01). Em pararelo, na terceira etapa, ha a condensagcéo de Knovenagel
entre o cianoacetato de etila com 2-metoxi-5-bromobenzaldeido, formando o éster 3-

(5-bromo-2-metoxi-fenil)-2-ciano-acrilico (LPSF 1P-23). Por ultimo, reagem o LPSF



44

IP-23 com o LPSF GQ-01 para formar os compostos finais 5-(5-Bromo-2-metoxi-
benzilideno)-3-(4metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF GQ-16) através de uma

reacao de adi¢cao de Michael (Figura 11).

Todas as quatro reagdes foram feitas em batelada (Figura 12), que é um
processo mais comum em sintese organica devido a sua versatilidade, flexibilidade
de producdo e planejamento. A maioria dos processos nas industrias quimica e

farmacéutica sdo executadas em batelada.

Figura 11 - Rota geral de sintese para obten¢ao do LPSF GQ-16
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Figura 12 - Exemplo de reator em batelada
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4.3 SINTESE TIAZOLIDINA-2,4-DIONA

A tiazolidina-2,4-diona (C3H3sNO,S, 117.30 g /mol) tem uma sintese bastante
simples e consolidada no LPSF. Sua sintese consistiu na adigao da cinco gramas de
tiouréia solubilizado em 25 ml de agua destilada e do Acido Cloroacético também
solubilizado em 25 ml de agua destilada, em uma baldo de 3 bocas, sem a
necessidade de adigdo de algum catalisador. A reagéo foi aquecia a 80 °C, ficando
sob refluxo por 24 horas. Ao fim da reagdo, o produto foi colocado em u Becker e
levado a geladeira para cristalizacdo. Apés um dia o produto foi filtrado e

posteriormente levado para o dessecador, para sua secagem (Figura 13).

Figura 13 - Rota de sintese da Tiazolidina-2,4-diona
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Tiouréia Acido cloroacético Tiazolidina-2,4-diona

Fonte: Autor (2018)
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4.4 SINTESE LPSF IP-23 - ESTER 3-(5-BROMO-2-METOXI-FENIL)-2-CIANO-
ACRILICO

O éster de Cope LPSF IP-23 (C43H12BrNO3, 309g;mol), foi obtido a partir da
reacao do cianoacetato de etila com o 2-metdxi-5-bromobenzaldeido na presenca de
morfolina como catalisador e tolueno como solvente. A mistura reacional foi
aquecida a uma temperatura de 110 °C e mantida sob refluxo por 4 horas (Figura

14). Apos este periodo, o produto foi filtrado e lavado a geladeira para cristalizagao.

Figura 14 - Rota de sintese do LPSF IP-23.
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Fonte: Autor (2018)

4.5 SINTESE LPSF GQ-01 - 3-(4-METIL-BENZIL)-TIAZOLIDINA-2,4-DIONA

O LPSF GQ-01 (C11H11NO.S, 221,28g/mol) foi sintetizado em baldo redondo
de 3 bocas SIGMA ALDRICH Air Sensitive de 100 mL foram adicionados a
tiazolidina-2,4-diona e hidroxido de sddio previamente dissolvido em alcool metilico.
A mistura reacional foi mantida sob agitacao a temperatura ambiente por 20 minutos
para formacao do sal da tiazolidina. Passado este tempo, foi adicionado o cloreto de
4-metilbenzila e a mistura foi aquecida a 110°C até que a reacéao foi finalizada. O
tempo de reacao foi de aproximadamente 24 horas, sendo acompanhada por

cromatografia em camada delgada (Figura 15).

Figura 15 - Rota Sintese do LPSF GQ-01.
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Fonte: Autor (2018).

4.6 SINTESE LPSF GQ-16 - 5-(5-BROMO-2-METOXI-BENZILIDENO)-3-(4METIL-
BENZIL)-TIAZOLIDINA-2,4-DIONA

O LPSF GQ-16 (C19H1BrNO3S, 419,00 g/mol) foi sintetizado em baldo Sigma
Aldrich Air Sensitive com capacidade para 100 ml adicionou-se 0,5 gramas do
composto LPSF GQ-01 (3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona) juntamente com
0,69g do composto LPSF IP-23 (Ester 3-(5-bromo-2-metoxi-fenil)-2-ciano-acrilico).
Com os dois compostos dentro o baldo foram adicionados o solvente, etanol e o
catalizador morfolina (Figura 16). As quantidades de solvente e catalizador
dependeram do desenho do experimento. A quantidade de morfolina foi de 5 ou 10
gotas e a quantidade de etanol foi de 15 ou 30 mL. Com os dois compostos, o
solvente e o catalisador dentro do baldo o aquecimento foi ligado e a temperatura se
manteve em 79 °C sob refluxo. A solugéo, inicialmente se mantém amarelada,
devido a coloracao do IP-23 e da morfolina. Apds a temperatura se manter a 79 °C,
ocorreu completa solubilizacdo da mistura. O tempo de cada reacdo também variou,
sendo ele de 3 ou 5 horas, dependendo do desenho da reagéo. Apos este periodo, a
solugéo foi levada para geladeira, em um béquer, para possivel formacao de mais
cristais. Posteriormente, fez-se uma filtragao simples dos cristais. Por fim, os cristais
foram levados para o dessecador até completa secagem. Fez-se ainda um HPLC

para verificar a pureza do produto com maior confianga.

Figura 16 - Sintese do LPSF GQ-16.
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As sinteses, tanto do LPSF GQ-16 quanto dos seus intermediarios, foram
realizadas em batelada. Reagdes em batelada sdo comumente utilizadas em
quimica fina, especializada e farmacéutica, devido a sua versatilidade, flexibilidade
de planejamento e producéo (Figura 11). Mas por outro lado, essas reagdes sao
frequentemente dificeis de serem escalonadas por causa de problemas com o
aquecimento e transferéncia de massa. Além disso, eles demandam uma
capacidade de armazenamento significativo de intermediarios entre os estagios do
processo, resultando em grandes estoques de produtos quimicos organicos e

intermediarios sensiveis (Campagnoni e Rossetti, 2017).

4.7 PLANEJAMENTO FATORIAL

Para realizar um planejamento fatorial, escolhnem-se as variaveis a serem
estudadas(Deming e Morgan, 1973) e efetuam-se experimentos em diferentes
valores destes fatores (Eiras et al., 1994). Em seguida s&o realizados experimentos

para todas as combinag¢des possiveis dos niveis selecionados (Brereton, 1987).

As tabelas 3 e 4 ilustram o planejamento fatorial onde foram levados em
consideragao trés variaveis: tempo de reagao, quantidade de solvente e quantidade

de catalizador, sendo essas variaveis consideradas quantitativas.
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Tabela 3 - Planejamento fatorial de trés variaveis e dois niveis utilizado no presente trabalho. As
variaveis sao Tempo de Reagéo (3 e 5 horas), Quantidade de catalizador utilizado (5 ou 10 gotas) e

Quantidade de Solvente utilizado (15 ou 30 ml)

Varidveis Niveis selecionados
Tempo Reacdo (t, horas) 3 5
Quantidade de Catalisador (k, Gotas) 5 10
Quantidade de Solvente (S, ml) 15 30

Fonte: Autor (2018).

Tabela 4 - Desenho dos experimentos com as combinagdes entre os fatores de influéncia

Experimentos Combinagdes

y t k S

1 3 5 15
2 3 5 30
3 3 10 15
4 3 10 30
5 5 5 15
6 5 5 30
7 5 10 15
8 5 10 30

Fonte: Autor (2018).

Uma das ferramentas estatisticas utilizada nos processos de otimizagdo séo
os planejamentos fatoriais, em que sao definidas as variaveis que serdo otimizadas
(k) e os niveis avaliados (n), em que n* consistirda no nimero de experimentos
necessarios para que todas as combinagdes de variaveis sejam satisfeitas.
Normalmente, nos métodos analiticos sao escolhidos dois niveis de estudo os quais
sdo nomeados pelo sinal (-) para o nivel mais baixo e (+) para o nivel mais alto. Para
variaveis qualitativas, o analista define os niveis, uma vez que nao existe valores

altos e baixos (Tedlilo & Ferreira, 2006).

A utilizacdo do planejamento fatorial possibilita definir, com reduzido numero
de experimentos, quais parametros, dentre os selecionados, afetam de forma mais
significativa a reacdo. Apos a realizacdo de todos os experimentos, foi feito uma
analise de interac¢des individuais e de interagdes entre fatores com o teste exato de

Fisher, para a partir desses resultados, planejar a sua produgéo em escala maior.
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Levine et al. (1998), Devor et AL. (1992) e Montgomery (1991) propde uma
metodologia para conduzir o teste de hipdtese dos experimentos, comegando pela
formulacdo das hipoteses. A primeira € a Hipotese Nula (HO), que parte do principio
que nao existe nenhuma diferenga significativa entre os fatores analisados de uma
populacdo e sera sempre a hipdtese testada no experimento. A segunda € a
hipétese alternativa (H1), e parte do principio que sera verdadeira caso a hipotese

nula seja considerada falsa.

A segunda parte da metodologia seria determinar o valor critico da estatistica
de teste a partir da distribuicdo estatistica de F de Fisher, calculada com base nos
resultados da amostra. O nivel de significancia (a) do teste estatistico deve ser de
0,1 ou menos, para determinar o tamanho da regiao de rejeigdo da hipotese nula do
experimento. Com isso, os valores criticos que dividem as regides de rejeicao e nao-

rejeicao podem ser determinados, conforme apresentado na figura 17.

Figura 17 - Regibes de rejeigdo e nao-rejeicao para uma distribuicao F

Nao-rejeitar Rejeitar Hy
Hy (1-0) A

0 Distribuicdo F

Fonte: Levine et al. (1998)

4.7.1 Teste Exato de Fisher
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O teste exato de Fisher foi utilizado para a analise dos resultados em
detrimento do teste do qui-quadrado pois a quantidade de amostras & pequeno,
devido ao planejamento fatorial de experimentos. Com grandes amostras, um teste
qui-quadrado pode ser usado. No entanto, o valor de significancia que ele fornece é
apenas uma aproximacao, porque a distribuicdo amostral da estatistica de teste

calculada é apenas aproximadamente igual a distribuicdo qui-quadrado tedrica.

O teste exato de Fisher € um teste de significancia estatistica utilizado na
analise de tabelas de contingéncia. Embora na pratica seja empregado quando os
tamanhos das amostras sao pequenos, € valido para todos os tamanhos de
amostra. Recebeu o nome de seu inventor, Ronald Fisher, e faz parte de uma classe
de testes exatos, assim chamados porque a significancia do desvio de uma hipotese
nula pode ser calculada exatamente, em vez de depender de uma aproximagao. que
se torna exato no limite a medida que o tamanho da amostra cresce até o infinito,

como acontece com muitos testes estatisticos (Agresti, 1992).

