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RESUMO

SINTESE E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE DERIVADOS DE
3-(PIRIMIDIN-2-IL)-TIAZOLIDINONAS

Autor: José Coan Campos Junior

Orientador: Prof. Dr. Geonir Machado Siqueira

Dados da literatura mostram que os anéis pirimidinicos e tiazolidinbnicos
apresentam atividade antioxidante, com isso o presente trabalhoteve como objetivo
sintetizar compostos heterociclos contendo essas duas classes e avaliar
conjuntamente a atividade antioxidante das mesmas. A sintese de onze 3-(pirimidin-
2-il)-tiazolidinonasfoi realizada utilizando peneira molecular como um agente
dessecante e no fim obteve-se bons rendimentos comparados a metodologia
tradicional utilizando destilacdo azeotropica com aparelho Dean-Stark. Por uma vez,
a capacidade antioxidante dos compostos sintetizados foi avaliadaatravés de
ensaios com os radicais DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e ABTS" (acido 2,20-
azinobis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico)). Seis compostos mostraram atividade
antioxidante frente ao DPPH+ com consideravel ECs, (16,13-49,94 ug/mL) e também
excelente atividade em relacdo ao ABTS'e (10,32-53,52 TEAC).Portanto, 0s
compostos 3-(pirimidin-2-il)-tiazolidinonas podem ser facilmente sintetizados por esta
nova metodologia mais simples e servem de potenciais precursores para O

desenvolvimento de um novo composto antioxidante.

Palavras chave:tiazolidinonas, peneira molecular, atividade antioxidante.
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ABSTRACT

EFFICIENT SYNTHESIS AND ANTIOXIDANT EVALUATION OF
THIAZOLIDINONES FROM 2-AMINOPYRIMIDINE

Author: José Coan Campos Junior

AcademicAdvisor: Prof. Dr. Geonir Machado Siqueira

In the present work, we report the efficient synthesis of 11 3-(pyrimidin-2-yl)-
thiazolidinones in good vyields using molecular sieve as a desiccant agent. In
addition, we have evaluate the antioxidant capacity of the synthesized compounds by
the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH+) and 2,20-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid (ABTS'+) radicals scavenging assay. Six compounds showed
antioxidant activity towards DPPHewith considerable ECsy (16.13-49.94 ug/mL) and
also showed excellent activity regarding ABTS" (10.32-53.52 TEAC). These results
showed that compounds 3-(pyrimidin-2-yl)-thiazolidinones may be easily synthesized
by a less expensive procedure and could be a good starting point to development of

a new antioxidant compounds.

Keywords:thiazolidinones, molecular sieves, antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

Ha uma grande variedade de atividades biologicas exibidas pelas tiazolidin-
4-onas e pirimidinas. Derivados de pirimidina constituem uma importante classe de
agentes terapéuticos em quimica medicinal incluindo antimicrobiana, anticancer,
anti-inflamatérios, anti-HCV, anti-HIV, antioxidante e varios outros (Bukhari et al.,
2013). Os compostos contendo anel tiazolidinona s&o conhecidos por suas
propriedades biolégicas, por exemplo, atividade anticonvulsivante, hipnatico,
antituberculosa, anticancer e antiviral (Jain et al., 2012).

Varios meétodos para a sintese de tiazolidin-4-onas substituidas estao
disponiveis na literatura. Essencialmente, a reacdo de trés componentes,
envolvendo uma amina primaria, um composto carbonilicoe o acido
mercaptoacético.E a abordagem mais comum utilizar a destilacdo azeotrdpica com
Dean-Stark para a remocdo da &gua. Além disso, outros protocolos foram
desenvolvidos utilizando agentes de desidratacdo entre estes Na,SO,, peneiros
moleculares, DCC e HBTU, com a finalidade de melhorar o rendimento do produto
desejado (Prasad e Nath, 2012).

