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RESUMO

KUNZLER, Alice. Sintese e avaliagdo antifungica de tiazolidinonas derivadas da
2-aminoetilpiperidina. 2012. 105f. Dissertacdo (Mestrado)- Programa de Pos-
Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccao. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Uma série de dezesseis 1,3-tiazolidin-4-onas foi sintetizada a partir da 2-
aminoetilpiperidina, benzaldeidos substituidos e &cido mercaptoacético. As
tiazolidinonas foram sintetizadas através da metodologia convencional com o uso de
Dean Stark para remocéo azeotrépica da agua. A reacao ocorreu em cinco horas e
foi realizada em duas etapas, com a formacao inicial do intermediario imina, e
posterior ciclizagao intramolecular e formacdo dos produtos. Todas as substancias
sdo inéditas na literatura e foram identificadas através de cromatografia gasosa
acoplada com espectrometria de massas (CG-MS) e ressonancia magnética nuclear
de 'H e *C (RMN). Posteriormente, a série de compostos foi submetida & avaliacdo
antifangica contra sete leveduras, utilizando-se a técnica de microdiluicdo em caldo.
Os resultados encontrados foram relatados em valores de concentracdo inibitoria
minima (CIM): Candida albicans (45-150 pug/mL), C. parapsilosis (50-100 pg/mL), C.
guilliermodii (25-200 pg/mL), Criptococcus laurentii (66-200 pg/mL), Geotrichum sp
(25-100 pg/mL), Trichosporum asahii (50-100 pg/mL), e Rhodutorula sp (50-100
png/mL). Os melhores resultados foram encontrados contra o fungo Rhodotorula sp,
sendo que os compostos 41 e 4h apresentaram os menores valores de CIM, com
mais atividade que o farmaco padréo fluconazol. A substancia 4g também mostrou
boa atividade contra Geotrichum sp e C. guilliermondii. Todos os compostos
apresentaram os mesmos valores para concentracdo fungicida minima (CFM) que
os encontrados para a CIM. Assim, as tiazolidinonas 4a-p foram sintetizadas com
alto grau de pureza e bons rendimentos com o uso da metodologia convencional. Os
resultados da avaliagdo biolégica revelaram um potencial efeito dos compostos
contra fungos leveduriformes, principalmente contra Rhodotorula sp.

Palavras-chave: Tiazolidinonas, piperidina, avaliagédo antifingica, citotoxicidade



ABSTRACT

KUNZLER, Alice. Sintese e avaliagcdo antifungica de tiazolidinonas derivadas da
2-aminoetilpiperidina. 2012. 105f. Dissertacdo (Mestrado)- Programa de Pos-
Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccao. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

A series of sixteen novel thiazolidinone derivatives was synthesized from the
efficient multicomponent reaction of 2-(piperidin-1-yl)ethylamine 1, arenealdehydes
2a-p and mercaptoacetic acid 3 in good vyields. Identification and characterization of
products were achieved by NMR and GC-MS techniques. The in vitro antifungal
activities of all synthesized compounds were evaluated against seven fungi: Candida
albicans, C. parapsilosis, C. guilliermodii, Criptococcus laurentii, Geotrichum sp,
Trichosporum asahii and Rhodutorula sp. The results are expressed as the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC) and the
best results were found against the Rhodutorula sp yeast. Two thiazolidinones (4h
and 4l), MIC/MFC 16.5 ug/mL) proved to be 1.6 times more active than fluconazole
and four of them (4b, 4e, 4g and 4k (MIC/MFC 25 ug/mL) showed similar activity of
standard drug to Rhodutorula sp. In addition, the cytotoxicity of thiazolidinones 4a-p
was evaluated on cultured Vero cells and most of them displayed low toxicity (above
98 pg/mL). These preliminary and important results could be considered a starting
point for the development of new antifungal agents.

Key-words: thiazolidinones, multicomponent reaction, antifungal activity, cytotoxicity,

Rhodotorula sp.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Nos ultimos anos, a incidéncia de infec¢des fungicas, especialmente micoses
oportunistas, tem aumentado devido a expansdo da populacdo em condi¢cdes
médicas especificas, como cirurgias, transplante de medula 6ssea e érgaos, terapia
Imunossupressiva, nascimento prematuro, idade avancada, e doencas como AIDS e
cancer (NUCCI et al., 2010).

Um numero limitado de classes de antifungicos esta disponivel para o
tratamento de infec¢des fungicas. Dentre estes, os azodis sdo amplamente utilizados
devido a sua boa tolerabilidade e biodisponibilidade. Entretanto, o uso indiscriminado
destes farmacos no tratamento de fungemias tem resultado em um aumento de
cepas resistentes, especialmente ao fluconazol. O aumento da resisténcia aos
agentes antifingicos em associacdo com o0 aumento na incidéncia de infec¢des
fungicas tem provocado um sério problema a saude publica (TOBUDIC et al., 2011;
PFALLER, 2012).

Por esta razdo, torna-se urgente o desenvolvimento de novas classes de
antifangicos a fim de aperfeicoar a farmacodindmica dos agentes existentes, e
desenvolver fdrmacos com novos mecanismos de acdo para o tratamento destas
infeccbes. Estes novos farmacos devem ser eficientes, menos toxicos e
preferencialmente mais baratos (SHALINI et al., 2011; PRASAD et al., 2011)

Neste sentido, existem numerosos heterociclos que apresentam inumeras
atividades biolégicas. Dentre estas, estdo as tiazolidinonas, substancias ciclicas de
cinco membros que possuem dois heteroatomos - um atomo de enxofre, um atomo
de nitrogénio-, e uma carbonila (Figura 1). Assim como os demais heterociclos, as
tiazolidinonas também apresentam uma grande quantidade de aplicacbes na
quimica medicinal, como a atividade antirretroviral (CHEN et al., 2011), antimalarica
(RUIZ et al., 2011), antioxidante (SAUNDANE et al., 2012), anti-inflamatéria (DEEP
et al., 2012), antineoplasica (WANG et al., 2011), e por fim, antimicrobiana (PATEL
et al., 2012a).

Rl R2

Figura 1. Estrutura geral de 1,3-tiazolidin-4-onas
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Desta forma, em continuagdo aos estudos desenvolvidos no Laboratério de
Quimica Aplicada a Bioativos (LaQuiABio) da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), a proposta deste trabalho € sintetizar tiazolidinonas derivadas da 2-
aminoetilpiperidina, e verificar a sua atividade antifungica. Assim, 0s objetivos

especificos séo:

- Estudo das condicBes reacionais para a obtencdo das 2-(aril)-3-(piperidin-1-
iletil-tiazolidin-4-onas 4a-p, por meio do uso da metodologia convencional, atraves
da reacdo da 2-aminoetilpiperidina 1, benzaldeidos substituidos 2 e &cido
mercaptoacético 3 (Esquema 1). A variacdo estrutural das diferentes tiazolidinonas
sera feita a partir da utilizacdo de diferentes benzaldeidos, que apresentam tanto

grupos retiradores quanto grupos doadores de elétrons como seus substituintes;

- Identificar a estrutura dos compostos sintetizados, através da interpretacéo
dos dados de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e de carbono
(RMN *3C), e Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
MS);

- Avaliacdo antifungica dos produtos 4a-p, através da metodologia de
microdiluicdo em caldo, contra sete fungos leveduriformes, Criptococcus laurentii;
Geotrichum sp., Candida parapsilosis, Candida guilliermondii, Trichosporum asabhii,
Rhodotorula sp. e Candida albicans.

- Avaliacéo citotoxica dos produtos 4a-p contra células da linhagem Vero (rins

de macaco), através da metodologia de Vermelho Neutro;
o)
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-OGrupos retiradores de elétrons: NO,, F, Cl
-0Grupos doadores de elétrons: OH, OCH3, CH;

Esquema 1. Proposta para a sintese das tiazolidinonas 4a-p



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta revisdo bibliografica serdo mencionados apenas artigos relacionados
ao trabalho desenvolvido na presente dissertacdo. Inicialmente serdo abordados
trabalhos relacionados as infeccbes fungicas, farmacos antifungicos e fatores
relacionados a resisténcia a estes agentes. ApOs sera comentada a sintese de
tiazolidinonas, através de metodologias convencionais, e metodologias n&o
convencionais como reacdes assistidas por ultrassom e micro-ondas. Por fim, serdo

apresentados estudos das propriedades antifingicas de tiazolidinonas.

2.1. Infeccdes Fungicas

Os fungos representam um grupo de organismos diverso, cujo propésito
principal € degradar matéria organica, apresentando, portanto, uma existéncia
heterotréfica. Estes organismos também sdo usados na producdo de alimentos
importantes como, por exemplo, pao, queijo, vinho e cerveja, e produzem derivados
dos hormoénios esterdides e antibiéticos, como a penicilina. Com efeito, os fungos
exercem uma influéncia importante na salde e no modo de vida das pessoas em
todo o mundo, pois além das aplicagBes anteriores, causam um amplo espectro de
doencas clinicas, incluindo desde problemas simples até infeccbes sistémicas
potencialmente letais (SCHAECHTER et al., 2009).

Os fungos sado classificados em seu proprio reino, Reino Fungi, e séo
classificados entre si com base no seu modo de reproducdo - sexuada ou
assexuada-, morfologia - leveduras ou fungos filamentosos-, e ciclo de vida. Estes
micro-organismos sao eucariotos, contendo o nucleo bem definido circundado por
uma membrana nuclear, apresentando também uma membrana celular que contem
lipidios, glicoproteinas e esterdis; mitocondrias; aparelho de Golgi; ribossomos
ligados ao reticulo endoplasmatico; e um citoesqueleto constituido por microtubulos,
microfilamentos e filamentos intermediarios (LEVINSON & JAWETZ, 2005).
Naturalmente, essa descricdo também se aplica as células animais, um aspecto que
representa um sério problema no tratamento das infeccbes fungicas. Os micro-
organismos infectantes sédo tdo semelhantes as células hospedeiras que se torna
dificil elaborar estratégias terapéuticas especificas dirigidas contra o parasita, sem

danos ao hospedeiro.
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A Unica distingdo destes para 0s outros eucariotos é a parede celular rigida
composta de quitina, um polissacarideo composto de longas cadeias de N-
acetilglicosamina, e o B-glicano, um longo polimero de D-glicose, com uma
membrana celular na qual o colesterol é substituido por ergosterol como o
componente principal de esterol (MURRAY et. al, 2006; SCHAECHTER et al., 2009).

Os fungos emergiram nas duas décadas passadas como causas principais de
doencas no homem atuando como patdgenos oportunistas. A incidéncia global de
micoses invasivas continua a aumentar a cada ano assim como a lista de patdégenos
fungicos. O aumento destas infecgbes pode ser atribuido ao niumero crescente de
pacientes em risco, incluindo imunocomprometidos, tais como transplantados,
individuos com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), pacientes com
cancer e submetidos a quimioterapia, além daqueles hospitalizados com outras
sérias condi¢cdes subjacentes e que se submetem a procedimentos invasivos
(NUCCI & MARR, 2005; MURRAY et al., 2006).

A Candida albicans tem sido considerada como 0 agente mais comum de
infeccbes fungicas invasivas causadas por leveduras. Com a introducdo, ampla
distribuicdo e uso do fluconazol, a incidéncia geral de candidemia por C. albicans
descresceu, porém houve um aumento de infec¢des causadas por outras espécies
de Candida, como a C. glabrata e C. guiliermondii. Um grande problema relacionado
com infecgdes por C. glabrata é sua baixa sensibilidade ao fluconazol. Além disso,
existem muitas evidéncias que infec¢des sistémicas causadas por espécies de
Candida vem se tornando um grande problema em hospitais terciarios de todo o
mundo (NUCCI & MARR, 2005; COLOMBO et al., 2006).

Em algumas partes do mundo, especialmente em paises da América Latina,
C. parapsilosis e C. tropicalis assumem a segunda posicdo como maior causa de
candidemias. Embora as razfes para esta emergéncia ainda sejam desconhecidas,
fatores de risco como o0 uso de cateteres intravenosos e a contaminagdo dos
profissionais de salde séo as provaveis explicacfes para as infec¢des. A C. rugosa
é raramente a causa de infecgdes em humanos (NUCCI & MARR, 2005).

Embora a incidéncia destas infeccbes entre pacientes hospitalizados tenha
aumentado durante os anos 80, dados mais recentes revelam que este indice se
estabilizou. No entanto, as taxas de candidemia apresentam variacdes geogréficas,

e estas diferencas na epidemiologia entre os paises deve ser monitorada para
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averiguar tendéncias na incidéncia, distribuicdo de espécies e perfil de resisténcia a
farmacos antifingicos (COLOMBO et al., 2006).

Frente a falta de dados em relacdo a incidéncia de candidemias no Brasil,
Colombo et al. (2006) realizaram um estudo prospectivo baseado em dados de
vigilancia laboratorial em 11 hospitais terciarios, representativos do sistema publico
de saude de 9 grandes cidades do Brasil. O objetivo foi avaliar a incidéncia,
distribuicdo de espécies, frequéncia de resisténcia aos antifungicos e fatores de
risco para candidemia devido a espécies resistentes ao fluzonazol. Candida albicans
foi a espécie mais comum representando 41% dos casos, seguida da C. tropicalis
(21%), C. parapsilosis (21%) e C. glabrata compondo 5% dos casos. Entre os
adultos, a espécie mais comum foi C. albicans (41%), seguida de C. tropicalis (24%)
e C. parapsilosis (21%). Nos pacientes pediatricos a espécie mais comum foi C.
albicans (40%), seguida de C. parapsilosis (21%) e C. tropicalis e C. pelliculosa
(15%).