Ao fim da analise estatistica, obtemos um valor da razdo F para cada efeito,
individual e de interacdo de fatores. Com este valor, podemos comparar com a
tabela de dados da estatistica F, sendo os graus de liberdade (GL) 1 no numerador
e 8 no denominador (V1 = 1; V2 = 8), para um a de 5% e de 10%, temos o valor de
5.318 para um a de 5% e o valor de 3.458 para um a de 10%. Quando o resultado
obtido para cada efeito individual ou de interagao é superior ao valor definido para o
a de 5% ou 10%, significa que o determinado efeito afeta a resposta, no caso, o

rendimento da sintese.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MECANISMO DE REACAO

O LPSF GQ-16 foi obtido através de uma reacédo de adicdo de Michael. O
LPSF GQ-16, é o resultado da sintese do LPSF IP-23 com o LPSF GQ-01, com
morfolina como catalisador. Inicialmente, a morfolina abstrai um préton alfa do LPSF
GQ-01, formando um enolato (Figura 18, A). Em seguida, este enolato ataca o
carbono beta do composto LPSF IP-23, formando uma ligagdo carbono carbono
entre eles (Figura 18, B). Com a formagao desta ligacao, a densidade eletrénica do
LPSF IP-23 se desloca para o oxigénio da carbonila, formando um novo enolato
(Figura 18, C). Por ultimo, durante a protonacéo, ha a exclusdo da parte C6HONO2
(Figura 18, D), formando o composto final LPSF GQ-16 (Figura 18, E).



Figura 18 - Mecanismo de reagao proposto para a sintese do LPSF GQ-16
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Fonte: Autor (2018)
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5.2 ANALISES ESTATISTICAS

ApoOs a realizagdo das 16 sinteses, oito sinteses planejadas e oito réplicas,
temos os rendimentos individuais e a média dos rendimentos entre a sintese
planejada e em réplica (Tabela 5). Os experimentos foram realizados de forma
aleatodria para evitar distor¢coes estatisticas que possam comprometer a qualidade

dos resultados obtidos.

Tabela 5 - Sinteses realizadas do LPSF GQ-16 com os fatores de controle, rendimentos das sinteses

planejadas e das réplicas e suas respectivas médias

Experimeto Solvente Tempo Catalizador Fator de Controle Rendimento A Rendimento B Resultado Média
Reacdo X, X3 X3 (%) (%) (y) (%)

1 30 3hrs 10 1 -1 1 84,09% 90,42% yl 87,26%

2 15 3hrs 10 -1 -1 1 89,77% 90,73% y2 90,25%

3 15 Shrs 10 -1 1 1 92,04% 89,95% y3 91,00%

4 30 Shrs 10 1 1 1 78,40% 90,42% v4 84,41%

5 15 3hrs 5 -1 -1 -1 91,84% 90,82% y5 91,33%

6 30 3hrs 5 1 -1 -1 89,38% 82,65% y6 86,02%

7 15 Shrs 5 -1 1 -1 89,91% 92,88% y7 91,40%

8 30 Shrs 5 1 1 -1 84,39% 90,93% y8 87,66%

Fonte: Autor (2018)

Com os experimentos feitos, podemos calcular os efeitos de variagéo do nivel
-1 para +1 de um ou mais fatores, que causam um efeito de variacdo na resposta.
Portanto, o efeito é a variagdo da resposta causada pela variagao (de -1 para +1) do
fator ou dos fatores. Temos dois tipos de efeitos, sendo eles o Efeito Principal e
Efeito de Interagdo. O Efeito principal € a variagdo média da resposta causada pela
variagdo de um determinado fator de -1 para +1. Os Efeitos Principais sdo os

seguintes:

E1 — Para a variagao de -1 para +1 do fator 1
E2 — Para a variagao de -1 para +1 do fator 2

E3 — para a variagao de -1 para +1 do fator 3



Para calcular E1, usamos a seguinte féormula, de acordo com a tabela X:

E1 = (y1-y2)+(y4-y3)+(y6-y5)+(y8-y7)
4

Tabela 6 - Variagbes -1 para +1 do fator x1, para x2 e x3 iguais

Experimento Fator de Controle Resultado  Média
X1 X, X3 (y) (%)
1 C 1 -1 1 yl 87,26%
2 -1 -1 y2 90,25%
3 -1 1 1 y3 91,00%
4 C 1 1 va 84,41%
5 -1 -1 -1 V5 91,33%
6 C 1 -1 -1 v6 86,02%
7 -1 1 -1 y7 91,40%
8 C 1 1 -1 v8 87,66%

Fonte: Autor (2018).
Como resultado,temos que:

E1 = (0,8726-0,9025)+(0,8441-0,9100)+(0,8602-0,9133)+(0,8766-0,9140)

4

E1=-0,0465

Para calcular E2, foi utilizada a seguinte formula, de acordo com a tabela X:

(y4-y1)+(y3-y2)+(y7-

E2 = y5)+(y8-y6)
4




Tabela 7 - Variagbes -1 para +1 do fator x2, para x1 e x3 iguais

Experimento Fator de Controle Resultado Média
X4 X, X3 (y) (%)
1 1 -1 1 yl 87,26%
2 -1 C -1 1 y2 90,25%
3 -1 1 1 y3 91,00%
4 1 1 1 v4 84,41%
5 -1 -1 -1 Y5 91,33%
6 1 -1 ) -1 y6 86,02%
7 -1 C 1 -1 y7 91,40%
8 1 1 -1 V8 87,66%

Fonte: Autor (2018)

Como resultado, temos que:

E2 =(0,8441-0,8726)+(0,9100-0,9025)+(0,9140-0,9133)+(0,8766-0,8602)

4

E2 =-0,000975

Para Calcular E3, foi utilizado a seguinte formula:

E3 = (y1-y6)+(y2-y5)+(y3-y7)+(y4-y8)
4




Tabela 8 - Variagbes -1 para +1 do fator x3, para x1 e x2 iguais

Experimento Fator de Controle Resultado  Média
X1 X, X3 (y) (%)
1 1 -1 1 yl 87,26%
2 -1 -1 1 y2 90,25%
3 -1 1 1 y3 91,00%
4 1 1 1 v4 84,41%
5 -1 -1 -1 Y5 91,33%
6 1 -1 -1 v6 86,02%
7 -1 1 -1 y7 91,40%
8 1 1 -1 V8 87,66%

Fonte: Autor (2018)

Com isso, temos que:

E3 = (0,8726-0,8602)+(0,9025-0,9133)+(0,9100-0,9140)+(0,8441-0,8766)

4

E3 =-0,008725

De maneira simplificada, também calculamos o E1, E2 e E3 pelas seguintes

formulas:
E1 = y1-y2-y3+y4-y5+y6-y7+y8
n/2
E2 = -y1-y2+y3+y4-y5-y6+y7+y8
n/2
E3 = y1+y2+y3+y4-y5-y6-y7-y8

n/2

Onde n = numero de experimentos planejados.
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O efeito da interacdo se da entre dois ou mais fatores, que € quando o efeito

do fator (na resposta) depende do nivel dos outros fatores. Os efeitos de interagao

serao os seguintes:

E+2 — Quando o efeitos de x1 depende do nivel de x2
E+3 - Quando o efeitos de x1 depende do nivel de x3
E23 - Quando o efeitos de x2 depende do nivel de x3

E+23 - Quando o efeitos de x1 depende do nivel de x2 e x3

Para o E+2, quando o fator x2 esta no nivel +1 temos:

Tabela 9 - Efeito de Interagao de X1 para X2 em +1

Experimento Fator de Controle Resultado Média
X1 X, X3 (y) (%)
1 1 -1 1 vyl 87,26%
2 -1 -1 1 y2 90,25%
3 -1 1 1 V3 91,00%
4 C 1 1 1 va 84,41%
5 -1 -1 -1 V5 91,33%
6 1 -1 -1 Y6 86,02%
7 C -1 1 -1 y7 91,40%
8 1 1 -1 v8 87,66%

Fonte: Autor (2018)



Onde:

E1 (x2 em
+1)

(y4-y3) + (y8-
y7)
2
-10,32%
2
-0,0516

Para o E42 quando o fator x2 esta no nivel -1 temos:

Tabela 10 - Efeito de Interagdo de X1 para X2 em -1

Experimento Fator de Controle Resultado Média
X1 X, X3 (y) (%)
1 1 -1 1 yl 87,26%
2 -1 -1 1 y2 90,25%
3 -1 1 1 y3 91,00%
4 1 1 1 va 84,41%
5 -1 -1 -1 V5 91,33%
6 1 -1 -1 v6 86,02%
7 -1 1 -1 y7 91,40%
8 1 1 -1 v8 87,66%
Fonte: Autor (2018)
Onde:
E1(x2em - 1-y2) + (y6-
1) = y5)
2
= -8,31%
2

-0,04155
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Com os valores de E1 para x2 em +1 e -1, calculamos o E12:

E1(X2 em +1) —E1(X2 em -

E12 = 1
2
E12 = -1,00%
2
E12 = -0,00502

Para o E13, quando o fator x3 esta no nivel +1 temos:

Tabela 11 - Efeito de Interagdo de X1 para X3 em +1

Experimento Fator de Controle Resultado Média
X, X, X3 (y) (%)
1 1 -1 1 yl 87,26%
2 C -1 -1 1 y2 90,25%
3 -1 1 1 y3 91,00%
4 C 1 1 1 y4 84,41%
5 -1 -1 -1 Y5 91,33%
6 1 -1 -1 y6 86,02%
7 -1 1 -1 y7 91,40%
8 1 1 -1 v8 87,66%

Fonte: Autor (2018)

Onde:

E1 (x3 em 1-y2)+(y4-
+1)

&

1
1
(=)
o
S
N
©



Para o E43, quando o fator x3 esta no nivel -1 temos:

Tabela 12 - Efeito de Interagdo de X1 para X3 em -1

Experimento Fator de Controle Resultado Média
X, X, X3 (y) (%)
1 1 -1 1 yl 87,26%
2 -1 -1 1 y2 90,25%
3 -1 1 1 y3 91,00%
4 1 1 1 va 84,41%
5 C -1 -1 -1 y5 91,33%
6 1 -1 -1 v6 86,02%
7 C -1 1 -1 y7 91,40%
8 1 1 -1 v8 87,66%

Fonte: Autor (2018)
Onde:

E1 (x3 em - 6-y5)+(y8-
1) y7)
2
= -9,05%

N

-0,04525

Com os valores de E1 para x3 em +1 e -1, calculamos o E13:

E1(X83 em +1) — E1(X3 em

E13 = -1)
2
E13 = -0,27%
2
E13 = -0,001325

Para o E»3, quando o fator x3 esta no nivel +1 temos:



Tabela 13 - Efeito de Interagdo de X2 para X3 em +1

Experimento Fator de Controle Resultado Média
X, X, X3 (v) (%)
1 1 -1 1 yl 87,26%
2 -1 C -1 1 y2 90,25%
3 -1 1 1 y3 91,00%
4 1 1 1 va 84,41%
5 -1 -1 -1 y5 91,33%
6 1 -1 -1 V6 86,02%
7 -1 1 -1 y7 91,40%
8 1 1 -1 y8 87,66%

Fonte: Autor (2018)

Onde:
E2 (x3 em (y4-y1)+(y3-
+1) = y2)
2
E2 (x3 em
+1) = -2,10%
2
E2 (x3 em
+1) = -1,05%

Para o E23, quando o fator x3 esta no nivel -1 temos:

Tabela 14 - Efeito de Interagdo de X2 para X3 em -1



Experimento Fator de Controle Resultado Média
X1 X, X3 (v) (%)
1 1 -1 1 yl 87,26%
2 -1 -1 1 y2 90,25%
3 -1 1 1 y3 91,00%
4 1 1 1 ya 84,41%
5 -1 -1 -1 y5 91,33%
6 1 -1 D -1 v6 86,02%
7 -1 C 1 -1 y7 91,40%
8 1 1 -1 v8 87,66%

Fonte: Autor (2018)

Onde:
E2 (x3 em - (y7-y5)+(y8-
1) = y6)
2
E2 (x3 em -
1) = 1.71%
2
E2 (x3 em -
1) = 0,86%

Com os valores de E2 para x3 em +1 e -1, calculamos o E13:

E2(X3 em +1) — E2(X3 em

E23 = -1)
2

E23 = -1,91%
2

E23 = -0,009525
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Por fim calculamos o efeito de interacdo E123, que é o efeito de interagdo entre os
trés fatores. O E123 pode ser calculado a partir da tabela abaixo, onde os valores +

ou — sao o produto da multiplicacéo dos fatores individuais x1, x2 e x3:

Tabela 15 - Efeitos de interagéo entre os fatores X1, X2 e X3

Experimeto Fator de Controle Fator de Interagdo Resultado  Média
X1 X3 X3 X12 X13 X23 X123 (v) (%)
1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 yl 87,26%
2 -1 -1 1 1 -1 -1 1 y2 90,25%
3 -1 1 1 -1 -1 1 -1 y3 91,00%
4 1 1 1 1 1 1 1 y4 84,41%
5 -1 -1 -1 1 1 1 -1 y5 91,33%
6 1 -1 -1 -1 -1 1 1 y6 86,02%
7 -1 1 -1 -1 1 -1 1 v7 91,40%
8 1 1 -1 1 -1 -1 -1 y8 87,66%

Fonte: Autor (2018)

Onde:
E123 = -y1+y2-y3+y4-y5+y6+y7-y8
n/2
E123 = -5,17%
4
E123 = -0,01293

Com os valores de efeitos individuais e de interagéo ja calculados, podemos
calcular objetivamente sobre quais efeitos sdo, de fato, significativos no rendimento
final das sinteses. Podemos calcular isto a partir de uma analise de variancia, a

partir da tabela abaixo:

Tabela 16 - Exemplo de tabela com os dados necessarios e formulas para calculo da Razéo F



Fonte Soma dos Graus de Quadrado
Variagao Quadrados Liberdade Médio Razéao F
E1 Sk 1 Sk’ Se1*/SR?
E2 Sez 1 Sez? SE2%/SR?
E3 SE3 1 Sks? Ses’/SR?
Inter. E12 SE12 1 Se12? Se124/SR?
Inter. E13 SE13 1 Se13° Se132/SR?
Inter. E23 Se2s 1 Sko3? SE23?/SR?
Inter. E123 SE123 1 SE123° SE1232/SR?
Erro Sk 2%(n-1) SK?
Total Spb n2*-1

Fonte: Autor (2018).

Temos entdo que:

E1 = -0,046575
E2 = -0,000975
E3 = -0,008725
Inter. E12 = -0,005025
Inter. E13 = -0,001325
Inter. E23 = -0,009525
Inter.E123 = -0,01293
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O grau de liberdade de cada fonte de variagdo € calculado pela formula n-1,
onde n é igual a dois, pois cada fator foi testado em dois niveis. O grau de liberdade
do erro corresponde a todas as combinacdes de testes, no caso, 2¢ multiplicado por

n-1.

A soma dos quadrados foi calculada para cada fonte de variagao pela

seguinte formula:

n2(E)?
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Onde n é igual a dois, k € igual a trés e E é o valor de cada efeito individual e

de interagao, ja calculados.

Para a soma de quadrados total, utilizamos a seguinte férmula:

N n
SD = > Y oyt TP
i1 1 nN

Para a soma de quadrados do erro, utilizamos a seguinte formula, com base
na soma de quadrados individuais das fontes de variagdo e a soma de quadrados

total:

SR

SD - SE1 - SE2 - SE3 - SE12 - SE13 - SE23 - SE123

O quadrado médio é calculado a partir da razao entre a Soma de Quadrados
e o0 Grau de liberdade de cada Interagdo. Por fim temos o calculo para o valor da
Razao F, que é a razdo entre o Quadrado médio de cada interagao pelo quadrado

médio do erro.

Apos todos os calculos, temos a seguinte tabela com os valores da Soma dos

Quadrados, Graus de Liberdade, Quadrado Médio e Razao F:

Tabela 17 - Tabela com os valores da Soma dos Quadrados, Graus de Liberdade, Quadrado Médio e

Razao F para todos os efeitos individuais e de interagao
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Fonte Variacdo Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio  Razao F

El 0,008679 1 0,008679 4,82691
E2 0,000004 1 0,000004 0,00209
E3 0,000304 1 0,000304 0,16916
Inter. E12 0,000101 1 0,000101 0,05606
Inter. E13 0,000007 1 0,000007 0,00391
Inter. E23 0,000363 1 0,000363 0,20184
Inter. E123 0,000669 1 0,000669 0,37194
Erro 0,014386 8 0,001798
Total 0,024513 15

Fonte: Autor (2018)

Com os valores da Razdo F definidos, podemos utilizar a tabela de
distribuicdo F de Fisher-Snedecor ao nivel de 5% e 10% de significancia. Para o
nivel de 5% todos os valores da teste F ficam abaixo do valor tabelado de 5,32,
levando a conclusdo de que nenhum dos efeitos foi significativo no rendimento da
sintese do LPSF GQ-16. Para o nivel de 10%, apenas o E1 fica acima do valor
tabelado de 3,45, levando a concluséo de que este € o unico efeito que influéncia no
rendimento da sintese do LPSF GQ-16.

A analise de variancia, para a sintese do LPSF GQ-16, demonstra com 90% de
confianga que o fator que influéncia de maneira significativa o rendimento final € a
quantidade de solvente menor (15ml). Para as outras varidveis, quantidade de
catalisador e tempo de reagao nao influenciam o rendimento final do LPSF GQ-16.
De acordo também com o teste F, os efeitos de interacdo E12, E13, E23 e E123 néo

apresentam significancia no rendimento final da sintese.

A falta de significancia dos Efeitos Individuais 2 e 3 (quantidade de catalisador e
tempo de reacao) e de todos os Efeitos de Interagdo nado significa um resultado
negativo, mas apenas que determinado efeito n&o influéncia de maneira significativa
no rendimento final da sintese do LPSF GQ-16. Porém, ja que tais efeitos ndo tem
significancia individual nem significAncia entre os fatores, em um possivel
escalonamento, a utilizagdo de menor tempo de reacdo (3 horas) e menor
quantidade de catalisador (5 gotas) seria o indicado, visando uma economia no

gasto de catalisador, energia e tempo.
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Em comparagédo a outros trabalhos de fatores de influéncia na sintese com
analise de variancia, Moser e Poggiali (2008) constaram que na sintese da aspirina,
o tempo de reacédo nédo influéncia de maneira significativa no rendimento final da
sintese. Lienard et al. (2017), por outro lado, avalia que para a sintese do composto
SL65.0102-10, um tempo reagcdo maior (6 horas) em realgdo a um tempo menor (3
horas) aumenta o rendimento final de sua sintese. Golofit et al. (2017), porém,
observa que um maior tempo de reacdo influéncia melhor no rendimento final da
sintese. O tempo de reagao, portanto, € um fator de influéncia que varia dependendo

da sintese, podendo influenciar de maneira significativa com mais ou menos tempo.

Lee et al. (2015) avalia que um aumento na concentracdo dos reagentes,
utilizando uma menor quantidade de solvente na sintese de amidas resulta em um
maior rendimento final da sintese. Quel et al. (2017). Também observa que menor
quantidade de de solvente aumenta o rendimendo final na sintese de bifenol.
Portanto, uma menor quantidade de solvente aumenta a concentragdo dos

reagentes e influéncia de maneira significativa o rendimento final da reagao.

Um catalisador € uma substancia que altera a taxa de uma reag¢ao quimica, mas
permanece quimicamente inalterada posteriormente. O catalisador aumenta a taxa
da reacao, fornecendo um mecanismo de reacao diferente para ocorrer com uma
energia de ativagdo mais baixa. Sulman et al., afirma que o aumento da quantidade
de catalisador utilizado em uma reagao de hidrogencao s6 é significativa até certo
ponto, e que apos isso, 0 aumento de catalisador passa a nao influenciar de maneira

significativa o rendimento final da sintese.

5.3 ESCALONAMENTO

Com os resultados obtidos, observamos que apenas o Efeito individual 1, no
caso a quantidade de solvente, considerando um nivel de 10%, é relevante no

rendimento final da sintese do LPSF GQ-16. Observando o grafico abaixo, o fator
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menos tem um rendimento superior ao fator mais no efeito individual X1 (Quantidade
de Solvente). O fator menos corresponde a utilizagcdo de 15 mL de solvente,
enquanto o fator mais corresponde a utilizacdo de 30ml de solvente, levando a
conclusao de que o uso de 15ml de solvente na sintese leva a um rendimento maior
do LPSF GQ-16, enquanto o uso de 30ml de solvente apresenta um rendimento
inferior. Os efeitos individuais X2 (tempo de reagdo) e X3 (Quantidade de
catalisador) possuem rendimentos muito proximos nos niveis mais e menos, levando

a conclusao de que nao afetam no rendimento final do LPSF GQ-16 (Figura 19).

Figura 19 - Variagao dos fatores X1, X2 e X3 nos niveis menos e mais

92%
91% b

90% /

89% / B -
88%

87% -//

86%

0 + X1 - + X2 - + X3 -

Fonte: Autor (2018)

Os Efeitos de interacéo E12, E13, E23 e E123, ndo possuem efeito significativo
no rendimento final da molécula LPSF GQ-16. Tal afirmagdo pode ser observada
nas figura 21 e 22, onde ndo ha uma diferencga significativa entre as inclinagbes das

retas (referentes aos niveis mais e menos) em nenhum dos trés graficos.