E sabido que os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio estio
envolvidos na patogenicidade de vérias doencas, muitas delas crbnicas e
relacionadas com a idade (Valko et al., 2007). Deste modo, os antioxidantes foram
recentemente identificados como alvos terapéuticos para combater diferentes
doencas, tais como a inflamacdo, a carcinogénese e aterogénese(Wojcik,
Burzynska-Pedziwiatr e Wozniak, 2010). Além disso, algumas tiazolidinonas tém
demonstrado atividade antioxidante (Bardia, Singh e Rao, 2005), que abre ocaminho
para 0s ensaios com outros compostos com este anel.

Por conseguinte, a proposta deste trabalho é preparartiazolidin-4-onas que
contenham uma porcao pirimidinica e explorar a vantagem terapéutica de
combinacado destes heterociclos. Além disso, explorar o potencial de aplicacdo de
peneira molecular como desidratante para a sintese de 3 - (pirimidin-2-il) -1,3-

tiazolidin-4-onas.



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e avaliar o potencial antioxidante de compostos derivados de 3-

(pirimidin-2-il)-tiazolidinonas.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Sintetizar, caracterizar e comparar rendimentos dos compostos
derivados de  3-(pirimidin-2-il)-tiazolidinonastanto  pela  metodologia
comumente empregada, via destilacdo azeotrépica utilizando um aparelho

Dean-Stark, quanto utilizando peneira molecular;

b) Avaliar a atividade antioxidante dos compostos derivados de 3-
(pirimidin-2-il)-tiazolidinonas, por andlises in vitro conforme metodologia
empregando o cation radical ABTS'e (acido 2,2 -azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) e também utilizando o radical DPPHe(2,2-

difenil-1-picrilhidrazina).



3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 RADICAIS LIVRES E ESPECIES REATIVAS

Ha mais de 50 anos que o0s primeiros estudos relatando a presenca de
radicais livres nos sistemas biolégicos foram publicados. O interesse pelos radicais
livres e posteriormente por antioxidantes vem despertando cada vez mais o0s
pesquisadores, isso devido a associacdo entre a presenca de radicais livres e
determinadas doencas(Droge, 2002; Halliwell e Gutteridge, 2007).

O radical livre (RL)é descrito como qualquer espécie (molécula ou atomo)
que contém um ou mais elétrons ndo emparelhados em seus orbitais, sendo instavel
com uma meia vida muito curta (podendo variar de nano segundos a minutos) e
altamente reativo. Os radicais livres sdo conhecidos por induzir a peroxidacéo
lipidica (PL) e ao dano de macromoléculas celulares(Davies e Pryor, 2005; Halliwell,
2006; Halliwell e Gutteridge, 2007).

As espécies radicalares podem ser formadas pela perda de um anico elétron
ou pelo ganho de um elétron de outra substancia nao radical.A formacao de radicais
livres in vivo pode ser formada em qualquer compartimento celular, mas a principal
fonte produtora é a mitocondria através da cadeia transportadora de elétrons (CTE),
pois é o principal sitio de consumo de O,(Cannio et al., 2000; Halliwell, 2006).

As espécies reativas (ER) sdo divididas em: espécies reativas de cloro,
espécies reativas de bromo, espécies reativas de enxofre e mais comumente
apresentadas as espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de
nitrogénio (ERN)(Halliwell e Gutteridge, 2007).

As ERO séo geradas espontaneamente em células durante o metabolismo,
tais como, ndo-radicalares, H,O e radicalares, como "O,[1 ,"OH, ROO" e outros RL
que sdo subprodutos do metabolismo biolégicos aerébios(Young e Woodside, 2001;
Halliwell, 2006).