Além de espécies de Candida outras leveduras emergiram nos ultimos anos
como causa de infec¢des. Entre estas, algumas espécies de Trichosporon ssp e
Geotrichum ssp. tem sido associadas com fungemia desde o final dos anos 1980. As
leveduras do género Trichosporon frequentemente causam infec¢des disseminadas
em pacientes neutropénicos com cancer. No entanto, infec¢cOes por este agente
também foram encontradas em pacientes que faziam uso de cateteres e em
neonatos (NUCCI & MARR, 2005). Frente a alguns isolados do fungo Geotrichum
ssp. foi observada uma poténcia reduzida do fluconazol (THOMPSON et al., 2009).

Atualmente, também tem aumentado o numero de infeccbes flungicas
causadas pelos fungos do género Criptococcus ssp, como o C. neoformans e o C.
gattii, que atingem principalmente pessoas imunocomprometidas (NUCCI & MARR,
2005). Dentre estes, o C. neoformans € uma causa frequente de meningoencefalite
em pessoas imunocomprometidas, embora o C. gattii tenha emergido como agente
infeccioso nos ultimos anos. Estes dois fungos apresentam trés fatores de viruléncia
que contribuem para a sua capacidade de causar doencas: a producado de uma
capsula polissacaridica, habilidade de crescer a 37°C e deposi¢cdo de melanina na
parede celular. Entre estes, a capsula polissacaridica € o principal fator de
viruléncia, visto que ela promove protecdo contra a fagocitose e tem propriedades
imunomodulatérias (KRONSTAD et al., 2012).
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Outros exemplares de fungos emergentes, sdo as espécies de Rhodotorula
ssp que sao leveduras amplamente reconhecidas durante as Ultimas duas décadas
como importantes patdégenos causadores de infecdes em humanos, particularmente
em pacientes imunocomprometidos. Os fatores de risco relatados para o
desenvolvimento de infeccbes por Rhodotorula ssp sdo o uso de cateteres e
dispositivos internos, neutropenia, administracdo de farmacos imunossupressivos e
doencas malignas, especialmente malignidades hematoldgicas. Entre os pacientes
com patologias hematologicas, aqueles submetidos a transplante de células tronco,
Sa0 0s que apresentam maior risco para infeccdo por Rhodotorula ssp devido ao uso
inevitAvel e prolongado de cateteres, em tratamento com agentes
imunossupressivos e quimioterapicos, com severa neutropenia (ZAAS et al., 2003).

Lunardi et al. (2006) relataram em um estudo feito em hospital terciario, que
as infec¢Bes por Rhodotorula ssp estavam associadas com a exposi¢cao a farmacos
citotéxicos, e também a pessoas submetidas a cirurgias com a posterior utilizacdo de
alimentacdo parenteral, pacientes com leucemia e fazendo uso de corticosteroides,
presenca de neutropenia devido ao uso de antibidticos de largo-espectro e uso de
cateter venoso central. No caso deste estudo, as fungemias por Rhodotorula ssp
foram descritas em pacientes cujas amostras de cateter venoso central n&o
resultaram em culturas positivas para espécies Rhodotorula ssp, ou em pacientes
qgue nao faziam uso de cateteres. Com base nessas consideracdes, foi possivel
presumir que os fungos foram introduzidos no sistema sanguineo devido a ruptura
da mucosa gastrointestinal por agentes citotoxicos. Algumas espécies de
Rhodotorula ssp estdo presentes na flora gastrointestinal normal, e o uso de
antibioticos de largo-espectro pode contribuir para sua superabundancia. O
tratamento para estas infec¢des flngicas € baseado na retirada do cateter, e do uso
de agentes antifungicos como anfotericina- B e 5-flucitosina. Embora muito utilizado
como medida profilatica, o uso disseminado dos triaz6is como agentes antifingicos
em pacientes imunocomprometidos, pode permitir o aparecimento de mais fungos
resistentes, como espécies de Rhodotorula.

Aléem destas leveduras em emergéncia, também existem alguns fungos
filamentosos de grande preocupacdo meédica. A epidemiologia das infec¢des por
fungos filamentosos tem mudado substancialmente nos ultimos anos.

A incidéncia de Aspergilosis invasiva tem aumentado, assim como as

infeccbes causadas por patdogenos que apresentam resisténcia aos agentes
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antifingicos convencionais, como espécies de Fusarium e Zygomicetes (NUCCI &
MARR, 2005).

2.2 Agentes Antifungicos

Os agentes antifungicos, em sua maioria, possuem mais afinidade pelos
fungos do que pelas células hospedeiras, embora a distingdo ndo seja muito grande.
Assim, a toxicidade pode representar um problema no tratamento dessas doencas.
Além disso, muitos agentes antifingicos possuem valor terapéutico limitado, devido
a problemas de solubilidade, estabilidade e absor¢cdo. Em comparagdo com o0s
agentes antibacterianos, o numero de agentes antifingicos eficazes é muito
pequeno. No entanto, devido a emergéncia de outros fungos patogénicos, a
pesquisa de novos agentes antifungicos vem evoluindo (SCHAECHTER et al.,
2009).

Em termos de classificacdo geral, existem os antifiUngicos de uso sistémico, e
os antifungicos de uso tépico. Os farmacos de uso sistémico exibem uma variedade
de mecanismos de acdo, que vao desde ao dano a membrana celular até
intervencdo do metabolismo. Os antifingicos de uso tépico também apresentam
variedade de mecanismos de a¢do, no entanto, seu uso é restrito a superficie

corporea (KATHIRAVAN et al., 2012).

2.2.1. Agentes sistemicamente ativos

Os mecanismos de acdo dos agentes antifungicos disponiveis atualmente
variam, embora de maneira geral pertencam a duas categoriais, aqueles que afetam
as membranas celulares dos fungos, como polienos, azéis, equinocandinas e
alilaminas, e aqueles que sado capturados pela célula e interrompem 0s processos
celulares, como antimetabdlitos e a griseofulvina. A Figura 2 apresenta 0 mecanismo
e local de acdo dos atuais agentes antifingicos, demonstrando onde ocorre a sua

interferéncia e a que processo esta relacionado (SCHAECHTER et al., 2009)
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Figura 2: Mecanismo de acdo dos atuais agentes antifungicos. Fonte: Adaptado de
Kathiravan et al., 2012.

e Lesdo na membrana plasmatica

Os agentes polienos sdo representados pela anfotericina B (Figura 3) e suas
formulacgbes, e caracterizam-se como agentes antifungicos utilizados no tratamento
de micoses graves com risco de vida, pois apresentam ac¢do fungicida e possuem
amplo espectro de acdo. A estrutura basica dos polienos consiste em um grande
anel lactamico, com uma cadeia lipofilica rigida contendo trés a sete ligacdes duplas,
e uma porcdo hidrofilica flexivel sustentando varios grupos hidroxilas. Seu
mecanismo de acdo primario envolve a ligacdo da anfotericina B ao ergosterol, o
principal esterol da membrana do fungo. Esta ligacdo produz canais i6nicos que
destroem a integridade osmaotica da membrana celular fungica e levam a perda dos
constituintes intracelulares e a morte celular. Um mecanismo de acdo adicional da
anfotericina B envolve dano direto da membrana causado pela geracdo de uma
cascata de reacdes oxidativas deflagradas pela oxidacdo da propria anfotericina B.
Este processo pode ser o principal contribuinte para uma atividade fungicida rapida
da anfotericina B via geracdo de radicais livres toxicos. A anfotericina B €
considerada fungicida contra a maioria dos fungos. A nistatina € outro exemplo de
agente desta classe, mas seu uso sistémico € restrito a formulagbes lipossomais
devido a sua toxicidade (MURRAY et al., 2006; KATHIRAVAN et al., 2012,
TALAVIYA et al., 2012)
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Figura 3: Estrutura da Anfotericina B e Nistatina

e Inibidores da sintese do ergosterol

A classe dos azois pode ser dividida em termos de estrutura em imidazois
(duas moléculas de nitrogénio no anel azodlico) e triazbis (trés moléculas de
nitrogénio no anel azélico) e sdo estruturas sintéticas. O principal representante dos
imidazdis, o cetoconazol, é principalmente utilizado no tratamento de micoses
superficias, assim como outros representantes como miconazol e clotrimazol. Todos
os triazois tem atividade sistémica e incluem o fluconazol e o itraconazol da primeira
geracdo, e voriconazol, posaconazol e o ravuconazol da segunda geracdo de
triazois (Figura 4). Tanto os imidazois quanto os triazois agem por inibicdo da
enzima 14-a-demetilase do lanosterol dependente do citocromo fangico P-450. Esta
enzima remove oxidativamente o grupo 14-a-metil do lanosterol, e esta envolvida,
portanto, na conversdo do lanosterol em ergosterol, e sua inibicdo interrompe a
sintese da membrana da célula fungica (KATHIRAVAN et al., 2012). Dependendo do
organismo e do azol especifico, a inibicdo da sintese do ergosterol resulta na
inibicdo do crescimento da célula fangica (fungistatico) ou na morte celular
(fungicida) (MURRAY et al., 2006). Embora a enzima alvo dos azois esteja presente
nas células humanas, os farmacos sdo seletivos aquelas pertencentes ao fungo.
Esse mecanismo de seletividade pode ser explicado devido aos muitos anos de
evolucdo das espécies, que resultou em enzimas com significativas mudancas
estruturais (PATRICK, 2009). Atualmente existem outros azéis em estudos clinicos,

como o isavuconazol e o albaconazol (TALAVIYA et al., 2012).
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Figura 4: Estrutura dos antifiingicos azélicos: imidazdis (cetoconazol, clotrimazol e
miconazol); triazéis de 12 geracao (fluconazol e itraconazol) e triazbis de 22 geracéo

(voriconazol, posaconazol e ravuconazol).

e Inibidores da sintese de glucano
As equinocandinas (Figura 5) sdo uma nova classe altamente seletiva de
lipopeptideos semi-sintéticos que inibem a sintese das (-(1,3)- D-glucanas,
constituintes importantes da parede celular fangica, levando a disrupcdo desta

estrutura, resultando em instabilidade e morte dos fungos.
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Visto que as células mamiferas ndo contem [3-(1,3)- D-glucanas, esta classe
de agentes antifungicos é seletiva em sua toxicidade aos fungos. Atualmente
existem trés equinocandinas em varios estagios de desenvolvimento: a
caspofungina, anidulafungina e micafungina (MAYR et al., 2011; KATHIRAVAN et
al., 2012).

Figura 5: Estrutura geral das equinocandinas

¢ Inibidores da sintese de acido nucléico

A flucitosina (5-fluorocitosina, 5FC) é o Unico agente antifungico disponivel
que atua como um antimetabdlito, inibidor da sintese de acido nucléico (Figura 6). E
um analogo da pirimidina fluorada, que exerce atividade antifangica pela
interferéncia com a sintese de DNA, RNA e proteinas na célula antifingica. A
flucitosina entra na célula fangica via citosina permease e é deaminada em 5-
fluoruracil (5-FC) no citoplasma. O 5-FU é convertido em acido 5-fluoruridilico, que
entdo € incorporado na sintese do RNA, resultando em RNA defeituoso e inibicao do
DNA e consequentemente, da sintese protéica. Atualmente a flucitosina é utilizada
como terapia adjunta a Anfotericina B (MURRAY et al., 2006; KATHIRAVAN et al.,
2012).

Figura 6: Estrutura da Flucitosina

¢ Inibidores da esqualeno epoxidase
A classe das morfolinas e alilaminas (Figura 7) atuam através da inibicdo da

enzima esqualeno epoxidase, que participa da conversao de esqualeno a ergosterol.
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Incluem-se nesta classe a amorolfina, cuja principal aplicacdo é voltada para a
agricultura, sendo também utilizada para o tratamento de micoses superficiais, e a
terbinafina, que age sistemicamente (MURRAY et al., 2006; KATHIRAVAN et al.,

2012).
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Figura 7: Estrutura da amorolfina e terbinafina

e Inibidores da sintese de microtubulos
A griseofulvina € um agente oral utilizado no tratamento de infec¢des
causadas pelos dermatofitos (Figura 8). Ela inibe o crescimento fungico pela
interacdo com microtubulos dentro da célula fungica, resultando numa inibicdo da
mitose (MURRAY et al., 2006; KATHIRAVAN et al., 2012).
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Figura 8: Estrutura da griseofulvina

e Inibidores de proteinas e da sintese de quitina

Além destes ainda existe outra classe de agentes antifungicos, os inibidores
da sintese protéica e os inibidores a sintese de quitina. Os primeiros atuam
bloqueando a traducdo do DNA fungico através da inibicdo da movimentacdo do
ribossomo pelo RNA mensageiro, e 0s segundos inibem a quitina constituinte
importante da parede celular fiungica. Como exemplos das classes encontram-se o
sordarins, e nicomicina e polioxina, respectivamente (Figura 9) KATHIRAVAN et al.,
2012; TALAVIYA et al., 2012).



OH R,

HO_ -~ O %\fo
HO
Ij\ Xy CH; O COOH R,00C,  O__N._NH
0”0 | \ \ g
N NUNOL HN 0
H N (0] OH

OH NH, o R O OH
)—NH 3
"o ond HaN—
OH o) NH,

Figura 9: Estrutura do sordarinos, nicomicina e polioxina.

2.2.2. Agentes antifungicos tépicos

Atualmente existem varios antifUngicos disponiveis para o tratamento de
infec¢des fungicas cuténeas superficiais e de mucosa. Os preparados topicos estdo
disponiveis para a maioria das classes de agentes antifingicos, incluindo polienos
como a nistatina, alilaminas como a naftifina, e numerosos imidazéis (MURRAY et
al., 2006).