Figura 20 - Efeito de Interagdo E12, Quantidade de Solvente (15ml e 30ml) e Tempo de

Reacéo (3 horas e 5 horas)



Efeito de Interacéo entre os fatores 1 e 2

Efeito Individual 1 - Quantidade de Solvente
Efeito Individual 2 - Tempo de Reacdo
1,00

0,98
0,96

0.94
0,92
0.90
0.88

0.86 el

Rendimento

0.84
0.82
0.80
0.78
0.76

1 - —o- Efeito Individual 1 (-)
Efeito Individual 2 - Efeito Individual 1 (+)

Fonte: Autor (2018)

Figura 21 - Efeito de Interacdo E13, Quantidade de Solvente (15ml e 30ml) e
Quantidade de Catalisador (5 gotas e 10 gotas)
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Efeito de Interacéo entre os fatores 1 e 3

Efeito Individual 1 - Quantidade de Solvente
Efeito Individual 3 - Quantidade de Catalisador
1,00 . -

0.98
0.96

0,94
0.92
0.90
0.88

Rendimento

0.86 e
0.84
0.82
0.80
0.78
0.76

1 - —o- Efeito Individual 1 (-)
Efeito Individual 3 —=— Efeito Individual 1 (+)

Fonte: Autor (2018)

Figura 22 - Efeito de Interagdo E23, Tempo de Reacgdo (3 horas e 5 horas) e Quantidade
de Catalisador (5 gotas e 10 gotas)

Efeito de Interacéo entre os fatores 2 e 3

Efeito Individual 2 - Tempo de Reacao
Efeito Individual 3 - Quantidade de Catalisador
1,00

0.98
0.96

0,94
0.92
0.90
0.88 E—
0.86

Rendimento

0.84
0.82
0.80
0.78
0.76

1 - —o— Efeito Individual 2 (-)
Efeito Individual 3 —a— Efeito Individual 2 (+)

Fonte: Autor (2018)

Para um possivel escalonamento, o principal fator a ser considerado seria a

quantidade de solvente a ser utilizado, onde uma quantidade menor de solvente



73

devera ser utilizada visando um maior rendimento em maior escala. Os outros dois
fatores de influéncia individuais, tempo de reacdo e quantidade de catalisador
utilizado, ndo tem uma influéncia significativa no rendimento da reacdo, mas
considerando uma economia financeira tanto no gasto de catalisador quanto no
gasto de energia, uma quantidade menor de catalisador utilizado e um menor tempo
de reacao deveriam ser usados. Os efeitos de interacdo também nao se mostraram
significantes no rendimento da reagéo, portanto ndo influenciariam, em um possivel
escalonamento, na utilizagdo de menos catalisador, menos tempo de reacgédo e

menos quantidade de solvente.
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6 CONCLUSOES

Apesar do presente estudo se limitar a molécula LPSF GQ-16, é possivel que
os fatores analisados sirvam como parametros para as sinteses da série de
moléculas GQ sintetizadas em laboratério, constituindo atualmente em mais de 400

compostos.

Apos a analise estatistica pela Razdo F, observamos que apenas o Efeito
Individual 1, no caso uma menor quantidade de solvente utilizada, afeta
positivamente no rendimento final da sintese do LPSF GQ-16, mas apenas para um
nivel de 10%. Os outros dois Efeitos Individuais, tempo de reagédo e quantidade de
catalisador, ndo possuem influéncia significativa no rendimento final da sintese. Os
efeitos de interagdo E12, E13, E23 e E123 também ndo se mostraram significantes
no rendimento final. Tais efeitos podem ser vistos na analise grafica do capitulo
anterior, onde apenas o efeito individual um possui uma inclinagdo, enquanto os
outros dois efeitos individuais ndo possuem uma inclinagdo. Para os Efeitos de
interacdo, a diferenga entre inclinagdes nos niveis mais e menos evidenciaria uma

significancia no rendimento final da sintese, o que nao é visto nos graficos.

Para um possivel escalonamento, uma menor quantidade de solvente utilizada
na sintese seria o indicado, visando um maior rendimento do LPSF GQ-16. Por nao
apresentarem influéncia significativa, o uso de menos catalisador e um menor tempo

de reacao seriam indicados em um possivel aumento de escala.

Diante do exposto, verifica-se que sem o uso de planejamentos fatoriais de
experimentos e uma anadlise estatistica adequada, os efeitos individuais e de
interacdes entre fatores poderiam nao ser detectadas ou interpretadas de maneira
correta, e a otimizacdo maxima da sintese poderia levar mais tempo para ser
alcancada ou ocorreriam problemas com a sintese quando o processo for

escalonado, levando a necessidade de um down-scale.

Fica evidenciado neste trabalho, confirmando que os sistemas multivariados,
fundamentados em planejamento fatorial de experimentos, permitem viabilizar o
reconhecimento de condi¢gbes otimizadas para um possivel escalonamento a partir

de um reduzido numero de experimentos.
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7 PERSPECTIVAS

Como perspectivas futuras na continuagcao deste trabalho experimental,
consistem na analise de outros fatores de influéncia que nao eram possiveis de
serem controlados com precisdo pela vidraria Sigma Aldrich Air Sensitive, mas que
sdo possiveis de serem controlados pelo mini reator Mettler Toledo Easy Max 102 e
estudo de liberagao de calor da reacdo, que é de extrema importancia para quando
a sintese for escalonada.

As analises de resultados demonstraram quais eram os principais fatores de
influéncia e os niveis 6timos que satisfazem as condi¢des de operacédo do processo
de sintese do LPSF GQ-16. No entanto, para uma analise mais completa do
processo, recomenda-se que novos experimentos sejam realizados. Neste caso,
para estudar a variacdo da resposta (rendimento final da sintese) podem ser

selecionados outros parametros e faixas de operacao.
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8 APENDICE A - CARACTERISTICAS FiSICO QUIMICAS E ELUCIDACAO
ESTRUTURAL

LPSF GQ-01 - 3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

Figura 23 - Espectro de Ressonéncia Magnética Nuclear de 1H do Composto LPSF GQ-01

Diego Cravo/Marina Pitta
Amostra GO-01
Solicitacao N. Q0322-48
Data 26.03.18_UFPE
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Figura 24 - Regiao do anel aromatico do Espectro de RMN 1H do composto LPSF GQ-01
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RMN H1 (300 MHz, DMSO-d 6 ) & 2,26ppm (s, 3H, -CH3, A); 4,25ppm(s, 2H, -CHo,
E); 4,61ppm (s, 2H, -NCHy, D); 7,11-7,17ppm (m, 4H, H-Ar, C,B).

Espectroscopia de correlacao (COSY)

Figura 25 - Espectro COSY do composto LPSF GQ-01
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Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN *C)

Figura 26 - Espectro de Ressonéncia Magnética Nuclear de Carbono do composto LPSF GQ-01

Diego Cravo/Marina Pitta
Amostra GQ.01
Solicitacao N. 0032248
Data 26.03.18_UFPE
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RMN C13 (300 MHz, DMSO-d 6 ) & 20,63 (-CHa, A); 33,97 (-CH,, H); 44,07 (-CHb,
F); 127,68 (-CH, D); 129,04 (CH, C); 132,62 (-C, E); 136,93 (-C, B); 171,87 (C=0, G);
172,27 (C=0, I).

Intensificacao da distorcao por transferéncia de polarizacao (DEPT C13)

Figura 27 - DEPT do composto LPSF GQ-01
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Data 26.03.18_UFPE
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Figura 28 - Cromatograma e espectro Ultra Violeta do composto LPSF GQ-01
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LPSF IP-23 - Ester 3-(5-bromo-2-metoxi-fenil)-2-ciano-acrilico

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN "'H)

Figura 29 - Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 1H do Composto LPSF IP-23

Diego Cravo/Marina Pitta
Amostra IP-23
Solicitacao N. Q0322-46
Data 26.03.18_UFPE

Figura 30 - Regido do anel aromatico do Espectro de RMN 1H do composto LPSF IP-23
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RMN H1 (300 MHz, DMSO-d 6 ) & 1,30 (t, 3H, J=7,2Hz, -CHs, A); 3,91 (s, 3H, -
OCHS3, G); 4,31 (q, 2H, J=7,2Hz, -CH,, B); 7,19 (d, 1H, J=8,7Hz, H-Ar, E); 7,79 (dd,
1H, J=8,7Hz, j=2,4Hz, H-Ar, F); 8,19 (d, 1H, j=3Hz, H-Ar, D); 8,45 (s, 1H, =CH, C).
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Espectroscopia de correlacao (COSY)

Figura 31 - Espectro COSY do composto LPSF IP-23
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Figura 32 - Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono do composto LPSF IP-23
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Gilson/Paulo

Amostra GB-104
Solicitacao N. Q0322-3
Data 26.03.18_UFPE
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E); 130,57 (-CH, L); 137,27 (-CH, J); 147,37 (-CH, F); 157,93 (C-O, H); 161,52 (C=0,
C).

Intensificacao da distorcao por transferéncia de polarizacao (DEPT C13)

Figura 33 - DEPT do composto LPSF IP-23
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Figura 34 - Cromatograma e espectro Ultra Violeta do composto LPSF IP-23
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LPSF GQ-16 - 5-(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-3-(4metil-benzil)-tiazolidina-2,4-

diona

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

Figura 35 - Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 1H do Composto LPSF GQ-16
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Figura 36 - Regido do anel aromatico do Espectro de RMN 1H do composto LPSF GQ-16
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RMN H1 (300 MHz, DMSO-d 6 ) & 2,27 (s, 3H, -CHs, A); 3,90 (s, 3H, -CHs, 1); 4,78
(s, 2H, -CHy, D); 7,21 — 7,13 (m, 5H, H-Ar, G, C, B); 7,54 (d, 1H, H-Ar, j=2,4Hz, F);
7,66 (dd, 1H, H-Ar, J=11,1Hz, j=2,4Hz, H); 7,96 (s, 1H, =CH, E).
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Espectroscopia de correlacao (COSY)

Figura 37 - Espectro COSY do composto LPSF GQ-16
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Figura 38 - Espectro de Ressonéncia Magnética Nuclear de Carbono do composto LPSF GQ-16
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Salicitacao N. 0032247
Data 26.03.18_UFPE
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RMN C13 (300 MHz, DMSO-d 6 ) & 20,65 (-CH3, A); 44,47 (-CH2, F); 56,13 (-CH3,
Q): 112,16 — 137,11 (-CH, C, D, I, J, L, N, O); 157,03 (C-O, P); 165,35 (C=0, H); 167
(C=0, G).

Intensificacao da distorcao por transferéncia de polarizacao (DEPT C13)

Figura 39 - DEPT do composto LPSF GQ-16.
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Figura 40 - Cromatograma e espectro Ultra Violeta do composto LPSF GQ-16.
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Abstract: Background: Despite being known for their antibacterial activity. the oxazolidines are mole-
cules with wide pharmacological action and may act as anticonvulsants, anti-inflammatory and antineo-
plasic agents. However, such activities have been poorly explored and only two oxazolidinic derivatives
hit the market until now. Therefore. this review covers the main biological activities of oxazolidines, indi-
cating which of the classes and substituents have the best biological results as well as the synthesis meth-
odology used to obtain them.

Methods: The search for bibliographic data was made using a question focused on the oxazolidine struc-
ture and their respective activities. besides using inclusion/exclusion criteria clearly defined. The selected
papers were subjected to qualitative content analysis methodology to be used in this review.
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Results: The oxazolidines remain excellent candidates for antibacterial. presenting three compounds in
Df{u 74/1573407215686161 2141621 Clinical testing phase (Radezolide, Cadezolide and Sutezolide), besides being a good candidate as antitu-
A bercular agents. Other less explored activities have niches with a great therapeutic potential such as the

oxazolidines acting on 5-HT receptors (anticonvulsant) and Zolmitriptan (anti-migraine). and also meflo-

quine-oxazolidine derivatives which may act as antineoplasic and antitubercular agents.

Conclusion: This review summarizes the versatility and great therapeutic potential that oxazolidines can
offer. reinforcing the need for further studies and investments for this class of molecules.

Kevwords: Oxazolidine, chronic diseases, mfectious diseases, anticonvulsants, antibacterial, anticancer, anti-inflammatory.