O superoéxido (‘O,[1 ) é a ERO mais importante do sistema biolégico, possui
um elétron desemparelhado, localizado no orbital antiligante T*. E formado de varias
maneiras, uma fonte € na CTE devido a uma falta de coordenacao entre a taxa de
entrada de elétrons e a transferéncia desses na cadeia fazendo com que o radical
ubiquinona parcialmente reduzido ('Q J ) doa um elétron para o O, formando o "O,[]

(Cannio et al., 2000), outra importante, é através de fagocitos ou linfécitos durante o
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processo inflamatorio com gasto de uma molécula de NADPH (Diplock et al.,
1998)(Esquema 1). Apos a formacéo, o radical superoxido atua sobre a acotinase,
uma proteina 4Fe-4S, para liberar Fe**, que na presenca de H,O, gera o radical
"OH, altamente reativo e danoso as células (Reacdo de Fenton), ainda o Fe®*
produzido nessa reacdo, reage novamente com o ‘O, para recompor o Fe* e
gerar mais 'OH (Reacao de Haber-Weiss)(Halliwell, 2006; Styskal et al., 2012).

Esquema 1.Formacao de superédxido ("O,[1) via (a) NADPH e via (b) ubiquinona na
CTE.

O radical hidroxil ("OH) é uma espécie altamente reativa, formado em varios
processos fisiolégicos, pois pode reagir com qualquer enzima, lipideos de
membranas e acidos nucleicos danificando-os. A formacéo de radicais "OH pode ser
elucidada pela reacdo de Fenton e é catalisada por ions metdlicos de transicao
(Esquema 2)(Diplock et al., 1998; Cannio et al., 2000).

Esquema 2. Reacéo global de obtencéo do radical -OH. (a) Reacg&o de Fenton e (b)
Reacado de Haber-Weiss.

O radical peroxila (ROO") possui um tempo de meia-vida relativamente longo
com consideravel difusdo entre os sistemas bioldgicos. Pode ser gerado no
processo de peroxidacao lipidica (PL) pela abstracdo de um atomo de hidrogénio de
um acido graxo poli-insaturado, ainda pode haver essa perda de H devido a
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presenca do radical ‘OH. Ainda, a PL gera como subprodutos o radical (RO") e hidro
perdxidos (ROOH), esse ultimo, ocorre rearranjo com posterior clivagem e formacgéo
de aldeidos capazes de reagir com o grupamento amino (-NH;) de aminoacidos
alterando suas fungfes nas proteinas(Reaven e Witztum, 1996; Diplock et al., 1998).

A ERO, ndo-radicalar, o peréxido de hidrogénio (H,O,) € produzido pela
adicdo de prétons ao superoxido ‘O, Jatravés de uma reagdo enzimatica com a
enzima superoxido dismutase (SOD). Algumas moléculas, como adrenalina e
compostos tiélicos, podem oxidar-se com a presenca do O, gerando "O,[] , que por
consequéncia poderd produzir H,O, e 'OH como mencionado anteriormente
(Esquema 3)(Cannio et al., 2000; Young e Woodside, 2001).

Esquema 3. Atuagdo da SOD na defesa contra o radical superoxido ("O200).

As ERN sao espécies que apresentam nitrogénio na sua composicao, tais
como, o oxido nitrico (NO’), que é produzido a partir de reacdo enziméatica entre a
arginina e o O.mediado pela enzima NO-sintaseformando o radical (Esquema 4). E
um importante sinalizador e mensageiro celular envolvido em diversos processos
fisiol6gicos e patoldgicos. Em excesso, 0 NO™ € citotdxico reagindo diretamente com
biomoléculas ou combinado com "O,Jforma uma espécie reativa nao-radicalar o
peroxinitrito (ONOQO™), esse é capaz de induzir a PL em lipoproteinas, além de
interferir na sinalizacdo celular realizada pelo NO'(Beckman, 1996; Hopps et al.,
2010).

Esquema 4. Biossintese de 0xido nitrico.
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3.2 ESTRESSE OXIDATIVO

A oxidacdo é a transferéncia de elétrons de um &tomo para outro, que por
consequéncia sofrem uma reducdo e € fundamental na vida aerdbia e, por
conseguinte no metabolismo dos seres humanos. Nesse caso, 0 OXxigénio
desempenha um papel importante como o aceptor final de elétrons no sistema que
produz energia na forma de ATP. No entanto, pode ocorrer a formagao de ER nessa
transferéncia gerando RL, que em alguns casos sédo benéficos, mas de acordo com
diversos estudos o excesso desses radicais sdo fatores determinantes em varias
patologias como artrite, choque hemorragico, doencas do coracdo, catarata,
disfungdes cognitivas, cancer e AIDS(Sies, 1991; Halliwell e Gutteridge, 2007).