Dentre os azdis, o clotrimazol e o miconazol ndo séo utilizados via parenteral
devido a sua baixa biodisponibilidade e absor¢cdo oral, sendo utilizados no
tratamento de micoses superficiais. Os tiocarbamatos, da classe dos inibidores da
esqualeno epoxidase, exemplificados pelo tolnaftato e sdo considerados agentes

promissores no tratamento de infeccdes por dermatofitos (TALAVIYA et al., 2012).

2.2.3. Resisténcia aos agentes antifungicos

A resisténcia microbioldgica é definida como a falta de suscetibilidade de um
micro-organismo frente a um farmaco antifingico, detectada através de testes de
suscetibilidade in vitro, na qual o CIM (Concentracao Inibitéria Minima) do farmaco
excede o limite maximo superior para o organismo (TOBUDIC et al., 2011).

Os mecanismos de resisténcia aos antifungicos revelam-se diferentes
daqueles utilizados por outros organismos, como as bactérias, que destroem ou
modificam os agentes como meio de adquirir resisténcia. Os principais meios
utilizados pelos fungos para burlar o tratamento sdo modificacdo da quantidade ou
qualidade das enzimas-alvo, acesso reduzido do medicamento no alvo, ou
combinacfes destes mecanismos. Em contrapartida a rapida emergéncia e

disseminagdo da resisténcia que ocorre nas bactérias, a resisténcia antifingica
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desenvolve-se, em geral, lentamente e envolve a emergéncia das espécies
intrinsicamente resistentes ou uma alteracdo gradual, das estruturas ou funcdes
celulares, o que resulta na resisténcia a um agente que tenha sido exposto. Da
mesma forma, os genes da resisténcia antifUngica ndo séo transmissiveis de célula
a célula da mesma maneira que ocorre com muitos genes da resisténcia bacteriana
(MURRAY et al., 2006).

Assim, frente a cada vez mais emergente e crescente resisténcia aos agentes
antifangicos, é de fundamental importancia o desenvolvimento de novos farmacos.
Estes novos agentes, além de eficazes, devem, preferencialmente, apresentar
também mecanismos de ac¢do diferentes dos antifingicos j& existentes, para que
nao ocorra uma rapida adaptacdo dos fungos e o consequente surgimento de

resisténcia.

2.3. Sintese de Tiazolidinonas em Refluxo, Ultrassom e Micro-ondas

Atualmente, existem varios métodos para a sintese de 1,3-tiazolidin-4-onas, e
a principal rota sintética envolve rea¢fes multicomponentes entre um aldeido ou
cetona, uma amina primaria e acido mercaptoacético. Estas reacdes podem ser
realizadas em uma etapa (reacdo one-pot) ou duas etapas (isolamento da imina)
(CUNICO et al., 2008a; NEUENFELDT et al., 2011a).

A proposta do mecanismo da reacdo estd demonstrada na Figura 10. A
reacdo inicia com a formagdo da imina pelo atague do nitrogénio da amina a
carbonila do aldeido ou da cetona. Posteriormente ocorre o ataque nucleofilico do
enxofre do acido mercaptoacético ao carbono parcialmente positivo da imina, e
finalmente a reacdo termina com a ciclizacdo intramolecular promovida pelo ataque
do nitrogénio a carbonila do acido mercaptoacético. De acordo com Srivastava et al.
(2002), o ultimo passo que consiste na eliminacdo da H,O é importante para a

obtencéo de altos rendimentos.
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Figura 10: Mecanismo geral de sintese das tiazolidinonas

Recentemente, foram desenvolvidos métodos alternativos de sintese na area
da sintese organica. Entre estes novos métodos sintéticos, destacam-se as reacoes
envolvendo ultrassom e irradiacdo micro-ondas.

A irradiacao ultrassénica tem sido utilizada para acelerar reacdes sintéticas,
especialmente na quimica de heterociclos. Nesta metodologia, ocorre o crescimento
e colapso de bolhas, fornecendo energia a reacao devido ao processo de cavitagao.
As vantagens da metodologia ultrassénica sdo menores tempos reacionais que nas
rotas sintéticas convencionais, com a manutencdo de bons rendimentos e bons
niveis de pureza. O grupo de pesquisa LaQuiABio foi o primeiro a demonstrar o
potencial da reagdo por ultrassom para tiazolidinonas (Esquema 2) (NEUENFELDT
et al., 2011b; GOUVEA et al., 2012)
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Esquema 2: Sintese de tiazolidinonas através de irradiacé@o ultrassonica

Ja nas reac0es utilizando a irradiacdo por micro-ondas, o0 método é baseado
na habilidade de alguns componentes de transformar energia eletromagnética em
calor. Este método alternativo de aquecimento, o qual aumenta as taxas de
rendimento reacionais, também proporciona produtos “limpos” em um tempo
reduzido (CUNICO et al.,, 2008a). Um exemplo destas reacbes € a formacdo de
tiazolidinonas descrita por Bolognese et al. (2004), em que a utilizacdo do micro-
ondas reduziu o tempo reacional de 2 horas para 10 minutos, além de obter
produtos com rendimentos maiores quando comparados com a metodologia

convencional (Esquema 3).

R,

HSCHZCOOH
Micro- ondas
30°C - 30min

=N
Ry
Esquema 3: Sintese de tiazolidinonas atraves de irradiagdo micro-ondas.
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2.4. Tiazolidinonas com Atividade Antifungica

Nos ultimos anos, as 4-tiazolidinonas vem ganhando um lugar proeminente na
quimica de heterociclos devido a ampla variedade de atividades biolégicas
associadas com esta classe de compostos. Acgbes biolégicas como
antihiperglicémica, bactericida, pesticida, fungicida, anticonvulsivante,
tuberculostatica e anti-inflamatéria tem sido associadas com os derivados de
tiazolidinonas (CUNICO et al., 2008a; JAIN et al., 2012). As diferentes possibilidades
de modificacbes no anel heterociclico revelam um amplo alcance de atividades
farmacoldgicas, e sdo as mais importantes areas de investigacdo desta classe de
substancias (PRAKASH et al., 2012).

Patel et al. (2012a) sintetizaram tiazolidinonas e estudaram a atividade
antifangica contra os fungos A. niger, A. fumigatus, A. clavatus e C. albicans,
utilizando a técnica de disco difusdo. O farmaco cetoconazol foi utilizado como
padrdo. Os compostos apresentaram uma grande variacdo nos valores de CIM
encontrados de 6,25 a 100 pg/mL contra todos os fungos testados, sendo o

composto 1 (Figura 11) o mais potente.

N Hj
A\

HaC—N o I / CIM: 6,25ug/mL

contra A. niger

»—g Mo

1

Figura 11: Estrutura da tiazolidinona 1

Em trés estudos, foram sintetizadas azetidinonas que possuem um anel B-
lactamico, estrutura esta ja utilizada em muitos farmacos antimicrobianos, e também

by

tiazolidinonas. Os compostos foram submetidos a avaliacdo antifUngica, com a
determinacao dos valores de CIM realizados através da técnica de microdiluicdo em
caldo e/ou disco difusdo em agar, com a utilizacdo de cetoconazol ou cotrimazol
como padrdo. As substancias foram avaliadas contra os fungos: A. niger, A.
awamori, C. albicans, Alternaria alternate, Microsporum canis, Rhizoctonia solani,
Trichophyton longiformis, A. flavus, A. fumigatus, Fusarium solani e Trichoderma
viride. Frente aos resultados encontrados, pode-se concluir que as tiazolidinonas

apresentaram resultados semelhantes aos encontrados as azetidinonas. Os
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resultados foram relatados como valores de concentracdo inibitdria minima, sendo

que as tiazolidinonas com melhor atividade, seu respectivo CIM e contra que fungo

foi testado estédo apresentados da Tabela 1.

Tabela 1: Estrutura das tiazolidinonas 2,3 e 4

0
OY’\
R,—N Cl
2 \ﬁH Ar
Ar
Tiazolidinona Azetidinona
CIM .
R» Ar Fungo Referéncia
(Mg/mL)
A. awamori
| C. albicans  SHINGADE
N ou
2 [ j R M. canis & BARI,
N R R 9,37 R. solani 2012.
R =OH, OCHs A. fumigatus
NH,
Cl
N7 _ MISTRY et
3 | 12,5 A. niger
R al., 2012.
R=NO,, Cl, F
\ | 7/ N\ | /
R N A. niger
N— R= OCHg, Cl, OH
Cl / R'= Cl, OCHj, F, A. awamori SHINGADE
4 o) (CH3),NCgHs .
N C. albicans et al., 2012.
H AN
= 4,68 A. flavus
>
A. fumigatus
R"= NO, OH

Patel et al. (2012b) sintetizaram tiazolidinonas e as submeteram a testes de

atividade antifungicas, que foram realizados com o0s seguintes fungos A. niger, A.

fumigatus, A. clavatus, e C. albicans, utilizando a técnica de disco-difusdo. Os
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resultados de CIM encontraram-se na faixa de 6,25 a 100 pg/mL, sendo que as

tiazolidinonas 6 foram mais ativas que as tiazolidinonas 5 (Figura 12).
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Substituinte (Ar) com maior atividade entre os compostos 6

P Qe Y

6,25pg/mL  6,25pg/mL - 6,25ug/mL - 6,25ug/mL
A.niger A.fumigatus A.fumigatus C. albicans

A. clavatus

C. albicans

Figura 12: Estrutura das tiazolidinonas 5 e 6

Prasad et al. (2011) sintetizaram tiazolidinonas e as submeteram a avaliacao
antifangica in vitro utilizando cetoconazol e fluconazol como padrdes. Foram
utilizados os fungos C. albicans, Cryptococcus neoformans, Sporothrix schenckii,
Trichophyton mentagrophytes, A.s fumigatus, e C. parapsilosis foram utilizados com
0 uso da técnica de microdiluicdo em caldo. Os compostos com melhor resultado

apresentaram CIM de 50 pg/mL (Figura 13).
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Figura 13: Estrutura das tiazolidinonas 7 e 8
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Ravichandran et al. (2011) estudaram o potencial antifingico de tiazolidinonas
(Figura 14) utilizando a metodologia de diluicdo em &gar contra trés fungos, C.
albicans, A.s niger e Penicillium notatum. Os resultados foram expressos em CIM, e
se encontraram na faixa de 17 a 75 pg/mL.

/ %
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Figura 14: Estrutura da tiazolidinona 9

Solankee et al. (2012) sintetizaram tiazolidinonas e a CIM dos compostos foi
realizada através do método de microdiluicdo em caldo, contra trés fungos C.
albicans, A. niger e A. clavatus. O agente antifungico padrdo utilizado foi a
griseofulvina, e os valores de CIM foram na faixa de 250 a > 1000 pug/mL. Os trés

compostos apresentaram atividades antifingicas semelhantes (Figura 15).
o) CHs, o) CHs ° NT— o
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Figura 15: Estrutura das tiazolidinonas 10, 11 e 12

Bhatt & Sharma (2012), sintetizaram uma série de tiazolidinonas, e os
produtos foram submetidos a avaliacdo antifingica contra trés fungos: C. albicans,
A. niger, e A. clavatus. Os valores de CIM encontrados ficaram na faixa de 200 a
>1000 pg/mL. O composto 15 foi mais ativo em relagéo a atividade antifingica que

seus precursores 13 e 14 (Figura 16).

Figura 16: Estrutura das tiazolidinonas 13, 14 e 15
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Shrivastava et al. (2012) realizaram a avaliagdo antifungica de tiazolidinonas
derivadas da 2,6- diaminopiridina (Figura 17) contra trés fungos, B. fabae, F.
oxysporam e T. viridae, com a utilizacdo do método de disco difusdo em agar,
utilizando o cloranfenicol como padréo. Os resultados foram expressos em CIM e

encontraram-se na faixa de 6,25 a 200 pg/mL para ambos 0s compostos.

O o SN e T
o & o
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Figura 17: Estrutura das tiazolidinonas 16 e 17

Em outro estudo realizado, foram sintetizadas 4-tiazolidinonas (Figura 18) e
os compostos foram submetidos a avaliagdo antifungica contra C. albicans, A. niger
e A. clavatus, utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo. Os resultados foram
relatados em CIM, com a utilizagdo de griseofulvina como agente padrdo, e se
encontram na faixa de 250 a 1000 pg/mL (PATEL & PATEL, 2012c).
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Figura 18: Estrutura da tiazolidinona 18

Desta forma, observa-se que a literatura apresenta varios estudos
demonstrando a importancia das tiazolidinonas como agentes antifungicos. Ainda
assim mais estudos estdo em desenvolvimento a fim de encontrar substancias mais
ativas contra os fungos. Nesse projeto visamos também estudar as propriedades

antifingicas das dezesseis novas tiazolidinonas.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e solventes utilizados
- RPMI
- MOP’S
- DMSO
- SDA

3.1.1 Reagentes e solventes néo purificados
— Acetato de Etila
— Hexano
— Tolueno
— Acido mercaptoacético
— Sulfato de Magnésio
— 2-aminoetilpiperidina
— 2- clorobenzaldeido
—  3- clorobenzaldeido
— 4- clorobenzaldeido
— 2-fluorbenzaldeido
—  3- fluorbenzaldeido
—  4- fluorbenzaldeido
—  3- metoxibenzaldeido
— 4- metoxibenzaldeido
— 2- nitrobenzaldeido
— 3- nitrobenzaldeido
— 4- nitrobenzaldeido
— 3-hidroxibenzaldeido
—  p- tolualdeido

— salicilaldeido
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3.2. Equipamentos utilizados

3.2.1. Espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de H* foram obtidos utilizando o espectrémetro Varian
Oxford AS-400 em CDClIs3, contendo trimetilsilano como padréo interno. Os espectros
de C" ( MHz) foram obtidos utilizando aparelho Bruker Ac-200F. As anélises foram
obtidas na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). O processamento dos
espectros ocorreu por meio do arquivo FID utilizando o programa Magnetic
Ressonance Companion (MestReC) 1D NMR Manager e 2D-NMR Manager (COSY,
HSQC and HMBC).