L. INTRODUCTION

Chronic non-communicable diseases (CNCDs) and infec-
tious diseases are global health problems. According to the
World Health Orgamization (WHO), 38 Millions of people
die each year due to complications of CINCDs, with cardio-
vascular disease and cancer being the most leading among
them [1] Despite the lower impact. infectious diseases have
also generated major damage to the public health. A good
example 15 tuberculosis. which only mn 2014 made 9.6 nul-
lion victims and left 1.5 million dead [2]. WHO data shows
that there 15 a strong upward trend in these rates due to
change m dietary habats of the population and stressful rou-
tine of contemporary society [1].

Currently, most drugs available to treat these diseases
have many limitations and side effects. Anticonvulsants, for
example, are extremely useful in epilepsy treatment, how-
ever, many patients have also developed resistance to more

*Address comrespondence to this author at the Nuclews of Research m
Therapeutical Innovation Suely Galdino, Bioscience Center. Federal Uni-
versity of Pernambuco, CEP: 50670-901 Recife. Brazil; Tel: +53(81)98586-
1986; E-mail: maninagaldinopitta@gmail com

15734072/17 $58.00+.00

commonly used dmgs, and the reason for this resistance re-
mams unknown to the scientific commumity [3]. Anti-
mflammatory drugs as well as anticancer are also quite effi-
cient, but they may cause serious side effects, being a lgh
risk to the patient health [4. 5]. The antimicrobial has a wide
range of treatment options, bemng applied according to the
mfections agent. However, due to antibiotic nisuse and mis-
diagnosis of infection, many bacterial species have shown
resistance to many of the antibiotics marketed as Klebsiella
pneumoniae and Escherichia coli, resistant to carbapenem,
or Staphylococcus aureus resistant to meticiciline [6].

Due to changes in people’s lifestyle and the limited drugs
available for market feature, it 15 crucial to mvest m the de-
velopment of a more potent and selective drug with fewer
side effects, so patients with these diseases get a more effec-
tive and secure treatment. With this proposal. the oxazolidi-
nes - molecules which present a heterocyclic pentameric ring
with an oxygen atom at position 1 and other mtrogen at posi-
tion 3 [7] (Fig. 1) - appear as a class of alternative molecules
having a wider therapeutic spectrum of activity. actmg not
only as antimicrobial (his best-known activity) [8]. but also
as anticonvulsant, anti-inflammatory and anticancer [9-11].
This class of compounds is commonly classified according

© 2017 Bentham Science Publishers
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to the amount and position of carbonyls groups present in the
ring. It is called oxazolidine when there is none: oxa-
zolinidine-2-one (or oxazolidinone) when it has a carbonyl at
position 2: and oxazolidine-2.4-dione (or oxazolidinedione)
when there are two carbonyls. one at position 2 and one at
position 4. In addition. it can also be called 2-thioxo-
oxazolidinone when the ring has a double bond to a sulfur
atom at position 2 and a carbonyl in position 4 (Fig. 1).

g3
4172
5—01

a

DYHNC?/S C(?/o OW\‘NTO
b c d

Fig. (1). Classification of oxazolidmes. (a) oxazolidme: (b) 2-
thioxooxazolidin-4-one; (c¢) oxazolidinone (or oxazolidine-2-one);
(d) oxazolidine-2 4-dione_

Facing the beneficial impact of oxazolidinones on human
health a lot has been invested in the development of a sim-
pler. faster and secure synthesis method. Currently there are
numerous methodologies for the synthesis of oxazolidines.
among them are: sefting CO; in chlorine or bromoetano-
amines [12] for the formation of oxazolidinones: cyclization
of potassium thiocyanate with folmaldehyde [13.14] to form
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thioxo-2-oxazolidinones: and the three most used methods
for oxazolidinediones synthesis. such as transformations on
the heterocyclic ring. cyclization of a-hydroxy ester with
urea. or isocyanate. and cyclization of a-hydroxy amides
with carbonates or chloroformates [15] (Fig. 2).

Thus, this paper aims to highlight the biclogical activities
that oxazolidines can trigger, detailing their mechanism of
action as well as the substituents that contribute to increase
the compound activity. It will also be discussed in this paper
the synthesis methods currently used for the production of
oxazolidines, describing. in general, the reaction steps re-
quired for the formation of the final active molecules.

2. OXAZOLIDINES ANTICONVULSANT EFFECTS

During the last decades a lot of progress has been made
in the development of new therapeutic approaches for the
treatment of epilepsy due to the approval of new drugs with
anticonvulsant activities [16]. However, the search for more
effective drugs and with fewer severe side effects remains
the object search of many scientists. Many oxazolidine de-
rivatives have long been described in the literature as mole-
cules with great anticonvulsant potential for presenting some
structural similarities (such as a nifrogen heteroatom and
carbonyl groups) with consecrated drugs on the market. such
as phenytoin, phenobarbital and ethosuximide [17] (Fig. 3).

The first oxazolidine derivative to arrive on the market
was the trimethadione (Fig. 3). In 1946s the Food and Dmug
Administration (FDA) approved its commercialization as
specific antiepileptic for treating absence seizures [18].
However, due fo its voltage-dependent calcium channels
blocking action, it was not useful in treating generalized sei-
zures. Moreover, it could cause serious side effects such as

Fig. (2). Main routes of synthesis for obtaining oxazolidine derivatives. (a) Reaction between chloroformates or carbonates and a-hydroxy
amides; (b) Reaction between urea or 1socyanate and a-hydroxy esters; (¢) Reaction between chlorine or bromoethanamine and carbon diox-

ide; (d) Reaction between potassium thiocyanate and formaldehyde.
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Fig. (3). Oxazolidine-2 4-dione similar molecules with anticonvulsant activity. (a) Phenytoin; (b) Trimethadione; (c) Phenobarbital; (d)

Ethosuxinude.
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Fig. (4). New oxazolidine derivatives with anticonvulsant activity. (a) aniline substituted oxazolidine-2 4-dione; (b) 3.4-disubstituted oxa-
zolidine (R;=0H, C1; Ry= 2-OCH;-CH,0H, 4-NO,-C¢H;, C;H,OH, Indole).

fetal trimethadione syndrome (characterized by intrauterine
growth retardation and fetus malformations). which limited
its therapeutical applications in a progressive way until it
disappeared from the market in some counfries. being re-
leased for sale by FDA just as 150mg tablets [16-19]. Cur-
rently. low voltage-activated T-type Ca’* blockers. such as
trimethadione and ethosuximide. has been considered as
candidates to analgesics and to Parkinson’s disease treat-
ment, since it has shown good results in vitro and in vive
[20-22].

Over time, other studies demonstrate the influence of
serotonin receptors (5-HT1A / 2A) for triggering myoclonic
seizures in mice, suggesting that the use of molecules capa-
ble of stimulating 5-HT, 5 receptor inhibit receptor 5-HT,4 or
even perform these two functions simultaneously could rep-
resent an alternative way to treat epilepsy [23-25]. Some
drugs as carbamazepine and phenytoin already used as part
of therapy increase basal levels of serotonin (5-HT). Recent
studies have shown that oxazolidine derivatives may act as
potent antiepileptic agents because, according to tests in rats
and mice, they are capable of stimulating 5-HT;, presynaptic
receptors and inhibit 5-HT,, postsynaptic receptors, protect-
ing them from induced seizures, but without showing signs
of neurotoxicity [26,27].

Still according to studies, the synthesis of molecules can
occur from two methodologies: by reaction between
acetamide linked to a molecule of piperazine with aniline or
an oxazolidine-2.4-dione or by cyclization of the ethyl ester
of the hydroxyl-phenyl-acetic acid using epoxide urea fol-
lowed by N-alkylation with alkyl halogenates and replacing
it with piperazine derivatives or aniline with the molecules
3-[2-(4-chloro-phenylamino)-ethyl]-5-phenyl-oxazolidine-
2.4-dione  and  3-[2-(4-hydroxy-phenylamino)-ethyl]-5-
phenyl-oxazolidine-2.4-dione (Fig. 4) the most active. They
not only act as an agonist of the 5-HT;, presynaptic recep-

tors but as antagonists of 5-HT14 and 5-HT»s postsynaptic.
and are therefore considered good candidates to anticonvul-
sant drugs. particularly aniline-substituted.

Previous studies conducted by Dinakaran and collabora-
tors in 2010, showed that simple molecules without the car-
bonyl grouping in position 2 or 4 of the oxazolidine ring may
also be useful in the freatment of tonic-clonic seizures (the
patient's muscles start to contract and relax) [28].

The synthesis of these molecules yield from the forma-
tion of the intermediate 2-amino-2-phenylethanol from the
reaction of phenylglycine and sodium borohydride, followed
by its conversion into a Schiff base by reaction with furfural.
solubilized in toluene. After this stage, the Schiff base was
reduced and then reacted with aromatic aldehydes with and
without heteroatom. Using Phenytoin as standard. it was
found that the molecules with 2-methoxyphenol substituents,
3-nitrophenyl, phenol and indole bonded to carbon at 2-
position of the oxazolidine ring showed the best rates of pro-
tection against seizures induced at a dose of 50 mg / kg (Fig.

4)[28].

The oxazolidinone derivatives, therefore, have a great
anticonvulsant potential to be explored. but further research
is still needed to elucidate the mechanism of action of this
class of drugs and to evaluate their possible side effects. Un-
til now no clinical studies using this class of molecules was
conducted to test its effects in people with epilepsy. How-
ever. phase 4 clinical trials using the oxazolidine derivative
zolmitriptan in patients with acute migraine showed excel-
lent results [29]. Approved by FDA for the marketing in
1997 [30]. this drug acts as 5-HTg,p and 5-HT; 4 selective
receptor agonists. this selectivity has been provided by
changes in serotonin molecule. in which a hydroxyl group at
position 5 was replaced by 2-oxazolidinone (increasing its
agonist activity) and the ethylamine at position 3 was re-
placed by dimethylethylamine. Thus, it was found that zol-
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mitriptan does not interact with adrenergic. muscarinic, his-
taminic, dopaminic or other serotoninergic receptors [31]. Its
mechanism of action in the migraine treatment is based on
three routes: cranial vasoconstriction; inhibition of the re-
lease of vasoactive neuropeptides from perivascular trigemi-
nal sensory neurons: and decrease of pain signal transmis-
sion through trigeminocervical complex [31. 32]. With such
selectivity and efficiency, the zolmitriptan may represent the
beginning of new discoveries about the oxazolidines mecha-
nism of action on the Central Nervous System (CNS) (Table

1).

3. OXAZOLIDINES ANTIBACTERIAL EFFECT

The antimicrobial activity of oxazolidine derivatives is
the oldest and best known of their clinical applications, being
first considered by Wikstrom and Wold in 1961, when they
used compounds derived from l-aryl-amino-1-deoxy-D-
fructopyranose. However, their bactericidal action was not
observed due to the low solubility of oxazolidine crystals in
water. Since then. many efforts have been made in the de-
velopment of new molecules of this compound class. but

Table 1.
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only in 1987 it could be developed oxazolidine derivatives
for this purpose: DUP-721 and DuP-105 molecules (Fig. §
[33. 34]. However. despite the excellent results in cultures of
gram positive bacterias, the search was suspended because of
the high toxicity presented by both molecules. in vive tests.
which stimulated the scientific community to continue the
search for a molecule with a lower level of toxicity.