Em organismos saudaveis, em homeostase, ha um equilibrio entre a
producdo de ER e defesas antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas, contudo
somente 0 excesso é combatido, ja que alguns radicais livres possuem funcdes
fisiologicas importantes no organismo. Algumas destas ER ajudam na producédo de
energia, a organizar 0s processos inflamatérios e a proteger no sistema
imunoldgico(Halliwell, 2006; Styskal et al., 2012).

Quando ocorrer um aumento de ER ou uma diminuicdo do nivel de
antioxidante o balanco entre pro-oxidantes e antioxidantes tende para o primeiro,
com isso gera o estado que é chamado de estresse oxidativo. A medida que o
estresse oxidativo se instaura o organismo aciona automaticamente os sistemas de
defesas para restabelecer o equilibrio (Figura 1)(Sies, 1991; Jones, 2006; Halliwell e
Gutteridge, 2007; Styskal et al., 2012).
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Figura 1. Cadeia do estresse oxidativo.

As fontes de ER podem ser de origem enddgena e exdgena, no primeiro
caso, talvez a mais expressiva seja a producdo do anion superéxido (O, )
resultante da fuga de elétrons na formagéo de ATP na CTE dentro da mitocdndria,
também sdo produzidos 'O,[] e oOxido nitrico (NO") como parte da defesa primaria
no sistema imune. Como fonte exdégena pode-se citar o tabaco, poluentes, solventes
organicos, pesticidas e alimentos que possuem pro-oxidantes naturais como, por
exemplo, as quinonas(Diplock et al., 1998; Halliwell e Gutteridge, 2007; Styskal et
al., 2012).

3.2.1 SISTEMAS ENZIMATICOS E NAO-ENZIMATICOS DE DEFESA
ANTIOXIDANTE

Os organismos celulares aerObios possuem sistemas antioxidantes com
acdo neutralizadora de ER, estas se dividem em: sistema enzimético e n&o-
enzimatico(Halliwell e Gutteridge, 2007; Gil Del Valle, 2011).

As defesas antioxidantes enzimaticas, enddgenas, tais como: superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationaperoxidase (GPx) podem atuar

diretamente contra as ER ou, também, na reparacdo do dano causado por essas
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espécies. A decomposicado do radical ‘O, Jocorre naturalmente, porém € lenta, com
isso, dois tipos de SOD catalisam a conversdo do radical ‘0,1 em O, e H,0,. A
CAT, por exemplo, converte o H,O, em H,O e O,. A GPx compartilha com a
glutationa (GSH) o auxilio na reducdo do H,O, a H,O (Esquema 5)(Roberts e
Sindhu, 2009; Gil Del Valle, 2011; Guo et al., 2011).

Esquema 5. Sistema de defesa antioxidante enzimatica.

As defesas antioxidantes ndo-enzimaticas sao distinguidas como as
provenientes da dieta alimentar e por antioxidantes produzidos pelo organismo. No
primeiro caso, exemplos como a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (pré vitamina A),
acido ascorbico (vitamina C) e compostos fenélicos como os flavonoides surgem
com destacada atividade antioxidante. Ja as produzidas pelo organismo destacam-
se a glutationa (GSH), alguns peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro
(transferrina e ferritina) e o ubiquinol (QH,). Essas defesas atuam diretamente em
ER neutralizando-as protegendo, assim, as células e biomoléculas importantes que
poderiam ser destruidas por essas ER(llhami et al., 2006; Halliwell e Gutteridge,
2007; Roberts e Sindhu, 2009; Guo et al., 2011).