3.2.2. Espectrobmetro de Cromatografia Gasosa e Cromatografia Gasosa

Acoplada a Espectrometria de Massas

Os cromatogramas foram obtidos em um cromatografo a gas da marca
Shimadzu CG-2010. Os espectros de massas foram obtidos em um aparelho de
CG2010-plus, com injetor automético CG-MS-QP2010SE System AOC-20i, na
Universidade Federal de Pelotas.

3.2.3. Ponto de fuséo

Os pontos de fusdo das tiazolidinonas derivadas da 2-aminopiridina, foram
determinados em um aparelho da marca Fisatom, com trés tubos capilares, modelo
430, 230 V, 60 Hz, 50 W. Termdmetro até 360 °C.

3.3 Métodos experimentais
3.3.1 Procedimento geral de sintese das tiazolidinonas 4a-p

Em um baldo, de 50 mL, conectado num sistema Dean-Stark, foi adicionado 1
mmol da 2-aminoetilpiperidina 1, 1 mmol do benzaldeido substituido 2a-p, sob
agitacdo e refluxo de tolueno (35 mL) por 2 horas. Apoés, adicionou-se o acido
mercaptoacético 3 e a reacdo foi mantida sob agitagédo e refluxo por mais 3 horas. A

mistura reacional foi lavada com solucédo saturada de NaHCO3 (3 x 10 mL), sendo
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recolhida a fase organica, a qual foi seca com MgSO4 e o0 solvente removido em um
evaporador rotatorio. A purificacdo do produto bruto foi feita por meio de lavagem

com hexano a quente.

3.3.2. Procedimento para a avaliacao antifungica

Todos os compostos sintetizados foram submetidos a avaliacdo antifungica
contra sete fungos leveduriformes, Criptococcus laurentii; Geotrichum sp., Candida
parapsilosis, Candida guilliermondii, Trichosporum asahii, Rhodotorula sp. e Candida
albicans. As leveduras foram obtidas da micoteca do Laboratério de Micologia da
UFPel, isoladas de cabelo e canal auditivo da microbiota fungica de gatos (ALBANO
et al. 2011; ALBANO et al., 2012). A determinacdo da atividade antifungica dos
compostos foi realizada segundo o meétodo de microdiluicdo em caldo para
leveduras, de acordo com o CLSI M27-A3 (CLSI, 2008) e expressa em CIM.

3.3.2.1. Concentragdo Inibitoria Minima

As tiazolidinonas foram solubilizadas em DMSO, na relacdo de 4,8 mg de
composto para 3 mL do solvente, produzindo uma solucdo mae de 1,6 mg/mL.
Como farmaco padrdao, foi utilizado o fluconazol, respeitando-se a mesma
concentracédo dos demais compostos.

Para a realizacdo dos testes, primeiramente preparou-se o inéculo através da
subcultura (repique) dos organismos (Figura 19), em placas estéreis com &agar
Sabouraud dextrose ou agar batata-dextrose, com temperatura de incubacéo de 35°
C. O inoculo foi preparado escolhendo-se colbnias isoladas de culturas de 48 horas
para a maioria dos fungos e 72 horas para a Rhodotorula sp. As colbnias foram
suspensas em 5 mL de solucdo salina estéril 0,145 mol/L (8,5 g/L NaCl; salina a
0,85%).
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Figura 19: Subcultura (repique) dos fungos

A suspensdo resultante foi colocada em agitador de voértex durante 15
segundos e a densidade celular, ajustada com espectrofotbmetro, acrescentando-se
solucédo salina suficiente para obter a transmitancia equivalente de uma solucéo-
padrao da escala de McFarland 0,5 em comprimento de onda de 530 nm. Esse
procedimento forneceu uma suspenséo-padréo de levedura contendo 1 x 10° a 5 x
10° células por mL. A suspensdo padrdo de levedura foi diluida 1:50 e depois 1:20
com o meio de cultura, para se obter o indculo usado no teste (de 1 x 10°a 5 x 10°
UFC/mL). O in6culo foi diluido a 1:1 quando os pocos forem inoculados, chegando-
se & concentracdo final desejada de 0,5 x 10° a 2,5 x 10 UFC/mL.

O teste de microdiluigéo foi realizado em microplacas estéreis, descartaveis,
com multiplos pogos (96 pocos) (Figura 20). Os compostos sdo dispensados nos
pocos das fileiras 2, e diluidos até a fileira 11 das placas, em volumes de 100 pL,
com uma pipeta multicanal. A fileira 1 foi utilizada como controle negativo, e contem
somente o meio estéril, isento do composto e do inéculo. A fileira 2 contem a maior
concentracdo da substancia (400 pg/mL) e a fileira 11 a menor concentracao (0,78
pg/mL). Cada poco da placa de microdiluicdo foi inoculado com 100 pL do in6culo, o
que leva as diluicbes das drogas e a concentracdo do indculo antes mencionados.
Os pocos controle de crescimento, fileira 12, contém 100 yL de meio estéril, isento
da substancia, e foram inoculados com 100 uL do indculo. Todos os testes foram
realizados em triplicata.
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Figura 20: Microplacas de 96 pocos para a realizacdo do teste de microdiluicdo

As microplacas foram incubadas por 48 horas a 35°C, antes de serem
determinados os resultados. ApoOs este periodo, foi efetuada a leitura dos testes,
com a observacdo da presenca ou auséncia de crescimento visivel, com a
configuracdo de CIM (concentracao inibitéria minima) como sendo o ultimo poco em
que nao ocorreu crescimento do fungo (Figura 21). Os resultados encontram-se na
Tabela 4.

CN 400 200 100 50 25 125 625 3125 156 078 CP
CN: Controle negativo

CP: Controle positivo
CIM;ug/mL

Figura 21: Demonstracdo da leitura através do crescimento fungico visivel e

determinacédo do CIM.

Para a realizacdo dos testes utilizou-se o meio de cultura sintético
denominado RPMI-1640 (com glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermelho
de fenol). O mesmo foi tamponado a pH 7,0 + 0,1, em temperatura de 25° C. A
solugéo-tampéo considerada satisfatoria nos testes de sensibilidade a antifungicos
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que ndo antagoniza os agentes antifungicos, € o MOPS (concentracdo final de
0,165 mol/L, pH 7,0).

3.3.2.2. Concentracéo Fungicida Minima (CFM)

A atividade fungicida foi determinada para cada substancia de forma isolada
em agar Sabouraud dextrose. Apos 48 horas de incubacao, foi retirado 10 uL de trés
pocos de cada amostra, e repicados em placas de Petri. A escolha dos pocos
ocorreu de acordo com os resultados obtidos, sendo estes: 0 po¢co em que ocorreu a
inibicdo completa, o po¢o anterior ao que ocorreu a inibicdo completa, e o ultimo
poco com crescimento positivo. Os contedudos das placas ndo foram agitados
previamente a remocéo dos volumes e as mesmas foram incubadas a 35 °C por 24
horas. A CFM foi definida como a menor concentragdo da substancia que nao

apresentou crescimento.



4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS
4.1. Sintese das substancias

Neste capitulo serd explicada a numeragdo e a nomenclatura das substancias
sintetizadas no trabalho. Logo apdés, serd apresentada a rota sintética empregada
onde serdo discutidos as condi¢cbes reacionais, metodologia utilizada, purificacao,

rendimentos e caracterizacdo das substancias.

4.1.1. Numeracgdo e nomenclatura dos compostos sintetizados

De modo geral foi estabelecida a seguinte numeragdo para 0s reagentes e
produtos obtidos: 1 para amina (2-aminoetilpiperidina), 2 para benzaldeidos
substituidos, 3 para acido mercaptoacético e 4 para as tiazolidinonas. A
nomenclatura utilizada para as substancias esta de acordo com as regras da IUPAC
e esté presente na Tabela 2.

Tabela 2. Nomenclatura das substancias sintetizadas.

Nomenclatura

4a  2-(2-fluorfenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-ona
4b  2-(3-fluorfenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-ona
4c  2-(4-fluorfenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-ona
4d  2-(2-clorofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-ona
4e  2-(3-clorofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-ona
4f  2-(4-clorofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-ona
4g 2-(2-nitrofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-ona
4h  2-(3-nitrofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-ona
4i  2-(4-nitrofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-ona
4j  2-(3-hidréxifenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-ona
4k 2-(4-hidroxifenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-ona
41  2-(2-metoxifenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-ona
4m  2-(3-metoxifenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-ona
4n  2-(4-metoxifenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-ona
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Tabela 2. Nomenclatura das substancias sintetizadas (cont.)
Nomenclatura

40 3-(piperidin-2-il)-2-(p-toluil)etil-tiazolidin-4-ona
4p  2-(2,6-diclorofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-ona

A proposta desta etapa do trabalho é estudar as condi¢cdes reacionais para a
sintese das tiazolidinonas 4a-p em refluxo de tolueno com o uso do aparelho Dean
Stark. A sintese pode ocorrer em duas etapas, com a reacdo de amina, aldeido e
posterior adicdo de &cido mercaptoacético, ou através da reagao “one pot”, a qual
ocorre em uma Unica etapa por meio da adicdo de todos os componentes no inicio

da reagdo.

4.1.2. Planejamento estrutural

Para atingir o objetivo principal do trabalho - a obtencédo de substancias para
avaliacdo bioldgica-, foi escolhida como um dos reagentes de partida o precursor
amina 2-aminoetilpiperidina, cuja estrutura € relatada com importantes acdes
bioldgicas, como por exemplo, atividade antimicrobiana (RAMALINGAN et al., 2006;
UMAMATHESWARI et al., 2010; SIWEK et al., 2011). Somando-se a este fato, as
tiazolidinonas também apresentam varias acdes bioldgicas, incluindo antifingicas e
antibacterianas. Neste sentido, a unido destes dois nucleos através de uma
hibridacdo molecular originaria uma substancia com grandes potenciais bioldgicos e
gue também apresenta semelhancas estruturais com antifingicos ja disponiveis

comercialmente, principalmente o miconazol (Figura 22).
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Figura 22: Estratégia de planejamento atraves de hibridacdo molecular e estrutura

dos farmacos fluconazol (A) e miconazol (B).
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4.1.3. CondigOes reacionais, rendimentos e ponto de fusdo das substancias

Desta forma, utilizando o know-how do grupo de pesquisa LaQuiABio, o
estudo da condicao reacional foi iniciado com a escolha aleatéria da reacdo a partir
da amina 1 e do 2-nitrobenzaldeido 2a, a fim de se obter os produtos com melhores
rendimentos possiveis e maior grau de pureza. Foram testadas trés condi¢cbes para
formacdo da tiazolidinona correspondente, ambas utilizando refluxo de tolueno.

Para auxiliar na eliminacdo de duas moléculas de agua, sendo uma da
formacdo da imina e a outra da ciclocondensacéo, utilizou-se o a destilacao
azeotrépica com o uso do aparelho Dean-stark.

Na primeira condicdo (condicdo A, Esquema 4) foi realizada a reagao “one
pot”, a qual ocorre em uma unica etapa com a adicao de todos os reagentes no
inicio da reagéo, na propor¢éo de 1:2:3 de amina (1), 2-nitrobenzaldeido (2a) e &cido
mercaptoacético (3), respectivamente (HOLMES et al., 1995). A segunda condicao,
uma otimizagao da condi¢cdo A (condicdo B, Esquema 4) também foi realizada “one
pot”, porém na proporcao 1:1:3. Ambas as reac¢des foram acompanhadas de hora
em hora por cromatografia de camada fina (CCF [eluente hexano/acetato de etila
3:1] e/lou CG), e ap6s 6 horas, além do produto foi observado a presenca de
subproduto oxatiolona (5-10%), através da analise de CG com o uso de banco de
dados de subprodutos.

O O
Os_H

NO, HSCH2COOH NN S

iy

condicdo A e B - Em uma Unica etapa; tolueno, refluxo, 6 h.

CN/\/NHZ +
1

Esquema 4: Condicdo A e B testadas para sintese das tiazolidinonas

A sintese em duas etapas, sem isolamento do intermediario, com a proporcao
equimolar de reagentes 1:1+3, também foi testada (condicdo C, Esquema 5) com o
intuito de evitar a formacdo do subproduto. Primeiramente ocorreu a reacao da
amina e do aldeido para a formacéo da imina, e 2 horas apoés o inicio da reacao foi
adicionado o acido mercaptoacético, para a ciclizacdo intramolecular. Também

houve o acompanhamento por CCF de hora em hora, e apés mais 3 horas de
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reacdo, foi constatada que houve a formacédo completa do produto, com a
confirmacédo da pureza através de cromatografia gasosa.

O<_H O»\j

NO, N> Na NSNS
A~ -NHz + HSCH,COOH
N EE— NO,
2h h

3

1 2a 4a

condicéo C - Em duas etapas; tolueno, refluxo, 5 horas

Esquema 5: Condicdo C testada para a sintese das tiazolidinonas

Baseado nesses resultados, as tiazolidinonas 4a-p foram sintetizadas sob
refluxo de tolueno (110 °C) pelo periodo total de 5 horas, na proporcédo de 1:1+3
(Esquema 6). Apds o tempo reacional a mistura foi tratada com solucéo saturada de
bicarbonato de sédio, ocorrendo a formacédo de uma fase organica e outra aguosa.
Sendo que a primeira passou pelo processo de secagem com MgSO, anidro,
filtragem e posterior remogé&o de solvente por meio da utilizagdo de um evaporador
rotatério. Quando necessarios, os produtos foram purificados através de lavagem

com hexano a quente.