In the 1990s, researchers at the Institute of Pharmacy and
Upjohn pharmaceutical company developed a new oxa-
zolidine compound which featured a similar spectrum of
activity to vancomycin. but with low levels of toxicity when
compared to the DUP-721 and DUP-105 molecules: Line-
zolid (Fig. 5). This was the first and only oxazolidine deriva-
tive with antimicrobial activity approved for marketing by
the FDA (Food and Drug Administration) unftil now [34]:
and it is indicated for the treatment of Gram-positive bacteria
and bacteria resistant to infection. and was recently been
suggested as an alternative treatment for tuberculosis
[35.36]. Their mechanism of action, like any other derivative
belonging to this class, is based on protein synthesis inhibi-
tion of microorganisms. Smdies have shown that linezolid

Compounds, biological activity, clinical study phase. approval date and chemical structure of some oxazolidine deriva-

] F

OH
F
o 0
d e
Biological Activity Compound Phase Approval Date Chemical Structure References
C 1 Nervous
entral Nervous Zolmitriptan Clinical studies- Phase 4 1997 a [29.30]
System
Linezolide Clinical studies- Phase 4 2000 b [40. 41]
Sutezolide (PNU-
utezonce Clinical studies- Phase 1 - c [55]1
Antimicrobials 100480)
Radezolide Clinical studies- Phase 2 - d [51.52]
Cadazolide Clinical studies- Phase 2 - e [43]

Source: clinicaltrials.gov; fda.gov
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Fig. (5). (a) DuP 105. (b) DuP 721 and (¢) Linezolide.

binds to the 508 subunit of the bacterial ribosome and pre-
vents binding of N-formylmethionine (fMet) to tRNA, inhib-
iting the formation of fMet-tRNA-ribosome complex and
subsequently inhibiting protein synthesis [37.38]. Thus, line-
zolid appears to act by a mechanism distinct from that of
antimicrobial agents such as chloramphenicol and lincomy-
cin, while antibiotics act by inhibiting the end of protem syn-
thesis. the oxazolidine derivatives target the initiation phase
of protein synthesis [39].

However. after more extensive clinical trials, it was ob-
served that prolonged use of linezolid could result m reversi-
ble myelosuppression (anemia. leukopenia, pancytopenia
and thrombocytopenia). damage to the optic nerve. periph-
eral neuropathy irreversible and lactic acidosis, and may also
inhibit Monoamine Oxidase enzyme (MAQ). not being indi-
cated their simultaneous administration with adrenergic and
serotonergic drugs due to the high risk of drug interactions
[40-42]. Consequently, many scientists seeked for alterna-
tives to reduce the side effects of oxazolidine derivatives
and, in addition, tried to increase their antibacterial spectrum
making it thereby more effective against Gram negative bac-
teria.

According to Michalska er al. since the approval of this
drug by the FDA 1 2000, many simple and economic meth-
ods were used to synthesize oxazolidine derivatives that met
the requirements of researchers. The production of similar
Linezolid was the most adopted methodology and may be
performed in 4 ways: (I) adding heterocyclic substituents or
open chains to the C3 oxazolidinic ring: or (IT) making modi-
fications in the ring "A"; (III) "B": or (IV) "C" Linezolid
(Fig. 5) [8].

Besides these changes. the formation of a hybrid mole-
cule of oxazolidine with another class of molecules is also a
very interesting strategy to increase their antimicrobial spec-
trum and is attracting more and more interest from the scien-
tific community [8]. An example of this methodology was
adopted by the pharmaceutical industry ACTELION that
synthesized a hybrid molecule from the combination of a
quinolone and oxazolidinone and today lead clinical studies
with cadazolida for the treatment of infection by Closmidium
difficile. in Phase 3 trials (Table 1) [43].

The addition of substituents on C5 of the oxazolidine ring
has been extensively explored. mainly in compounds that

C

Current Bieactive Compounds 2017, Vol. 13, No. 00 5

y
O~

F

have an acetamide in this position. According to studies of
structure-activity relationship (SAR) it participates directly
in the molecule binding to the ribosome bacterial as a donor
of hydrogen bonds, and it is essential for optimum antibacte-
rial activity [44]. The substituent attached to this acetamide.
or carbonate, can be an open or closed chain.

A successful example of oxazolidinone derivatives syn-
thesized from this methodology can be represented by Paget
er al. who in 2006 developed analogs of linezolid with vari-
ous substituents at the C5 position, with and without
acetamide, and replacing the ring "C" by a ring of pir-
rolpiridine. The results from tests on bacterial cultures
showed that the molecule that possessed only acetamide as a
replacement of C5 was the most active, with Minimal Inhibi-
tory Concentration (MIC) twice smaller than linezolid
against the bacteria Enrerococcus faecalis. Enterococcus
Saecium, sensitive S. awreus and methicillin resistant S.
aurens (Fig. 6). Furthermore, according to the SAR studies.
it was found that the higher the C5 substituent and the lipo-
philicity of the molecule greater will be its MIC. and thereby
lower its therapeutic action [45].

Despite the fairly recent discoveries regarding the role of
acetamide in antimicrobial activity, the pharmaceutical com-
pany AstraZeneca has shown that compounds having sub-
stituents bonded to ether in place of acetamide may also play
an important role in the treatment of infectious diseases.
More than 50 molecules using five or six membered rings as
C5 substituents were synthesized by various methodologies.
The results showed that those molecules which have pen-
tameric rings as substituents (especially isoxazole) showed
greater efficiency, reaching activity 2-4 times greater than
linezolid against strains of Staphviococcus aureus and Strep-
tococcus pyogenes (Fig. 6). This proves that other substifu-
ents in addition to the acetamide. without the donor function
of hydrogen bonds, can also play a powerful antibacterial
activity [46].

In relation to the modifications of the aromatic rings of
linezolid analogs. few are performed in the ring "B". since
fluorine in the 3-position has an impeortant role in the activity
of the molecule [47]. But changes in the "A" ring have given
good results, for example. derivatives of N-chloro-
oxazolidinone reported by Shiau ef a/. in 2011, have shown
an excellent activity in treating topical infections such as
otitis, conjunctivitis and skin infections. Synthesized from a
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Fig. (6). Antibacterial Oxazolidine derivatives with modifications at (a.b) C5 and rings (¢) “A”. (d) “B™ and *

CHCL. CHF: X;=H.F. X,=H.F).

variety of substitution reactions and N-chlorinating reagent
using  4-(chloromethyl)-4-methyloxazolidine-2-one.  the
molecules showed considerable activity against E. coli and S.
atreus (Fig. 6) [48].

There are many changes that can be made in the "C" ring,
since the modification of their atoms and substituents until
the merger with the "B" ring [8]. A molecule that has been
highlighted 1s the PNU-141659. which has a sulfonyl group
in place of the oxygen atom of the morpholine ring "C",
which, according to Genin and colleagues (2000), can bring
greater activity against Gram negative bacteria due to the
presence of unsaturation [49]. Based on this, Renslo in 2006,
synthesized analogues of PNU-141659. by varying the sub-
stituents of the C5 (using an acetamide) and having a fluo-
rine atom in position 3 and / or 5 in "B" ring. Tested against
Gram positive and Gram negative fastidious, the molecules
with dichloromethane substituent attached to the acetamide
had the best results with the most significant efficacy against
Moraxella catarrhalis and Haemophilus influenzae. coming
to be four times more active than linezolid, while molecules
with difluoromethane substituents showed eight times more
activity against Gram positive bacteria (Fig. 6) [50]. Other
successful examples of this approach are the Radezolide
(skin infections and pneumonia) [51-53]. Cadazolid (Clos-
tridium difficile infections) [43.54] and Sutezolid [55.56]. all
in clinical trial phase (Table 1).

Although antibiotic activity of the oxazolidine deriva-
tives is best known for their effectiveness in inhibition of
microorganisms commonly found in the population, they
also have great potential in the treatment of infections caused
by more resistant bacteria such as Myeobacterium sp. [57].

The indiscriminate use of antibiotics, the large amount of
drugs needed for the treatment of tuberculosis and undue
interruption of treatment by the patient have favored the in-
crease in bacterial resistance genus Mycobacrerium sp, com-
plicating the treatment of the disease by conventional che-
motherapy methods. Thus, in 2011, Kamal er al. developed
an oxazolidine derivative conjugated to different ben-
zothiadiazine substituents and arylsulphonamides, known to
have antimicrobial activity. The synthesis was based on the
reaction between the oxazolidine compounds (S)-N-[[3-(3-

Branco-Junior ef al.

Ay

d

[e]

C” (Ry= NMeEt+Cl-R,=

fluoro-4(morpholinyl/thiomorpholinyVpiperziniljphenyl)-2-
oxo-5-oxazolidinyllmethyl] amine (analogues of linezolid
with changes in the "C" ring) with 1.1-dioxide-3-chloro-4-
(alkyl/aryl)-4H-1.2 4-benzothiadiazine or the arylsulfonyl
chloride to form the oxazolidine derivatives conjugated to
benzothiadiazines or arylsulfonamides respectively. The re-
sults of the tests showed that Myvcobacterium tuberculosis
linked to the aryl sulfonamide compounds in position 5 of
the ring and oxazolidine benzothiodiazine in the 4-position
of "C " ring showed better activity (Fig. 7) than those ben-
zothiodiazine conjugated to position 5. They were selected
for the cytotoxicity test performed with MTT technique in
human fibroblasts, which showed low toxicity. Moreover,
they presented log P less than 5, what gives greater effi-
ciency to overcome the bacterial cell wall, showing that oxa-
zolidines may represent a new and efficient therapeutic ap-
proach to tuberculosis [58].

Another study by the same author in 2013 suggests the
addition of a diarylpirrole substituent quite similar to the
intermediate used in the previous study, differing only in the
presence of the nitrogen atom in place of the oxygen atom of
“C” ring of linezolid and the presence of the group C4 azide
connected to "A" ring. The first reaction step is the reaction
between the intermediate N-[[3-(3-fluoro-4- (piperzinyl)
phenyl)-2-oxo-5-oxazolidinyl]methyl]azide and diarylpirrole
derivatives. The resulting molecule had their azide group
cyclized via the "Click Chemistry" using aryl or heteroaryl
acetylenes in the presence of copper sulfate and sodium
ascorbate. Some of diarylpirrole substituted molecules re-
duced their azide group to form an amine, being held later
acylation to this group with acetyl chloride to form
acetamides [59].

The synthesized molecules were tested in strains of My-
cobacterium sp. of high virulence (H37Rv). resistant to Ri-
fampicin (RifR) and extremely resistant to strains (XDR- TB)
showing excellent results, especially the compound 3-(3-
fluoro-4-(4-((1-(4-fluorophenyl)-2-methyl-5-(o-tolyl)- 1H-
pyrrol-3-yl)methyl)piperazin-1-yl)phenyl)-5-((4-(1-methyl-
1H-imidazol-5-yl)-1H-1.2.3-triazol-1-yl)methyl)oxazolidin-
2-one which showed larger efficiency in the fight against
these strains (Fig. 7). Their antibacterial activity was also
tested where the compounds that had a pyridyl group at the
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Fig. (7). Antitubercular Oxazolidine derivatives. (a) Diarylpirrole-oxazolidinone: (b) Arylsulfonamide-oxazolidinone: (¢) Mefloquine-

oxazolidine derivatives (Ry= 2-OCH;-CgHy, 3-NO,-CsH,S).