Ainda dentro das defesas ndo-enzimaticas, tém-se o0s antioxidantes
sintéticos com destaque para os compostos fendlicos como o hidréxianisolbutilado
(BHA), o hidroxitoluenobutilado (BHT), o tert-butilohidroquinona (TBHQ) e o galato
de propilo (PG). Esses antioxidantes sintéticos sdo comumente utilizados como
conservantes alimentares e da industria farmacéutica, todavia BHA e BHT tem seu
restrito em alguns paises devido a seus possiveis efeitos toxicos e carcinogénicos.
Por isso, que se tem investido mais em pesquisas na busca de encontrar novos
compostos de origem natural e também de novas sinteses de compostos organicos

com atividade antioxidante(Omura, 1995; llhami et al., 2006).
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3.2.2 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Atualmente ha um grande interesse nos estudos de atividade antioxidante de
alimentos e, mais recentemente, de produtos sintéticos.lsso se deve as implicacoes
gue as ER causam nas doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, além de
envelhecimento e cancer(Frankel, 1996; Valko et al., 2007). Com isso, surgiram
diferentes procedimentos para testar a capacidade antioxidante totale para isso
devem atender alguns requisitos: 1) utilizar uma fonte de um radical biologicamente
relevante; 2) ser simples; 3) utilizar uma metodologia com um final de ensaio
definido e possuir mecanismo quimico; 4) usar produtos quimicos e instrumentacao
prontamente disponiveis; 5) possuir boa reprodutibilidade e 6) ser adaptado tanto
para antioxidantes hidrofilicos quanto lipofilicos(Prior, Wu e Schaich, 2005;
Magalhées et al., 2006).

O método ideal para determinacdo de propriedades antioxidantes deve
avaliar os efeitos de um composto protétipo a antioxidante em condi¢des reacionais
que mimetizem os efeitos desses quando o estresse oxidativo é induzido in vivo por
ER. Atualmente, os métodos mais utilizados na tentativa de simular essas condi¢cdes
séo divididos de acordo com o mecanismo reacional, ou seja, podem ser do tipo:
método de transferéncia de atomo de hidrogénio (TAH) ou de transferéncia de um
anico elétron (TE). Em ambos os casos o resultado final € o mesmo,
independentemente do mecanismo, porém a cinética e o potencial de formar
reacoes paralelas séo diferentes(Huang, Ou e Prior, 2005; Magalhaes et al., 2009).

Métodos TE detectam a habilidade que um potencial antioxidante possui de
transferir um elétron reduzindooutro composto, incluindo metais, compostos
carbonilicos e radicais. Nesses métodos ocorre alteracdo de cor quando o oxidante
€ reduzido. A reatividade nos métodos TE € baseada primeiramente na
desprotonacao e potencial de ionizacdo do grupo funcional reativo. Assim, essas
reacoes sao pH dependente e, de modo geral, os valores de potencial de ionizacao
diminuem com o aumento do pH. As reacdes de TE sao lentas e necessitam de
longos periodos para serem completadas, portanto os calculos de capacidade
antioxidante sdo baseados apenas na porcentagem de diminuicdo do
produto(Huang, Ou e Prior, 2005).
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Os principais ensaios utilizando a metodologia TE séo:

1
2
3.
4
5

o

8.

Ensaio de compostos fendlicos totais com o reagente Folin-Ciocalteu;
Ensaio de capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC);

Ensaio de capacidade do antioxidante em reduzir o fon férrico (Fe*");

. Ensaio de capacidade do antioxidante em reduzir o fon ctprico (Cu®*);

Ensaio de potencial antioxidante total utilizando um complexo de
Cu?" como um oxidante;

Ensaio com o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH?);

Ensaio com o radical éacido 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS™);

Ensaio com o radical N,N-dimetil-p-fenilenodiamina(DMPD").