Os__H 0\3
N. S
HZNXN |l s 3, ( N—/_
< > _ i .
1 p

|
Za_p 4a- _'R
(53-95%)
4a:2-F 4d:2-Cl 49:2-NOp 4j:3-OH  4m:3-OCHs
4b:3-F 4e:3-Cl 4h:3-NO, 4k:4-OH 4n:4-OCHs
4c:4-F 4f: 4-Cl 4i: 4NO, 4l: 2-OCH; 40:4-CHs
4p: 2, 6- Cl

i: HSCH,COOH 3 Tolueno, refluxo, 5 horas.

Esquema 6: Esquema geral da sintese das tiazolidinonas 4a-p .

De acordo com os dados apresentados na Tabela 3, as tiazolidinonas 4a-p
apresentaram bons rendimentos (53 - 97%) com o uso da metodologia convencional.
Além disso, com dados da andlise de CG e através da determinagdo do ponto de
fus@o dos sdlidos (cuja variacdo da temperatura foi de 1 a 3 °C), pode- se constatar

a pureza dessas substancias.
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Tabela 3. Rendimentos e pontos de fusdo dos compostos sintetizados 4a-p.

Produto R F.M PM Rendimento®(%)  p.f.°(°C)
(g/mol)

4a 2-F C16H21FNL,OS 308,41 91 71-74
4b 3-F Ci16H21:FNL,OS 308,41 83 57-61
4c 4-F C16H21FN2OS 308,41 74 70-73
4d 2-Cl C16H21CINLOS 324,87 75 Oleo
4e 3-Cl C16H21CIN,OS 324,87 64 Oleo
Af 4-Cl C16H21CIN,OS 324,87 55 75-78
49 2-NO, C16H21N303S 335,42 94 78-81
4h 3-NO; C16H21N303S 335,42 95 Oleo
4 4-NO, C16H21N303S 335, 42 88 Oleo
4j 3-OH Ci16H22N20,S 306,42 86 109-115
4k 4-OH C16H220N20,S 306,42 53 210-214
4 2-OCHsz  C17H24N205S 320,47 59 57-59
4m 3-OCHs  Cy17H24N20,S 320,47 75 Oleo
4n 4-OCH3; C;17H24N,05S 320,47 97 Oleo
40 4-CH3 C17H24N20S 304,45 86 43-46
4p 2,6-Cl CisH21CLN,OS 359,31 91 88-92

2Rendimento dos compostos isolados. ° Equipamento ndo calibrado

4.1.4. Identificac&o das substancias sintetizadas

As estruturas das tiazolidinonas derivadas da 2-aminoetilpiperidina, inéditas na
literatura, foram confirmadas por meio da analise de Ressonancia Magnética
Nuclear de hidrogénio (RMN *H) e carbono (RMN 3C) e Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS) (Tabela 4). Os espectros de RMN
'H e '3C foram obtidos em cloroférmio deuterado (CDCls), em tubos de 5 mm,
utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. E importante ressaltar que
a numeracao do grupo etilpiperidinico foi efetuada de maneira aleatéria apenas para
a identificacéo dos sinais.

Os sinais do espectro de RMN *H que confirmam a formac&o do produto sdo os
hidrogénios H2 e H5 do anel da tiazolidinona. Para a maioria das substancias,

ocorre uma sobreposigéo de sinais na regiao de 3,7 a 4,2 ppm correspondente a um
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dos hidrogénios diasterotopicos H5 e um dos também hidrogénios diasterotopicos do
H6, no entanto, eles podem ser claramente observados na tiazolidinona 4l (Figura
23) com o H5a que aparece como um dubleto de dubleto em 3,73 ppm acoplando
com ambos os hidrogénios H5b e H2 (?J=15,6 Hz e “J=1,6 Hz) e H5b que aparece
como um dubleto (3J=15,6 Hz) a 3,61 ppm. O hidrogénio H2 aparece como um
dubleto em 6,20 ppm (em alguns casos como singleto) com uma pequena constante
de acoplamento de “J=1,5 Hz com o H5a. Os hidrogénios diasterotépicos do H6 e
H7 aparecem como quatro sinais de dubletos de tripletos, tendo constantes de
acoplamento com valores de 2J= 14,0 e 3J= 6,6 para 0 H6b, e 2J= 12,8 e 3J= 7,0 para
0 H7a.0 hidrogénio H6a est& sobreposto a metoxila e o H7b sobreposto ao sinal do
hidrogénio 8. Na regido de 1,55 a 1,41 ppm encontram-se os sinais do H8, H8’, H9,
H9’ e H10, referentes aos hidrogénios do anel da piperidina (Figura 24).

A Figura 25 exemplifica o espectro de **C RMN para o composto 4i. O espectro
exibe a 171,3 ppm o sinal do grupo carbonila (C4), em 62,7 ppm encontra-se o C2, a
53,3 ppm e 54,5 ppm os carbonos metilénicos da porcdo etila C6 e C7,
respectivamente. A 32,8 ppm o sinal do carbono metilénico C5 e os demais sinais

39,9, 25,6 e 24,0 pertencem ao anel da piperidina.
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Figura 23: Espectro de RMN *H do composto 4l (200 MHz).
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Figura 24: Espectro de RMN *H do composto 4| (200 MHz). Expans&o da regido de

4alppm.
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Figura 25. Espectro de RMN **C do composto 4i (50 MHz).
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As novas tiazolidinonas também foram identificadas por espectrometria de

massas conforme exemplificado para a substancia 4d na Figura 26.

Espectm M S

100 -
904

804 Massa exata: 324,11
705 >/\

60—_ N/\/N S
E Cl

41
3 § 95‘ 125
e .3',4“' : |I|I I.|FI I.||I n I|. . |||| | ]5|5 3%4
40 60

20 PO S VS PN S YA S PSS S P P P

m/z

Figura 26. Espectro de massas da substancia 4d.

De maneira geral, todos 0s espectros mostraram um mesmo padréo de sinais,
apresentando baixas intensidades para todos os fragmentos com excec¢do do pico
base.

Na andlise de do espectro de MS da substancia 4d observa-se a quebra
tiazolidinonas derivadas da 2-aminopiperidina (Figura 26). Através destes
resultados, é possivel constatar um padrdo de quebras, sendo o0 pico base o
fragmento 98 com intensidade de 100% correspondente a 1-metilpiperidina, e o ion
molecular referente ao peso molecular da substancia com intensidade de
aproximadamente 5%. Desta forma, primeiramente ocorre a quebra do grupo etil
resultando na formacédo do pico base 98 (Estrutura I, Figura 27), com posterior
guebra do da tiazolidinona de massa 155 (Estrutura Il, Figura 27). O restante dos
fragmentos exibidos na espectrometria de massas da substéancia 4d estao ilustrados
na Figura 27.



o
o) %s
T N
N—
N/\/N — C/ + Cl
Cl
|
CeHpaN' C10HsCINOS®
Massa: 98.097 Massa: 226.009
C16H1CIN,0OS :
35411 Pico base
O
S
S 0 '
o . :
Cl — NN . N .
. CaHsNO™ I
C9H16N20 b
C16H21CIN,0S 168,126 71.0371 C7HsCIS
324,11 : 155.98

Figura 27: Proposta de fragmentag&o de massas da tiazolidinona 4d.
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Tabela 4. Dados de RMN de 'H e °C e de massas das tiazolidinonas 4a-p.

RMN *H & (ppm) Ju-+ (Hz)

RMN 3C & (ppm) Jc.r (HZ) CG-MS m/z(%)

4a

'H NMR (CDCls, 400 MHz): & 7,33 (m, 1H); 7,26 (td, 1H, °J=7,4,
4J=1,5); 7,17 (t, 1H, 3J=7,4); 7,08 (t, 1H, 3J=8,6); 6,19 (d, 1H,
“J=1,5 Hz, H2); 3,86 (dt, 1H, 2J=14,0, 3%J=6,6, -
NCH,CH,N(C=0)-); 3,80 (dd, 1H, %J=15,6, “J=1,5, H5a); 3,67
(d, 1H, 2J=15,2, H5b); 2,87 (dt, 1H, 2J=14,0, 3%J=6,6, -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,61 (dt, 1H, 2=12,5, 3J=6,2, -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,44 (m, 5H, -NCH,CH,N(C=0)-); 1,58 (m,
4H); 1,43 (m, 2H).

3C NMR (CDCl;, 100 MHz): &. 308 (M, 2); 153 (1);
171,4 (C4); 160,4 (d, “Jcr=249); 139 (2); 113 (4); 98
130,4 (CJcr=8,4); 127,9 (d, “Jc. (100); 69 (4)
r=3,1); 124,7 (d, *Jc¢=3,6); 116,1

(d, 2Jc¢=21,1) (Ph); 57,6 (C2); 55,7

e 54,3 (-NCH,CH,N-); 39,7; 32,5

(C5); 25,4; 23,9.

4b

'H NMR (CDCls, 400 MHz): & 7,34 (m, 1H); 7,27 (s, 1H); 7,05
(m, 4H); 591 (s, 1H, H2); 3,82 (m, 2H, H5a e -
NCH,CH,N(C=0)-); 3,71 (d, 2H, J=152, H5b e -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,83 (dt, 1H, 2J=13,6, J=6,6, %J=7,0, -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,58 (dt, 1H, 2J=12,8, 3J=6,6, -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,41 (m, 5H, -NCH,CH,N(C=0)-); 1,59 (m,
4H); 1,44 (m, 2H).

13C NMR (CDCls, 100 MHz): d.
171,3 (C4); 160,6 (d, *Jc.rF=251);
130,6 (d, 3Jc.e=8,1); 122,5 (d, “Jc.
r=2,9); 116,0 (d, 2Jcr=21,3) e
113,8 (d, 2Jc.r=22,1) (Ph); 63,2
(C2); 55,9 e 54,4 (-NCH,CH.N-);
39,6; 32,7 (C5); 25,5; 23,9

308 (M, 2); 224 (1);
153 (1); 139 (2); 113
(4); 98 (100); 96 (5);
69 (4)
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4c

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 5. 7,31 (m, 2H); 7,08 (t, 2H,
3)=8,6); 591 (s, 1H, H2); 3,77 (m, 2H, H5a e -
NCH,CH,N(C=0)-); 3,72 (d, 1H, %J=15,6, H5b); 2,79 (dt, 1H,
J=14,6, 3J=6,6, J=6,2, -NCH,CH,N(C=0)-); 2,55 (dt, 1H,
2J=12,9, %J=6,6, 3J=6,2, -NCH,CH,N(C=0)-); 2,38 (m, 5H, -
NCH,CH,N(C=0)-); 1,58 (m, 4H); 1,44 (m, 2H).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 3.
171,2 (C4); 162,9 (d, 'Jc.r=248),
135,4 (d, *Jcr=2,9), 128,9 (d, 3Jc.
£=8,8) e 116,0 (d, 2Jc.r=21,3) (Ph);
63,3 (C2); 558 e 544
(NCH2CH2N-); 39,5; 32,8 (Cb5);
25,5; 23,9.

308 (M, 2); 153 (1);
139 (2); 113 (3); 98
(100); 96 (4); 69 (3)

4d

'H NMR (CDCls, 400 MHz): & 7,40 (dd, 1H, 2J=7,8 e 3J=1,9);
7,29 (m, 2H); 7,17 (dd, 1H, 2J=7,0, 3J=2,3, 3J=1,9); 6.37 (s, 1H,
H2); 3,92 (dt, 1H, 2J=14,0, 3J=5,8, -NCH,CH,N(C=0)-); 3,72 (d,
1H, 2J=15,6, H5a); 3,64 (d, 1H, 2J=15,2, H5b); 2,83 (dt, 1H,
2J=14,0, %J=6,6, -NCH,CH,N(C=0)-); 2,56 (dt, 1H, 2J=12,9,
3)=6,6, -NCH,CH,N(C=0)-); 2,38 (m, 5H, -NCH,CH,N(C=0)-);
1,54 (m, 4H); 1,41 (m, 2H).

13C NMR (CDCls, 50 MHz):  171,9
(C4); 137,3, 132,7, 130,2, 129,5 e
127,4 (Ph); 60,2 (C2); 56,1 e 54,5
(-NCH,CH;N-); 40,1; 32,0(C5);
25,7; 24,1.

324 (M, 2); 155 (2);
125 (3); 98 (100); 96
(5); 69 (5)

4e

'H NMR (CDCl;, 400 MHz): & 7.30 (m, 3H); 7,18 (m, 1H); 5,90
(d, 1H, %J=1,6, H2); 3,81 (m, 2H, H5a e -NCH,CH,N(C=0)-);
3,71 (d, 1H, 2J= 15,2, H5b); 2,79 (dt, 1H, 2J=13,6, 3J=5,8, -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,53 (dt, 1H, 2=132, 3J=58, -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,33 (m, 5H, -NCH,CH,N(C=0)-); 1,56 (m,
4H); 1,43 (m, 2H).

3C NMR (CDCl;, 100 MHz): &
171,2 (C4); 142,1; 134,9; 130,3,
129,2, 127,0 e 1250 (Ph); 63,3
(C2); 56,2 e 54,5 (-NCH,CH,N-);
39,8; 32,7 (C5); 25,8; 24,1.