4-position of the pyrazole ring or an acetamide in the 5-
position of the oxazolidine ring showed a greater efficiency
in the inhibition of various strains of species, especially
Gram positive. The compounds with higher activity were
evaluated by their cytotoxicity by MTT technique in a strain
of mice macrophages (J-774) displaying low cytotoxicity
and high selectivity [59].

Still in 2013, Kamal er al. performed a very similar
methodology as mentioned above to form oxazolidine de-
rivatives conjugated to sulfonamide at position 5 of the ring
and also obtained promising results. Compounds with a thio-
phene linked to a sulfonamide showed greater antimicrobial
activity. being effective even against Gram negative bacteria
such as Pseudomonas aeruginosa. However., none of the
compounds showed any antimycobacterial activity, not being
useful for the treatment of tuberculosis [60].

Another group of interest for the treatment of tuberculo-
sis are quinolone derivatives. in particular mefloquine. This
molecule is already known for their efficiency in the treat-
ment and prevention of malaria [61], but it has recently
called attention to their antimycobacterial action. To enhance
their effect, Goncalves er ol in 2010, promoted the forma-
tion of hybrid molecules derived from mefloquine-
oxazolidine by the reaction between mefloquine and benzal-
dehydes in toluene with the help of Dean-Stark (glass attach-
able to the condenser to remove moisture) [62].

Through tests conducted with ATCC 27294 strain of M.
tuberculosis with Multiple Antigen Blot Assay (MABA)
technique. it was possible to conclude that the introduction
of the oxazolidine ring in the mefloquine molecule increased
up to 2.6x its effectiveness in inhibiting the growth of bacte-
rial cells when compared with the use of mefloquine uncon-
jugated, and the compound 4-[3-(2-methoxyphenyl)-
hexahydro[1.3]oxazolo[3 4-a]pyridin-1-yl]-2.8-

dimethylquinoline was the most active among the synthe-
sized molecules (Fig. 7) [62].

Another study using the same methodology with arenal-
dehydes conducted by Gongalves ef al. in 2012, confirmed
the importance of mefloquine-oxazolidine derivatives to
demonstrate their effectiveness in inhibiting the growth of
strains of M. fuberculosis multidrug-resistant, being more
more effective than ethambutol and Mefloquine [63].

There are many methods available to synthesize oxa-
zolidinones derivatives with effective antimicrobial activity
against Gram positive bacteria. However, the addition of
electrons donor substituents as acetamides and sulfonamides
to carbon 5 of the oxazolidinone capable of making hydro-
gen bonds with the ribosome binding site has been shown to
be very efficient in enhancing the antibacterial activity, even
being more effective than modifications in the rings of line-
zolid analogs. except for the addition of the sulfonyl "C"
ring. which considerably increased the spectrum of activity
of this class of molecules against fastidious Gram negative.

As for antitubercular activity. despite the simple method-
ology. good yields and considerable antimycobacterial activ-
ity, mefloquine-oxazolidine derivatives still have MIC above
of oxazolidine-aryl sulfonamide derivatives, which are there-
fore considered better substituents for the synthesis of candi-
date molecules to antimycobacterial drugs.

4. OXAZOLIDINES ANTITUMORAL EFFECT

Characterized by the uncontrolled proliferation and re-
duction of cell differentiation. cancer can present a great
invasive potential and can affect other distant tissues from
their place of origin, thus compromising its functions [4].
According to the World Health Organization, in 2012 only
about 14 million people had cancer around the world, and
from these. 8.2 million died due to complications during
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treatment or due to aggressive disease [1]. With the change
of the population habits is expected that the number of peo-
ple affected by the disease 2030 will reach 27 million, which
is considered a disease of global public health problem [64].

Currently, the leading form of cancer treatment is chemo-
therapy, which can be aided by radiotherapy and/or surgery.
However, considering the impact this disease has on global
health and due to the large amount of side effects that the
available chemotherapeutic presents. much has been invested
in the development of new methods to treat this disease. es-
pecially with the design and synthesis of new chemothera-
peutic drugs that may be more effective and less toxic than
many existing treatments. There are countless molecules and
studied therapeutic targets. but oxazolidine derivatives have
attracted the interest of the scientific community due to their
low toxicity and their wide range of therapeutic targets [65].

One of the therapeutic targets that have drawn attention is
the prostatic enzyme 17p-hydroxysteroid dehydrogenase
which is very expressed in the case of prostate cancer. This
enzyme is directly linked to the biosynthesis of steroid hor-
mones, which have great influence on the development of
this type of cancer, and is responsible for the conversion of
4-androstene-3.17-dione (A" dione) to testosterone or dihy-
drotestosterone through a C17 redox reaction in the molecule
[66]. Two studies by Harada er a/. in 2012, showed that oxa-
zolidine derivatives might act as potent inhibitors of this
enzyme, especially oxazolidinediones and 2-thioxo-
oxazolidinediones [67.68].

In these studies, the synthesis of 2-thioxo-oxazolidinones
and oxazolidinediones were made by cyclization reaction
followed by Knoevenagel condensation. The cyclization was
performed with arylamines or arylisocyanates with glycolate
ester to give a corresponding carbamate, followed by addi-
tion of catalytic sodium methoxy and azeotropic removal
from the alcohol produced by refluxing, forming N-
substituted oxazolidine derivatives. Subsequently, through
the Knoevenagel condensation reaction between a benzalde-
hyde and the oxazolidinic derivative, the final di-aryl substi-
tuted molecule was formed [67.68]. Thus, the most potent
compounds were those with small donor or electron with-
drawing groups in position 4 of the aromatic ring. such as
fluorine, methyl. trifluoromethyl. methoxy and dimethy-
lamine (Fig. 8).

Although the compounds have been tested for their abil-
ity to inhibit three types of 17f-hydroxysteroid dehydro-
genase. they demonstrated great effectiveness only m the
type 3, which shows their high selectivity. Reinforcing such
data. it was observed that the compounds did not acti-
vate/inhibited nuclear receptors of androgen. estrogen and
glucocorticoids.

Despite the success in inhibiting 17-hydroxysteroid de-
hydrogenase recent studies showed that oxazolidine deriva-
tives are quite effective in the combat of prostate cancer
without necessarily changing the levels of this enzyme. In
2014, Naresh er al. merged the chemical structure of line-
zolid with the cytoxazone or epi-cytoxazone. varying only
the carbon 4 substituent, thereby forming a hybrid structure.
The first step of the synthesis consisted in an N-oscillation
cytoxazona or epi-cytoxazone using 4-(2-fluoro-4-iodophenyl)

Branco-Junior ef al.

morpholine and copper iodide (Cul) as a catalyst. Then. the
substituent group at 4-carbon was oxidized and reduced to
originate other molecules. The compound 3-ethyl-3-(3-
fluoro-4-morpholinophenyl)-4-(4-
methoxyphenyl)oxazolidin-2-one showed the highest cyto-
toxicity against prostate cancer cells (DU145) causing even
detachment of the plate cells and the mhibition of colony
formation (Fig. 8) [65].

Furthermore. it was observed that these compounds gen-
erates accumulation of cells in G1 phase and release of cyto-
chrome C by mitochondria with consequent activation of
caspases 3 and 9, and thus, capable of inducing cell death by
apoptosis by the intrinsic pathway. However, it was not ob-
served large amount of dead cells. but senescent. which indi-
cates that the synthesized derivatives have greater potential
cytostatic than pro-apoptotic [65].

As shown by Naresh, a previous study done by Derevk-
ova in 2011 had proven cytostatic action of oxazolidinone
derivatives by using the apoptosis PARP molecular marker
in HeLa (cervical cancer) and H1299 (non-small lung carci-
noma cells) besides showing the trend of these compounds in
generating an accumulation of cells in the G1 phase of the
cell cycle. It was also observed that these derivatives are
capable of causing the accumulation of p53 protein, directly
interfering with cell proliferation. but was not observed any
cytotoxic activity. only cytostatic [11].

Despite the cystostatic activity of the oxazolidinones de-
rivatives be more widespread. in 2014, Pitta developed 2-
thioxo-oxazolidinone derivatives with high cytotoxic activ-
ity. Using a commercial 3-ethyl-2-thioxo-oxazolidinone. a
Michael addition reaction was performed with Cope esters
and morpholine as a catalyst to obtain 2-thioxo-35-substituted
oxazolidinones (Fig. 8). All derivatives showed cytotoxic
activity against strains of acute promyelocytic leukemia
(HL-60) and T-cell leukemia (Jurkat). However, the mole-
cule that presented the substituent 4-piperidin-1-yl-
benzylidene grouping at 5-position of the oxazolidine ring
also mhibit, to some degree, the growth of acute lymphoblas-
tic leukemia cells (CCRF-CEM). glioblastoma (NG97),
breast cancer (T47D) and Burkitt's lymphoma (Raji) and are
therefore considered the most active compound. Further-
more, none of these derivatives showed cytotoxicity against
Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) from healthy
patients, which enables their administration in humans [69].

Tust as mefloquine-oxazolidinone derivatives are useful
in combating tuberculosis, this class of molecules has also
showed to be very effective in the fight against cancer. The
same research group that developed mefloquine derivatives
with antimycobacterial activity started from the same princi-
ple and methodology to develop candidate molecules to anti-
cancer drugs. The compounds were tested on leukemia cells
(HL-60). colon (HCT-8). ovarian cancer (OVCAR-8) and
glioblastoma (SF-295). The most active compounds were
those with donor groups of electrons as substituents. such as
2-OH (more effective against SF-295 strain) 4-C1 (more ef-
fective against HL-60 strain) and 4-MeO (more effective
against OVCAR-8 lines and HCT-8) (Fig. 8). In this way.
mefloquine can be considered a very good lead, useful m the
fight against tuberculosis and cancer. Thus, the mefloquine-
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Fig. (8). Anticancer oxazolidine derivatives. (a) 3.5-diaryl-substituted oxazolidine: (b) 3-ethyl-5-aryl-substituted 2-thioxo-oxazolidinone: (c)
linezolide-epi-citoxazone hybride: (d) mefloquine-oxazolidine derivatives (R;= 3-OCHjs. 4-NMe,. 4-F: 4-Me. 4-CF;: Ry= 4-Cl-CsHy. 4-Br1-
C6Hy. 4-NC,H,-CeH,. 4-NCsHs-CgH,. 3 4-bis-benziloxy-CgH,: Ry= OCH;. Cl: R;= OH. H: Y=C. N: X=0.8).

oxazolidine derivatives are considered to be useful leads for
the rational design of new antitumor agents [70].