Ja os métodos TAH medem a habilidade de um antioxidante em neutralizar

radicais livres por doacdo de hidrogénio. As reacbes envolvendo TAH sao

independentes em relacdo ao tipo de solvente e do valor de pH, além disso, séo

reacdes rapidas terminando em poucos segundos ou minutos. A presenca de

agentes redutores, como os metais € um fator limitante, pois pode levar a valores

errbneos de atividade antioxidante. A reatividade dos métodos TAH é determinada

pela energia de dissociacdo do hidrogénio ligado a um elemento eletronegativo

contido nos antioxidantes e apresentam caracteristicas como energia de dissociacao

em torno de ~ - 10 kcal/mol e potencial de ionizacdo < - 36 kcal/mol(Huang, Ou e
Prior, 2005; Prior, Wu e Schaich, 2005).
Os principais ensaios utilizando a metodologia TAH séo:

1
2
3
4.
5
6

Capacidade de absorcao oxigénio radicalar (ORAC);
Inibicdo da oxidagao induzida de LDL;

Ensaio de capacidade de scavengingoxiradicais (TOSCA);
Ensaio Crocin-bleaching;

Parametro de radical-trapping total do antioxidante;

Ensaios quimiluminescentes.

As metodologias maisempregadas na literatura sado aquelas do tipo
TEutilizando os radicais DPPHse ABTS"+(Brand-Williams, Cuvelier e Berset, 1995;
Re et al., 1999). Abaixo, serdo descritas essas metodologias juntamente com 0s

seus idealizadores.
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3.2.2.1. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR CAPTURA DO DPPHe

Talvez seja o método indireto mais antigo para determinar atividade
antioxidante, sendo utilizado desde a década de 50 na tentativa de descobrir
doadores de hidrogénio em compostos naturais, posteriormente ocorreram
adaptacdes capazes de determinarem o0 potencial antioxidante de compostos
fendlicos, alimento e demais compostos de relevancia biologica. O radical DPPH- é
um dos poucos radicais organicos que sao estaveis e apresentam uma coloragcao
violeta. O teste envolvendo DPPHe+, os antioxidantes reduzem o radical DPPH-
estavel a 2,2-difenil-1-picrilhidrazina DPPH-H de coloracdo amarela. Normalmente, a
medida da capacidade antioxidante é realizada pelo decréscimo da absorbancia, o
qual o radical DPPHeapresenta absorbancia maxima em 517 nm e a medida que vai
sendo neutralizado pelo antioxidante a absorbancia vai diminuindo (Esquema
6)(Prior, Wu e Schaich, 2005; Gulgin, 2009).

Esquema 6. Mecanismo de acéo do antioxidante frente ao DPPHe.

Geralmente o teste com o radical DPPH<¢é avaliado em solventes organicos
tais como etanol ou metanol e realizando um monitoramento da diminuicdo da
absorbancia a 517 nm até permanecer constante (Figura 2.). O progresso da reacao
€@ monitorado por um espectrofotometro UV-Visivel(Brand-Williams, Cuvelier e
Berset, 1995; Prior, Wu e Schaich, 2005).



24

(a)
120 mols de dc. ascérbico/ (b)
mel de DPPH - 100 mols de gunaiacol/
mol de DPPH »
@
3 ]
| o 0,066 g
g 0,099 =
E 0,201 E
=
P <
@
= 0,304 s
&
| 1
1 1
40 Tempo (min)
Tempo (min)
100¢ ()
mols de zingerona/
mol de DPPH -

& 80

=

o]

@

[ ¥]

=

o 60

=9

By

=]

<

< 40 [o)

20
1 1 1
0 ‘ 1 2
ECsg

Figura 2.Decaimento da absorbancia do DPPH+em contato com antioxidante. (a)
cinética rapida — 4c. ascorbico — (b) cinética lenta — guaiacol e (c) ECsy da zingerona.

O ensaio comDPPH+ normalmente € executada de acordo com o seguinte
procedimento: A solucdo de DPPH (3,9 mL, 25 mg/L) em etanol € misturada com
uma solucéo de amostra (0,1 mL). A absorbanciaé monitorizada a 517nm durante 30
minutos ou até que a absorbancia permaneca constante. Apos a reducao, a cor da
solucéo desaparece(Brand-Williams, Cuvelier e Berset, 1995).