324 (M, 1); 155 (2);
127 (2); 113 (3); 98
(100); 96 (4); 69 (4)
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4f

'H NMR (CDCls, 400 MHz): & 7,34 (d, 2H, 3J=8,2); 7,26 (d, 2H,
3)=8,6); 5,90 (s, 1H, H2); 3,84 (dt, 1H, 2J=14,0, °J=6,6, -
NCH,CH,N(C=0)-); 3,77 (d, 1H, 2J=16,0, H5a); 3,72 (d, 1H,
2J=16,0, H5b); 2,82 (dt, 1H, 2J=14,0, 3J=6,6, -NCH,CH,N(C=0)-
); 2,61 (dt, 1H, 2J=12,5, 3J=6,6, -NCH,CH,N(C=0)-); 2,50 (m,
5H, -NCH,CH,N(C=0)-); 1,45 (m, 4H); 1,25 (m, 2H).

13C NMR (CDCls, 50 MHz): 5 171,1
(C4); 138,4, 134,7, 129,2 e 128,3
(Ph); 63,3 (C2); 56,3 e 54,5 (-
NCH,CH2N-); 39,8; 32,8 (C5);
25,9; 24,1.

324 (M, 2); 155 (2);
125 (3); 98 (100); 96
(4); 69 (5)
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'H NMR (CDCl;, 400 MHz): & 8,13 (d, 1H, 3J=8.2); 7,70 (t, 1H,
33=7,4); 7,51 (t, 1H, 23=8,2); 7,30 (m, 1H); 6,59 (s, 1H, H2); 3,98
(dt, 1H, 2J=14,0, 3J=5,8, -NCH,CH,N(C=0)-); 3,70 (d, 1H,
2J=15,6, H5a); 3,61 (d, 1H, 2J=16,0, H5b); 2,87 (dt,1H, 2J=13,6,
3)=6,2, -NCH,CH,N(C=0)-); 2,67 (dt, 1H, %J=12,8, 3J=6,6, -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,45 (dt, 1H, 2=12,8, 3J=58, -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,39 (m, 4H); 1,51 (m, 4H); 1,41 (m, 2H).

3C NMR (CDCls, 50 MHz): 5172,4
(C4); 147,0, 136,7, 134,4; 129,0,
125,8 e 125,7 (Ph); 58,9 (C2); 55,8
e 54,3 (-NCH,CH,N-); 39,8; 31,4
(C5); 25,0; 23,6.

335 (M, 2); 166 (5);
113 (2); 98 (100); 69
(4)

4h

'H NMR (CDCls, 400 MHz): d 8,20 (m, 2H); 7,67 (d, 1H, *J=7,8);
7,59 (t, 1H, %J=7,8); 6.08 (d, 1H, “J=1,6, H2); 3,85 (m, 2H, H5a, -
NCH,CH,N(C=0)-); 3,75 (d, 1H, 2J=15,6); 2,78 (dt, 1H, 2J=12,5,
3J=7,4, 3J=5,7, -NCH,CH,N(C=0)-); 2,59 (dt, 1H, 2J=12,8,
3J=6,2, -NCH,CH,N(C=0)-); 2,38 (m, 5H, (-NCH,CH,N(C=0)-);
1,58 (m, 4H): 1,44 (m, 2H).

3C NMR (CDCl;, 100 MHz): &
171,2 (C4); 142,55, 132,9, 130,2,
123,9, 122,0 e 104,9 (Ph); 62,9
(C2); 56,1 e 54,5 (-NCH,CH,N-);
39,7; 32,7 (C5); 25,6; 23,9.

335 (M, 2); 166 (L);
113 (2); 98 (100); 69
(5)
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4i

'H NMR (CDCls, 400 MHz): & 8,26 (d, 2H, *J=9,0); 7,48 (d, 2H,
3)=8,6); 6,09 (s, 1H, H2); 3,86 (dt, 1H, 2J=14,0, 3J=5/4, -
NCH,CH,N(C=0)-); 3,78 (d, 1H, 2J=15,2, H5a); 3,74 (d, 1H,
2J=15,2, H5b); 2,77 (dt, 1H, 2J=14,4, 3J=5,2, -NCH,CH,N(C=0)-
); 2,57 (dt, 1H, 2J=12,9, 3J=5,8, -NCH,CH,N(C=0)-); 2,35 (m,
5H, -NCH,CH,N(C=0)-); 1,56 (m, 4H); 1,44 (m, 2H).

13C NMR (CDCls, 50 MHz): 5 171,3
(C4); 148,1, 147,4, 127,6 e 124,3
(Ph); 62,7 (C2); 56,3 e 54,5 (-
NCH,CH2N-); 39,9; 32,6 (C5);
25,7: 23,9.

335 (M, 2); 251 (1),
166 (1); 134 (1); 117
(1); 98 (100); 84 (5);
69(5)

4

'H NMR (CDCl;, 400 MHz): & 7,16 (t, 1H, 3J=7,8); 6,73 (t, 2H,
3)=7,4); 6,66 (s, 1H); 5,72 (s, 1H, H2); 3,82 (dt, 1H, 2J=13,6,
3J=7,4, -NCH,CH,N(C=0)-); 3,76 (d, 1H, 2J=15,6, H5a); 3,67 (d,
1H, 2J=15,6, H5b); 2,88 (dt, 1H, 2J=13,6, 3%J=6,6, -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,58 (dt, 1H, 2=10,9, 3J=7,8, -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,46 (m, 5H, -NCH,CH,N(C=0)-); 1,59 (m,
4H); 1,43 (m, 2H).

13C NMR (CDCls, 50 MHz): 8 171,7
(C4); 157,6, 140,6, 130,2, 118,0,
116,6, 116,5 e 113,4 (Ph); 63,8
(C2); 55,2 e 54,4 (-NCH,CH,N-);
39,6; 32,8 (C5); 25,2; 23,7.

306 (M, 2); 195 (2);
151 (1); 113 (4); 98
(100); 69 (4)

4k

'H NMR (CDCls, 400 MHz): & 7,14 (d, 2H, *J=8,6); 6,82 (d, 2H,
3)=8,2); 5,80 (s, 1H, H2); 3,69 (m, 3H, H5a, H5b e -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,79 (dt, 1H, 2J=14,0, 3J=6,6, -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,47 (dt, 1H, 2=12,9, 3J=6,6, -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,32 (m, 5H, -NCH,CH,N(C=0)-); 1,54 (m,
4H); 1,42 (m, 2H).

3C NMR (CDCl;, 100 MHz): d
170,2 (C4); 157,4, 128,7, 1278 e
115,1 (Ph); 63,1(C2); 55,2 e 53,7 (-
NCH,CH,N-); 39,1; 32,2 (C5);
25,1; 23,4.

306 (M, 1); 151 (3);
113 (5); 98 (100): 69
(5)
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'H NMR (CDCls, 400 MHz): & 7,28 (td, 1H, 3J=8,2, *J=1,6); 7,11
(dd, 1H, 3J=7,8, %J=1,6); 6,95 (t, 1H, 3J=7,4); 6,92 (t, 1H,

13C NMR (CDCl;, 50 MHz): § 171,9
(C4); 156,8, 129,7, 127,7, 126,5;

320 (M, 4); 112 (5);
98 (100); 84 (9); 69

3J=8,2); 6,20 (d, 1H, *J=1,5, H2); 3,86 (m, 4H, OCHs; e - 120,7 e 110,9 (Ph); 58,3 (C2); 55,8 (8)
NCH,CH,N(C=0)-); 3,73 (dd, 1H, 2J=15,6, “J=1,6, H5a); 3,61(d, e 54,3 (-NCH,CHyN-); 55,4
4 1H, 2J=15,6, H5b); 2,84 (dt, 1H, 2J=14,0, 3%J=6,6, (OCHa); 39,9; 32,5 (C5); 25,6; 24,0
NCH,CH,N(C=0)-); 2,56 (dt, 1H, 2J=12,8, °%J=7,0,
NCH,CH,N(C=0)-); 2,39 (m, 5H, NCH,CH,N(C=0)-); 1,55 (m,
4H); 1,42 (m, 2H).
'H NMR (CDCl;, 400 MHz): & 7,28 (dd, 1H, J=7,7, “J=2,6); *C NMR (CDCl;, 50 MHz): 5 171,3 320 (M, 3); 151 (2);
6,88 (dd, 2H, %J=7,9, “J= 2,1); 6,82 (d, 1H, *J=1,9); 5,88 (s, 1H, (C4); 160,0; 141,2, 130,0; 119,1; 113 (9); 98 (100); 84
am H2); 3,79 (m, 5H, H5a, OMe, -NCH,CH,N(C=0)-); 3,70 (d, 1H, 114,4; 112,3 (Ph); 63,8 (C2); 55,8 (9); 69 (8)

2J=15.4, H5b); 2,82 (dt, 1H, 2=14,0, 3J=6,6, -NCH,CH,N(C=0)-
); 2,52 (dt, 1H, 2J=12,6, J=7,0 -NCH,CH,N(C=0)-); 2,32 (m,
5H, -NCH,CH,N(C=0)-)); 1,55 (m, 4H); 1,42 (m, 2H).

(OMe); 55,2 e 54,4 (-NCH,CH,N-);
39,6; 32,8 (C5); 25,6; 23,9
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4n

'H NMR (CDCls, 400 MHz): & 7,24 (d, 2H, *J=8,6); 6,89 (d, 2H,
%)=8,6); 5,85 (s, 1H, H2); 3,82 (m, 4H, -NCH,CH,N(C=0)- e
OCHs); 3,76 (m, 2H, H5a e H5b); 2,80 (dt, 1H, 2J=14,0, J=6,6, -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,50 (dt, 1H, 2=12,5, 3J=7,0, -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,28 (m, 5H, -NCH,CH,N(C=0)-); 1,55 (m,
4H), 1,42 (m, 2H).

3C NMR (CDCl;, 100 MHz): &
171,1 (C4); 160,0, 131,3, 1285 e
114,3 (Ph); 63,7 (C2); 56,1 e 54,5
(-NCH,CHN-); 55,3 (OCHz); 39,7;
32,9 (C5); 25,8; 24,1.

320 (M, 2); 151 (3);
113 (5); 98 (100); 84
(8); 69 (5)

40

'H NMR (CDCl;, 200 MHz): 5 7,18 (m, 4H): 5,86 (s, 1H, H2);
3,73 (m, 3H, H5a, H5b e -NCH,CH,N(C=0)-); 2,79 (m, 1H, -
NCH,CH,N(C=0)-); 2,49 (m, 1H, -NCH,CH,;N(C=0)-); 2,34 (m,
8H, CHz e -NCH,CH,N(C=0)-); 1,53 (m, 4H); 1,41 (m, 2H).

3C NMR (CDCl3, 50 MHz): 5 171,2
(C4); 139,0, 136,6, 129,6 e 126,9
(Ph); 63,8 (C2); 56,1 e 545, (-
NCH,CH,N-); 39,7; 32,9 (C5);
25,8; 24,1 (CHg); 21,2.

304 (M, 2); 135 (3);
113 (4); 98 (100); 84
(5); 69 (3)

4p

'H NMR (CDCl;, 400 MHz): & 7,38 (m, 3H); 7,26 (2d, 1H,
33=8,2, 2J=7,4); 6,80 (s, 1H, H2); 3,98 (dt, 1H, 2J=14,0, 3J=6,6, -
NCH,CH,N(C=0)-); 3,81 (s, 2H, H5a e H5b); 2,80 (m, 7H, -
NCH,CH,N(C=0)-); 1,72 (m, 4H); 1,50 (m, 2H).

3C NMR (CDCl;, 100 MHz): &
172,1 (C4); 161,2, 157,8, 135,0,
130,9, 130,4, e 129,0 (Ph); 67,7
(C2); 54,5 e 53,7 (-NCH,CH,N-);
38,4; 34,0 (C5); 23,9, 23,0.

359 (M, 3); 189 (5);
113 (4); 98 (100); 84
(5); 69(2)
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4.2. Avaliacao Antifungica

Neste capitulo serdo apresentados os resultados do teste de microdiluicdo em
caldo das tiazolidinonas contra os seguintes fungos, Criptococcus laurentii;
Geotrichum sp., Candida parapsilosis, Candida guilliermondii, Trichosporum asahii,
Rhodotorula sp. e Candida albicans.

4.2.1. Concentracdao Inibitéria Minima e Concentragcdo Fungicida Minima

Os resultados dos testes antifungicos foram relatados como concentracao
inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida minima (CFM) e encontram-se na
Tabela 5. Todos os compostos apresentaram os mesmos valores de CFM que os
encontrados para CIM. Os resultados encontrados serdo discutidos nos tépicos 4.3 e
4.4,



Tabela 5: Atividade antifangica das tiazolidinonas 4a-p expressas como concentracao inibitéria minima CIM e CFM (ug/ml)

Amostra Peso C. Rhodotorula C. laurenti Geotrichum C. C. T.
Molecular albicans sp. sp. Parapsilosis  Guiiliermondii asahii
4a 308,41 2-F 100 36 100 >400 100 133 >400
4b 308,41 3-F 150 33,5 100 >400 100 100 >400
4c 308,41 4-F 45 25 100 50 100 100 100
4d 324,87 2-Cl 75 33 100 50 100 100 66,5
4e 324,87 3-Cl 62 25 100 50 100 100 100
Af 324,87 4-Cl 62 50 100 50 100 100 50
49 335,42 2-NO, 55 25 100 25 50 25 100
4h 335,42 3-NO, 50 16,5 100 100 100 100 >400
4i 335,42 4-NO, 62 30 100 50 100 100 100
4j 306,42 3-OH 81 33,5 100 >400 67 100 >400
4k 306,42 4-OH 100 25 100 50 100 100 50
4] 320,47 2-OMe 100 16,5 100 41,5 100 100 50
4m 320,47 3-OMe 100 33,5 100 >400 100 100 >400
4n 320,47 4-OMe 75 33,5 100 >400 50 100 >400
40 304,45 4-Me 62 37,5 66 100 100 100 50
4p 359,31  2,6-Cl 75 30 200 50 100 200 50
FLU 306,27 1 26,5 1 8 1 16 1
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4.3. Estudo da relacao estrutura-atividade

Os resultados dos testes antifingicos ndo permitiram a determinacdo da
relacdo estrutura-atividade das tiazolidinonas 4a-p, uma vez que o efeito eletronico
do substituinte ndo contribuiu significativamente para a atividade. Ambos 0s grupos
retiradores e doadores de elétrons apresentaram valores similares de CIM e CFM. A
posicao do substituinte no anel fenilico (2, 3 ou 4) e a presenca de dois substituintes

(4p) também nao tiveram influéncia na atividade.