As observed, the oxazolidine derivatives may represent a
new, more efficient therapeutic alternative. once a lot of in-
vestments are being made and new therapeutic targets are
being discovered. Recent studies, as shown by Sarkar et al.
2014, showed that the complex formed by an oxazolidinone
and a metal like palladium, cooper or platimmum. presented a
considerable citotoxy against breast adenocarcinoma (MCF-
7). lung adenocarcinoma (A549) and low cytotoxicity
against mice embrionary fibroblast (NTH3T3) [71]. How-
ever. Because of the relatively new discover of the antitumor
activity of the oxazolidine derivatives and the need of more
profound studies for a better understanding of their action
mechanisms. no clinical study has yet been conducted with
this class of compound and cancer patients.

5. OXAZOLIDINES ANTI-INFLAMMATORY EF-
FECT

Inflammation is a complex process involving immune
cells, production of chemical mediators and local or systemic
physiological alterations to combat any injurious agent,
physical or biological, that may cause tissue damage. Among
these chemical mediators there are many enzymes as for
example, cyclooxygenase [72.73].

There are two isoforms of this enzyme: type I (COX-1),
which converts arachidonic acid into prostaglandins, impor-
tant for cell homeostasis: and type II (COX-2) which pro-
duces pro-inflammatory prostaglandins and is known to be
the main target of the anti-inflammatory class more used:
nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID) [74]. Despite
being extremely efficient. many drugs belonging to this

group are not specific for COX-2 and therefore also inhibit
COX-1. causing severe side effects such as renal dysfunc-
tion, gastrointestinal bleeding and coagulation disorders.

With this. the scientific community began to seek more
selective drugs or new therapeutic target with fewer side
effects. In the search for the ideal molecule. it was discov-
ered the anti-inflammatory activity of oxazolidine deriva-
tives that had their first reports in 1973, when Welstead Jr
and colleagues synthesized aminoethyloxazolidinones (Fig.
9) from the N-alkylation of an amine using 5-(2-
chloroethyl)-2-oxazolidinone and tested n rats by "Car-
rageenan-Induced Paw Edema Assay". The results showed
that these compounds were capable of inhibiting by 39%
edema induced formation. being more efficient than phenyl-
butazone (positive control). which showed 27% inhibition
[75]. Despite the good results. there were few molecules
derived from oxazolidine developed for this purpose be-
tween 1970 and 2000.

However, before the widespread use of NSAIDs by the
population and the serious damage resulting from their lack
of selectivity, it became even more evident the need to de-
velop new anti-inflammatory molecules that presented
greater specificity for COX-2 as an alternative for the treat-
ment of disorders associated with inflammation. Thinking
about this, in 2011 Zaghi synthesized 2.3 and 2.3.5-
substituted oxazolidinones derived by reaction between
equimolar concentrations of benzylamine, 4-methylthio-
benzaldehyde and an appropriate carboxylic acid. followed
by oxidation of the resulting molecule by H,O, to form the
final molecule. assessing their ability of inhibiting the cy-
clooxygenase by in vifro tests. The results showed that all
compounds. with and without substituent at the S-position of
the ring, presented excellent inhibition of COX-2 (enzymes
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directly responsible for the production of inflammatory pros-
taglandins). but only the 2.3-substituted compounds showed
higher specificity for COX-2. with ICs for COX-1 almost 50
times higher. indicating that the 5-position substituent may
have great influence on the efficiency of these compounds
[76] (Fig. 9).

Shankarananth ef a/. in 2011, also synthesized other oxa-
zolidine derivatives, this time presenting two carbonyls at 2
and 4-position. The compounds, which possessed a methyl
group in the 5-position and an aryl substituent at the 3-
position, were synthesized from the condensation of 5-
methyl-1.3-oxazolidine-2 4-dione with various reagents pos-
sessing one or more aromatic rings in its structure. The anti-
inflammatory activity of the synthesized molecules was
evaluated by the Rat Paw Edema Carrageenan-Induced As-
say. which showed moderate to good activity when com-
pared to the positive control (diclofenac) [77].

Given the good results obtained in this study, Shankar-
nath synthesized in 2012, new derivatives that besides
methyl. had another aromatic substituent at the 5-position of
the ring. These compounds were the result of the reaction
between ethyl lactate and a guanidine molecule followed by
acid hydrolysis to form the oxazolidine-2.4-dione, which in
turn was subjected to carbon 35 alkylation. The method of
assessing anti-inflammatory activity of the molecules was
the same used in the previous study. and the result was quite
similar to the previous study. Thus. it is possible to note that
compounds with aromatic substituent in 3 or 5-position can
be considered great candidates for anti-inflammatory drugs
[78] (Fig. 9).

Recently a protease called Human Neutrocytic Elastase
(HNE) has raised the interest of scientists because of the key
role it plays in the modulation of chronic inflammatory dis-
eases such as cystic fibrosis and chronic obstructive pulmo-
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nary disease. In these diseases HNE leaves the azurophilic
granules of neutrophils and go into the extracellular envi-
ronment where they hydrolyze proteins such as collagen and
elastin, causing tissue damage [79.80].

Previous studies had shown that inhibition of the enzyme
is an excellent way to prevent tissue damage [81]. a research
group at the University of Lisbon invested in the develop-
ment of new molecules with this capacity and found that
oxazolidine derivatives are a class of molecules with great
inhibitory potential of HNE (Fig. 9). Based on this. in 2012,
the same research group developed oxazolidines-2.4-dione
N-acyl and N-sulfonyl-substituted from the reaction between
2-hydroxy esters and urea in the presence of sodium methox-
ide followed by N-acylation or N-sulfonation using 4-
methoxybenzoyl chloride or 4-methylbenzene-sulfonyl chlo-
ride [82]. Those compounds that presented a sulfonyl or acyl
group with a 4-methoxy attached to the aromatic ring
showed the highest inhibitory activity of HNE enzyme,
reaching an inhibition rate close to 100%.

Another therapeutic target that has aroused the interest of
the scientific commumity is the family of nuclear receptors
PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor). par-
ticularly the o and y subtypes. The PPARw is present in tis-
sues with high rate of fat acid and modulates the lipid me-
tabolism when activated, while the PPARy increases the in-
sulin sensibility and improve the glucose control — and
modulates the expression of inflammatory genes, regulating
cytokine levels such as IL-6, IL-17, IL-22 e IFN-y [83-86].
Although the thiazolidines and fibrates are the main PPAR
agonists — the fibrates (e.g. fenofibrate and genfibrozil) are
used as g-subtype agonists and the thiazolidines as y-subtype
agonists — the oxazolidines also proved to be capable of acti-
vating these receptors [87]. Fresno er al. developed oxa-
zolidinones with a polar head. a linker and a nonpolar tail
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Fig. (9). Anti-inflammatory oxazolidine derivatives. (a) The first oxazolidine with anti-inflamatory activity; (b) 2.3-substituted oxazolidi-
none with higher activity: (c) 3.5-substituted oxazolidine-2.4-dione: (d) oxazolidinedione derivatives with Human Neutrophil Elastase inhibi-
tory activity: (e) Oxazolidinone derivatives with PPAR-y agonist activity (R;=4-phenylacetamide. CO(CsHN): R,= CH,(CH,),CH;.
CH,(CH,)sCH;. H: Ry= CH;: H: Ry= CH,(CH,);CHs. 4--C(CH;);-CH,: X= SO,: CO).
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portion, being the 4-carbon of the oxazolidine a chiral car-
bon. and may present absolute configuration § or R. To syn-
thesize these compounds, the intermediates were obtained by
cross-alkylation reaction or nucleophilic substitution be-
tween commercial oxazolidines (R)-4-benzyl-3-propionyl-2-
oxazolidinone and (S)-4-benzyloxazolidinone) and -BuOK
or halogenate alkyl, respectively. The resulting oxazolidines
were subjected to a final reaction (with the aid of micro-
wave) with a variety of amines, mediated by a trimethylalu-
minium complex to give the final compounds [87. 88].

Those compounds having an absolute rating R and sub-
stitment at the hydrophobic tail 4-tert-butylbenzene and pen-
tane showed higher activity, acting as dual agonists of
PPARa and PPARY receptor. with ECsp <1pM, it is consid-
ered the ideal to minimize side effects of the specific mole-
cule agonist of each receptor.

It is well known that the oxazolidines are great candi-
dates for anti-inflammatory drugs. particularly the 1.3-
substituted oxazolidinones with electron donor groups such
as sulfonyl, as well as being very effective in inhibiting
COX-2, they are extremely selective, with higher dosages
necessary to inhibit COX-1. Oxazolidinones. in turn. have
also shown very significant anti-inflammatory activity. in
particular some molecules synthesized by Santana er al.
2012, which may represent an alternative way to treat
chronic diseases related to inflammation. In the same way
oxazolidinones developed by Fresno ef al. showed great
therapeutic potential, they are more effective than the drugs
available in the clinic due to its double agonist action. How-
ever, these candidates for drugs still need to go through
many tests in vitro and in vivo before reaching the clinical
studies. since little 1s known about the performance of oxa-
zolidine derivatives in the human immune system and their
possible side effects.

CONCLUSION

In this context, a variety of studies evidence the great
therapeutic potential of the oxazolidine family, in particular
the ones with antibacterial activity. since a considerable
amount of molecules are undergoing the clinical study phase
(sutezolid, radezolid and cadezolid) and many others are
under development (linezolid analogs). presenting excellent
results. But is not only the antibacterial activity that has been
highlighted. the anticonvulsant activity also. Although the
side effects at high doses. the trimethadione can become an
alternative for the treatment of Parkinson’s disease, as well
as the zolmitriptan may represent the beginning of the devel-
opment of new oxazolidines class of drugs, which act as an-
timigraine and anticonvulsant agents through the sero-
toninergic  receptors. Though anticancer and anti-
inflammatory data are quite scarce, the obtained results until
the moment are encouraging, which reinforce its potential
and stimulate research in the area.
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10 ANEXO A - CARTA PATENTE DO GQ-16

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL

MINISTERIO DA INDUSTRIA, COMERCIO EXTERIOR E SERVICOS
INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL

CARTA PATENTE N° Pl 0300997-1

_ O INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL concede a presente PATENTE DE
INVENCAO, que outorga ao seu titular a propriedade da invengdo caracterizada neste titulo, em todo o territério
nacional, garantindo os direitos dela decorrentes, previstos na legislacdo em vigor.

(21) Namero do Depésito: Pl 0300997-1

(22) Data do Depésito: 10/04/2003

(43) Data da Publicagéo do Pedido: 10/05/2005

(51) Classificagdo Internacional: CO7D 277/34; CO7D 417/06; A61K 31/427; A61P 3/10; A61K 31/426
(54) Titulo: COMPOSTOS ARILIDENOTIAZOLIDINADIONICOS COM ATIVIDADE HIPOGLICEMICA

(73) Titular: UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO - UFPE. CGC/CPF: 24134488000108. Endereco: Av.
Prof. Moraes Rego 1235 Cidade Universitaria, Recife, PE, BRASIL(BR), 50670-901

(72) Inventor: IVAN DA ROCHA PITTA; MARIA DO CARMO ALVES DE LIMA; SUELY LINS GALDINO; JACQUES
HONORE AUGUSTIN BARBE

Prazo de Validade: 10 (dez) anos contados a partir de 03/04/2018, observadas as condicbes legais
Expedida em: 03/04/2018
ASsinado digitalmente por:

Julio César Castelo Branco Reis Moreira
Diretor de Patente