4.4. Importancia clinica dos resultados

A causa predominante de infeccbes flngicas invasivas causadas por
leveduras continua sendo a C. albicans. No entanto, a epidemiologia das infeccoes
fungicas vem rapidamente mudando e evoluindo de modo que espécies de Candida
nao-albicans e outras leveduras tem surgido como agentes oportunistas. Dentre as
espécies de Candida, a C. parapsilosis é considerada como uma importante causa
de infeccdo invasiva, que afeta principalmente neonatos e pacientes em unidades de
tratamento intensivo (MICELI et al., 2011).

A resisténcia das espécies de Candida nao-albicans aos atuais farmacos
antifingicos € um grande desafio para o estabelecimento de tratamentos e profilaxia.
A levedura C. guilliermondii apresenta susceptibilidade reduzida ao fluconazol (75%
suscetivel), mas é altamente suscetivel ao voriconazol (91%). Da mesma maneira,
C. rugosa apresenta 45% de suscetibilidade ao fluconazol e 61,4% ao voriconazol, e
as espécies C. lusitaniae e C. dubliniensis podem desenvolver resisténcia a
anfotericina e ao fluconazol, respectivamente. A C. parapsilosis € normalmente
suscetivel as equinocandinas, embora frequentemente possa apresentar altos
valores de CIM para a caspofungina, associados com a faléncia do tratamento. A
resisténcia ao fluconazol é determinada com valores de CIM > 64 ug/mL (MICELI et
al., 2011).

Outro estudo permitiu verificar que o posaconazol apresenta boa atividade
contra espécies de Candida, incluindo aguelas menos suscetiveis ao fluconazol (C.
glabrata, C. krusei, C. guilliermondii, e C. dubliniensis), com valores de CIM de 1

pg/mL. De acordo com Lemos et al. (2009), a caspofungina e a anfotericina B foram
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altamente ativos contra C. albicans, com faixas de CIM de 0,015-1 pg/mL e 0,06-1
pg/mL, respectivamente (SABATELLI et al., 2006).

Neste sentido, as tiazolidinonas 4a-p demonstraram atividade antifingica
moderada contra as espécies de Candida testadas. Contra a C. albicans os valores
de CIM e CFM encontram-se na faixa de 45-150 yg/mL, sendo que o menor valor de
CIM foi apresentado pela 4c (Figura 29). As substancias apresentaram pouca
atividade contra C. parapsilosis (CIM e CFM = 50-100 pg/mL, Figura 30) e C.
guilliermondii (CIM e CFM = 25-200 pg/mL, Figura 31). A excecao foi o composto 49
gque mostrou bons valores CIM e CFM de 25 pg/mL contra a levedura C.
guilliermondii, aproximadamente 1,5 vezes menos ativo que o fluconazol (CIM e
CFM =16 pg/mL).

CIM/CFM (pg/mL)

W43

160 - 150 m4b
W Ac

140 -~ mAd
4e

120 - af

100 100 100 100

100 -+ 48
81 l4_h

75 75 75 4

80 7 w4
62 62 62 62 L

w4

60 - as > —t
mam

40 1 m4n
40

20 1 = 4p
0 —— FLZ

43 4b 4c 4d 4e Af 4g 4h 41 4] 4k 4l 4m 4n 4o 4dp FUZ

Figura 28. CIM e CFM (ug/mL) das tiazolidinonas 4a-p contra C. albicans

CIM/CFM(pg/mL)

L i
140 - W 4b
mAc
120 v m4d
100 100 100 100 100 100 100 m4e
m 4f
m4g
W 4h
o 4i
4
m 4k
m 4]
mAaAm
H4in
m4ao0
m4p
mFLZ

100 -

80 -

=]
0~

60 - 50

40 -+

20

0 T T T T T T T T T T T f
4a 4b 4c Ad 4e 4f 4g 4h 4i 4] 4k 4 4m 4n 40 4p FLZ

Figura 29. CIM e CFM (ug/mL) das tiazolidinonas 4a-p contra C. parapsilosis
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CIM/CFM (pg/mL) 500 : :;
200 A H4c
180 - m4ad
160 il i H4e
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120 7 @100 100 100 100 100 100 100 100 u 4h
100 A m4i
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4a 4b 4c 4d 4e 4f 4g 4h 4i 4j 4k 4] 4m 4n 4o 4p FIZ FLZ

Figura 30. CIM e CFM (ug/mL) das tiazolidinonas 4a-p contra C. guilliermondii

Infeccdes causadas por outras espécies de Criptococcus, que ndo o C.
neoformans, ndo sdo frequentes, mas elas podem ocorrer em pacientes
imunocomprometidos portadores do virus HIV, ou outras doencas como
malignidades hematologicas ou oncoldgicas. Entre as espécies infectantes, apenas
trés sdo consideradas patdogenos humanos, C. albidus, C. laurentii e C.
uniguttulatus.

A partir dos dados obtidos neste trabalho contra C. laurentii é possivel
concluir que as tiazolidinonas 4a-p ndo apresentaram atividade relevante, visto que
os valores de CIM e CFM encontrados encontram-se na faixa de 66 a 200 pyg/mL
(Figura 32) (THOMPSON et al., 2009).

CIM/CFM L
/CFM(pg/mL) 00
m4a
200 - mab
180 V W Ac
L/ mAad
160 - m de
140 m af
mag
120 1 100 100 100 100 100 100 100 100 u 4h
100 u 4i
| 4j
80 - 66 m 4k
60 - m 4]
Ham
40 - H4n
4 H 4o
20 1 map
-
0 —— FLZ
4a 4b 4c 4d 4de 4f 4g 4h 4 4) 4k 4 4m 4n 4o 4p FIZ

Figura 31. CIM e CFM (ug/mL) das tiazolidinonas 4a-p contra C. laurentii
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A emergéncia de patégenos fungicos clinicamente importantes, mas menos
comuns tem contribuido com as taxas de morbidade e mortalidade observadas nas
Gltimas décadas, principalmente na crescente populacdo de imunocomprometidos.
Dentre estes patdgenos, estdo as leveduras Trichosporon, Geotrichum,
Saccharomyces, Pichia e Rhodotorula. Fatores relevantes associados com estes
fungos incluem-se a resisténcia aos polienos pelas espécies de Trichosporon, e
elevados valores de CIM para anfotericiha B em espécies de Rhodotorula e
Geotrichum. Os fungos Trichosporon e Geotrichum também apresentam altos
valores de CIM para as equinocandinas. Somando-se a estes fatos, ainda é relatada
existéncia de poténcia reduzida do fluconazol contra isolados clinicos de
Trichosporon, Geotrichum e Rhodotorula (THOMPSON et al., 2009).

Assim, de acordo com os resultados encontrados neste estudo, as
tiazolidinonas 4a-p demonstraram moderada atividade contra T. asahii, pois 0s
resultados encontrados estdo na faixa de CIM e CFM = 50-100 ug/mL (Figura 33).
Foram encontradas também substancias inativas contra esta levedura (4a, 4b, 4j,
4m e 4n) com valores de CIM e CFM acima de 400 ug/mL.

De acordo com dados da literatura, o valor de CIM de 50 upg/mL encontrado
com os compostos 4k, 41, 4f, 40 e 4p também se aproximam dos valores

encontrados para o fluconazol (0,25 - > 64 ug/mL).

CIM/CFM (ug/mL) 100 100 100 m4c

100 7 m 4d

90 -
e

W Af

80 A

70 1 m4ag

50 50 50 50 50 W 4i

60

50 A 4k

40 m 4|
30 - W40
20 - m4p

10 A 1 FLZ

0 T T T T T T T T T T 'I

4c  4d de af 4g 4i 4k 4] 40 4p FLZ

Figura 32. CIM e CFM (pg/mL) das tiazolidinonas 4c-g, 4i, 4k-l, 40-p contra
Trichosporon asabhii
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Testes de avaliacdo de in vitro para a levedura Geotrichum capitatum
demonstrou suscetibilidade aos agentes antifungicos, com valores baixos de CIM
para isavuconazol, voriconazol posaconazol, fluconazol, anfotericina B e flucitosina
(THOMPSON et al., 2009).

Em comparacdo com os farmacos ja utlizados, as tiazolidinonas
apresentaram boa atividade contra Geotrichum sp, com faixa de CIM e CFM de 25—
100 pg/mL. Contra esta levedura também foram relatados compostos inativos (4a,
4b, 4h, 4j, 4m e 4n) com valores de CIM e CFM acima de 400 ug/mL. Entretanto,
destaca-se a substancia 4g que mostrou o menor valor de CIM e CFM de 25 ug/mL,
sendo apenas trés vezes menos ativo que o farmaco padréo fluconazol, cujo valor

de CIM e CFM encontrado no teste in vitro foi de 8 yg/mL (Figura 34).

CIM/CFM (pg/mL) 100 100 mAc
100 1 mAd
90 - m 4e
80 A m 4f
70 A W 4g
60 - H 4h
50 50 50 50 50 50 50 .
50 - W 4i
41,5 aK
40 - =
20 m 4]
M40
20 - mAap
10 -
FLZ
0 T T T T T T T T T T T II7
A4c Ad 4e Af 4g 4h 4i 4k 4l 40 4p FLZ

Figura 33. CIM e CFM (ug/mL) das tiazolidinonas 4c-i, 4k-l, 40-p contra Geotrichum

Sp

As espécies de Rhodotorula ssp parecem ser menos virulentas que as
leveduras mais comuns como Candida e Criptococcus neoformans, mas as
infecgbes por esta levedura tem sido associadas com altas taxa de mortalidade além
de poder causar septicemia e outras complicacbes. Testes de suscetibilidade
mostraram valores baixos de CIM para anfotericina B e flucitosina, e auséncia de
suscetibilidade para fluconazol e caspofungina (DIEKEMA et al., 2005). Ja em outro
estudo de suscetibilidade in vitro aos agentes antiflngicos contra espécies de
Rhodotorula, foram encontrados valores de CIM na faixa de 0,03- 0,125 yg/mL para

isavuconazol, 0,03-0,25 pg/mL para voriconazol, 0.03-1 pg/mL para posaconazol,
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0,125-> 64 ug/mL para fluconazol, 0,25-0,5 ug/mL para anfotericina B e 0,125 uyg/mL
para flucitosina (THOMPSON et al., 2009).

As tiazolidinonas 4a-p apresentaram o0s melhores resultados quando
testadas contra a levedura Rhodoturola sp (Figura 35). Todos os valores de CIM e
CFM apresentados foram menores que 37,5 pyg/mL, e com excecdo da amostra 4f,
quatro tiazolidinonas (4c, 4e, 4g, 4k) apresentaram aproximadamente o mesmo
valor de CIM que o farmaco padrao utilizado fluconazol (CIM = 26,5 ug/mL). Além
disso, as substancias 4h e 4l apresentaram os melhores valores de CIM e CFM de

16,5 pg/mL, caracterizando-se como 1.6 vezes mais ativos que o fluconazol.

CIM/CFM(pg/mL) 50 m4a
50 - m 4b
4c
45 - m4d
40 1 36 de
22 0 29
35 i r pu b } . 41:
4g
30 1 25 25 mh
25 . ™ - ] 4|
4
20 1 ak
15 - mal
= 4m
10 m4n
5 1 m 40
0 T T T T T T T T T T T T T T T T 1 . 4p
42 4b 4c 4d 4e 4f 4g 4h 4 4j 4k 41 4m 4n 4o 4p FIZ FLZ

Figura 34. CIM e CFM (ug/mL) das tiazolidinonas 4a-p contra Rhotodorula sp.

Estudos desenvolvidos por outros autores trazem valores de CIM para
tiazolidinonas na faixa de 4,68->1000 ug/mL, e alguns destes trazem a andlise da
relacdo estrutura-atividade. Patel e cols (2012) testaram tiazolidinonas contra
algumas espécies de fungos filamentosos e contra C. albicans e encontraram CIM =
12,5-100 pg/mL para a levedura. Shingade & Bari (2012) realizaram avaliacdo da
acdo antifungica de tiazolidinonas contra vérios fungos, incluindo C. albicans. Para
esta levedura os valores de CIM encontrados foram na faixa de 9,37-300 yg/mL. Em
outro trabalho, as tiazolidinonas foram testadas contra cinco fungos, incluindo C.
albicans e C. parapsilosis, e para estas leveduras os valores de CIM encontrados

foram de > 50 pyg/mL. O estudo relagao estrutura- atividade revelou que o perfil de
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atividade antifungica destas substancias parece estar relacionado com o substituinte
da posicdo 3 do anel da tiazolidinona. Ravichadran e cols (2011) testaram
tiazolidinonas contra a levedura C. albicans, obtendo valor de CIM = 17-75 ug/mL.
No estudo relacéo-estrutura atividade os resultados demonstram que grupos arila ou
heterociclos como substituintes nas posicoes 2 e 3 tendem a aumentar a acao
antifngica. Desta forma, comparativamente, as tiazolidinonas sintetizadas no
trabalho proposto tiveram acdo semelhante as demais relatadas na literatura,
embora frente aos resultados obtidos ndo tenha sido possivel determinar a sua
relacdo- estrutura atividade. E importante mencionar também que n&o foi possivel
identificar através de dados da literatura 0 mecanismo de agéo das tiazolidinonas

contra fungos.

4.5. Citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade foram realizados pelo Laboratério de Virologia e
Imunologia, da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas. A
técnica utilizada foi a vermelho neutro, e as substancias foram submetidas a
avaliacdo citotoxica contra células da linhagem Vero (rins de macaco). Os resultados
obtidos em relagdo a toxicidade dos compostos estao representados na Tabela 6.

Os resultados da avaliacdo de viabilidade celular indicaram que a toxicidade
das tiazolidinonas foi observada na concentracdo acima de 98 pug/mL. Entretanto, os
compostos 4a, 4m e 4p reduziram acima de 16% das células a 98 ug/mL, e,
portanto, foram consideradas toxicas. O composto 4f foi especialmente téxico
guando comparado com as outras substancias, pois se observou 90% de viabilidade
celular na menor concentracdo analisada (12,3 pg/mL). As tiazolidinonas 4g e 4j
apresentaram as menores toxicidades, ndo sendo téxicas nas concentracdes de 787

pug/mL e 394 pg/mL, respectivamente (Figura 35).
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Figura 35: Concentracdo das tiazolidinonas 4a-p necessaria para reduzir 0-15% das
células.

De acordo com a avaliagdo antifingica, todos os compostos apresentaram
certa atividade contra os fungos, com destaque para os compostos 4h e 4l com
valores de CIM de 16,5 ug/mL contra a levedura Rhodotorula sp. No entanto, a
avaliacdo citotoxica destes compostos revelou que na concentracdo de até 98 ug/mL
estas substancias apresentavam toxicidade as células. Unindo estas duas
informacdes, pode-se obter um fator semelhante ao indice de seletividade, o qual
demonstra a relacdo entre a concentracdo terapéutica, ou seja, a concentracao
necessaria para se obter o efeito antifiingico, e a concentracéo toxica. O valor obtido
para este indice para as tiazolidinonas 4h e 4l foi de 6 (98/16,5 = 6), ou seja, a
concentracdo antifungica € muito proxima da concentragao téxica.

Outra substancia que se destacou na avaliagdo antifungica foi a tiazolidinona
4g, com valor de CIM de 25 ug/mL contra as leveduras Rhodotorula sp., Geotrichum
sp. e C. guilliermondii. A avaliacdo citotoxica demonstrou ser necessaria uma
concentracéo de 787 ug/mL para reduzir 0-15% da viabilidade celular. Assim, o fator
seletivo para este composto foi de 31,5 (787/25 = 31,5), demonstrando uma
concentracdo terapéutica segura, visto a alta concentracdo necessaria para
apresentar citotoxicidade.

Desta forma, frente aos dados da avaliacdo antifungica e citotoxica, observa-
se uma grande relevancia do composto 4g, destacando também a importancia da

realizacdo de testes citotdxicos em compostos com potenciais atividades bioldgicas.



Tabela 6: Atividade citotdxica das tiazolidinonas contra a linhagem celular Vero, de rins de macaco, expresso como % de

viabilidade celular.

Viabilidade celular %

3150 1575 787 394 197 98 49 25 12,3
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
da 2-F 10 10 10 45 65 82 95 100 100
4b 3-F 13 17 27 60 84 92 97 100 100
4c 4-F 11 14 17 52 73 87 100 100 100
4d 2-Cl 22 16 38 31 71 94 100 100 100
4e  3-Ci 15 20 31 45 77 100 100 100 100
4f 4-Cl 11 13 15 28 68 74 84 84 90
4g 2-NO; 30 24 100 100 100 100 100 100 100
4h  3-NO; 2 7 15 60 75 94 100 100 100
4i  4-NO, 10 15 21 66 72 87 100 100 100
4j 3-OH 11 13 60 100 100 100 100 100 100
4k  4-OH 10 12 57 76 87 94 96 100 100
41  2-OMe 5 17 30 67 72 100 100 100 100
4m 3-OMe 6 11 19 57 66 84 90 97 100
4n  4-OMe 11 11 33 73 87 89 100 100 100
40 4-Me 12 13 17 51 85 100 100 100 100
4p 2,6-Cl 7 10 11 32 75 76 100 100 100
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CONCLUSOES

De acordo com os objetivos deste trabalho, e frente aos resultados, pode-se
verificar que:
- Foram sintetizadas 16 novas tiazolidinonas 4a-p derivadas da 2-

aminoetilpiperidina, com rendimentos de 53 - 95% e alto grau de pureza, sendo a
identificacdo e caracterizagdo de todos os novos compostos realizada por meio das
anélises de CG-MS e RMN de *H e *°C;

- Os melhores resultados antifungicos foram obtidos quando as tiazolidinonas
4a-p foram testadas contra a levedura Rhodotorula sp. Destaque para as
substancias 4h e 4l que apresentaram valores de CIM (16,5 pug/mL) inferiores ao
CIM do fluconazol, portanto mais potentes que o farmaco padrao;

- A maioria das tiazolidinonas ndo mostrou citotoxicidade na concentracéo de
98 pg/mL. Os melhores resultados foram obtidos para a molécula 4g (787 pg/mL) e
4j (394 ug/mL);

- A substéncia mais promissora foi a tiazolidinona 4g que além de apresentar
bons valores de CIM e CFM (25 upg/mL) contra os fungos Rhodotorula sp.,
Geotrichum sp. e C. guilliermondii a menor citotoxicidade (787 ug/mL);

- A avaliacdo antifungica das tiazolidinonas 4a-p reforcam que este nucleo
possui atividade antimicrobiana. A diferenca de resultados entre as substancias
consiste nos variados substituintes ligados ao anel da tiazolidinona. Os trabalhos
envolvendo estes compostos publicados nos ultimos anos trazem valores de CIM na
faixa de 4,68 - >1000 ug/mL, ressaltando o fato de que as substancias sintetizadas

neste trabalho apresentaram boa atividade antifangica,
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Figura 36. Espectro de RMN de *H da 2-(2-fluorfenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-
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Figura 41. Espectro de RMN de *H da 2-(4-fluorfenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-
ona 4c em CDCl;,
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Figura 42. Espectro de RMN de 'H da 2-(2-clorofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-

4-ona 4d em CDCls3,
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Figura 44. Espectro de RMN de *H da 2-(3-clorofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-

4-ona 4e em CDCl3.
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Figura 46. Espectro de RMN de 'H da 2-(4-clorofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-
4-ona 4f em CDCl5,
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Figura 48. Espectro de RMN de *H da 2-(2- nitrofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-
4-ona 4g em CDCl;,
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Figura 49. Espectro de RMN de *3C da 2-(2- nitrofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-
4-ona 4g em CDCls,
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Figura 50. Espectro de RMN de *H da 2-(3-nitrofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-4-

ona 4h em CDCl;.
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Figura 51. Espectro de RMN de *3C da 2-(3-nitrofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-

4-ona 4h em CDCl;,
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Figura 52. Espectro de RMN de *H da 2-(4- nitrofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-

4-ona 4i em CDCls,
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Figura 53. Espectro de RMN de 3C da 2-(4- nitrofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-tiazolidin-

4-ona 4i em CDCls,



oL =

LI T | LI LI | LI T T I T LI T I LI T T I T T T T I T T T T I LI LI I T T T T
70 6.0 50 40 30 20 1.0 0.0
pem {t1)

Figura 54. Espectro de RMN de *H da 2-(3- hidroxifenil)-3-(piperidin-1-il)etil-
tiazolidin-4-ona 4j em CDCl3
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Figura 55. Espectro de RMN de *C da 2-(3- hidroxifenil)-3-(piperidin-1-il)etil-
tiazolidin-4-ona 4j em CDCl;,
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Figura 56. Espectro de RMN de *H da 2-(4- hidroxifenil)-3-(piperidin-1-il)etil-
tiazolidin-4-ona 4k em CDCl3,
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Figura 57. Espectro de RMN de *C da 2-(4- hidréxifenil)-3-(piperidin-1-il)etil-
tiazolidin-4-ona 4k em CDCl3.



8RNC28 FYEE RE EBE3IrE8 SEGE 2l
Wnm 10 1
W\ \ i

0.4 5 _—4IZIIJ
g 7 I\ -
EII ‘\N""‘\‘“"’N"{Iz i
| 5 | OCH, B
1[5\/8 & ,Tf 300
9 \. ) r
200
100
E
L{ [,
o | L o ! -
P - = paps Bopo® & I
"BE2 2 20k +r 22 e -
| T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
70 8.0 50 40 20 20 10 0o

ppm (t1)
Figura 58. Espectro de RMN de 'H da 2-(2- metdxifenil)-3-(piperidin-1-il)etil-
tiazolidin-4-ona 4l em CDCls,
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Figura 59. Espectro de RMN de *C da 2-(2- metéxifenil)-3-(piperidin-1-il)etil-
tiazolidin-4-ona 4| em CDCl;,
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Figura 60. Espectro de RMN de *H da 2-(3- metoxifenil)-3-(piperidin-1-il)etil-
tiazolidin-4-ona 4m em CDCl3,
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Figura 61. Espectro de RMN de *C da 2-(3- metoxifenil)-3-(piperidin-1-il)etil-
tiazolidin-4-ona 4m em CDCl3.
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Figura 62. Espectro de RMN de *H da 2-(4- metoxifenil)-3-(piperidin-1-il)etil-
tiazolidin-4-ona 4n em CDCl;,
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Figura 63. Espectro de RMN de *C da 2-(4- metoxifenil)-3-(piperidin-1-il)etil-
tiazolidin-4-ona 4n em CDCl;,
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Figura 64. Espectro de RMN de *H da 3-(piperidin-2-il)-2-(p-toluil)etil-tiazolidin-4-ona

40 em CDCl3,
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Figura 65. Espectro de RMN de **C da 3-(piperidin-2-il)-2-(p-toluil)etil-tiazolidin-4-
ona 4o em CDCl3,
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Figura 66. Espectro de RMN de *H da 2-(2,6-diclorofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-
tiazolidin-4-ona 4p em CDCl;,
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Figura 67. Espectro de RMN de **C da 2-(2,6-diclorofenil)-3-(piperidin-1-il)etil-
tiazolidin-4 ona 4p em CDClj,



ANEXO Il — Espectros de CG/ CG-MS



Cromatograma da Amostra: WC_AK13
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Figura 68: Espectro de CG/ CG-MS da tiazolidinona 4a



Cromatograma da Amostra: WC_AK14
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Figura 69: Espectro de CG/ CG-MS da tiazolidinona 4b
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Cromatograma da Amostra: WC_AK15
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Figura 70: Espectro de CG/ CG-MS da tiazolidinona 4c
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Figura 71: Espectro de CG/ CG-MS da tiazolidinona 4d



Grom atogram a da Am ostra: AK_24_MS
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Figura 72: Espectro de CG/ CG-MS da tiazolidinona 4e
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Figura 73: Espectro de CG/ CG-MS da tiazolidinona 4f



Cromatograma da Amostra: WC_AK11
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Figura 74: Espectro de CG/ CG-MS da tiazolidinona 4h
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Cromatograma da Amostra: WC_AK12
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Figura 75: Espectro de CG/ CG-MS da tiazolidinona 4i
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Figura 76: Espectro de CG/ CG-MS da tiazolidinona 4l



Grom atgram a daAmostra: AK21_MS
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Figura 77: Espectro de CG/ CG-MS da tiazolidinona 4m
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Grom atgram a da Amostra: AK22 MS -
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Figura 78: Espectro de CG/ CG-MS da tiazolidinona 4n
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- 1C
1,657 956 g
g
_|.LI. : [l : ' o 'Lu ¥
40 10.0 200 300 320
mn
) Crom abgrama TG
Piof Rime [Tme Fime rea  Area¥ Heght Heghth AH MWark Nome
1 b.361 6.325 6.400 163023 1.88 111243 6.34 1.47
2 24 458 24383 24.567 4035136 96.12 1643239 9366 146
4198159 100.00 1754482 10000
Espectro M S
100 T
904 0%
80- O\l/\/l\l S
T04
60
3 P.M.: 304,45 CH;
50
] 120
404
304
204
3 11 o
104
I N f N | |
T . |i| . Ill'llllll'l T |I|||i . ||'I'| I| T I|||| | . T
30 40 50 60 70 80 90 1150 1o 120 )
mZ
Tabekh de Massas
Peakf:l R.Tme6.358Bcanf392)
Massa P icodd
G roup 1 -Event!
flms Rel bt flmse Fel nt flmsz Rel bt flmp Rel ht flmpg Rel ht flmsi Rel nt
1] 38 0.59 §] 53 LI (18] T4 075 [22] &9 123 | (29 [105 10000 |36]120 45 .64
FIEL B.53 1187 0BE| [TE] T% 070 (T3] 81 .34 [30]7106 A6 [AT[T1I [N}
3 00 075 [10] &3 1RY) [IT] Tk 0.76] [T4] 9T 1.IT| [3T] 115 1.95
[N 17T (1] &9 30T 8] T 1217 [E5] 53 055 | [3T]118 0.75
5 50 AT [1I] /2 0.7%] [15] 78 104] [Ze]10Z .10 [33]117 115
Bl 51 43| [13] &3 285 [Z0] T9 EaT| [ET]103 G.EE| [34]11E 0.4
11 52 1.86] [(14] 65 416] [21] &0 060 [28[104 2.66 | (35118 10.65

Figura 79: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 40