A porcentagem de DPPHe residualé proporcional as concentracbes dos
antioxidantes e a concentragdo que causa uma diminuicdo na concentracdo de
DPPHe- inicial em 50% é definida como ECs,. O tempo necessario para atingir o
estado de equilibrio com concentragdo de ECsy é calculada a partir da curva de
cinética e definido como Tgcsp. A curva cinética de um ensaio de DPPH+ é mostrada

na Figura 2.(Brand-Williams, Cuvelier e Berset, 1995).
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Sanchez-Moreno e colaboradores classificaram o comportamento cinético de
compostos antioxidante utilizando o método DPPHes como: < 5 min (rapida), 5-30 min
(intermediaria) e > 30 min (lenta)(Guilgin, 2012).

3.2.2.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR CAPTURA DO ABTS"

Neste ensaio, 0 ABTS € oxidado por oxidantes gerandoo cation radical,
ABTS"™, que é intensamente colorido e a atividade antioxidante é medida pela
reducdo da cor quando o antioxidante entra em contato com radical ABTS". O teste
com ABTS™ é aplicavel tanto para compostos lipofilicos e hidrofilicos, além disso,
sdo mais reativos que os radicais DPPHe, e ao contrario das reagbes com o radical
DPPHe, que envolvem TAH, as rea¢des com ABTS"* envolvem tanto TAHquantoTE.
A geracdo do cation radical ABTS's constitui a base de um dos métodos
espectrofotométricos mais aplicados para medir a capacidade antioxidante total de
substancias puras, misturas aquosas e bebidas (Gulgin, 2009). O radical tem
maximos de absor¢do no meio aquoso nas faixas de 414, 734 e 815 nm e em meio
etandlicoentre 414, 730 e 873nm(Huang, Ou e Prior, 2005).

Os primeiros ensaios de captura por radical ABTS"» foram desenvolvidos por
Miller e colaboradores. (Miller et al., 1996).Esse método baseava-se na ativacdo de
metamioglobina, atuando como umaperoxidase, com H,O, para gerar o radical ferril-
mioglobina, o qual em seguida reage com ABTS para formar o cation radical
ABTS"+(Re et al., 1999).

Em termos de condicbes de ensaio, diferentes estratégias tém sido
implementadasna geragdo doABTS", deteccdo de comprimento de onda, tempo de
reacao aplicado e o antioxidante de referéncia escolhido. A obtencdo comumente
empregada deABTS'> é gerada por reacdo quimica compersulfato de potassio
K2S,0g(Gllgin, 2012). No que diz respeito ao comprimento de onda de deteccéo, a
determinacdo em 734 nm é a preferida porque a interferéncia de outros
componentes absorventes e da turbidez da amostra € minimizado. Em termos de
quantificacdo, o valor de absorbancia, proporcional a concentracdo restante de
ABTS"s, é medida ap6s um tempo de reacgdo fixo (Magalhdes et al., 2008).
Geralmente, a geracdo quimica requer um longo periodo de tempo (até 16 h
utilizando K,S,0g) ou temperaturas altas, enquanto que a geracdo enzimatica € mais

rapida e as condicdes de reacdo sao mais suaves (Re et al., 1999).



26

O método utilizando ABTS"* pode ser realizadonuma larga gama de pH, o
que é util para o estudo do efeito do pH sobre mecanismos de compostos
antioxidantes. Além disso, o radical ABTS's ¢ solivel em &gua e solventes
organicos, que permite a determinacdo da capacidade antioxidante de compostos
hidrofilicos e lipofilicos(Magalhéaes et al., 2008).

Protocolos descritos na literatura estimaram tempo de reacao variando de 1
a 30 min. Além disso, este ensaio tem sido criticado,pois o radical ABTS"*n&o seria
representativo em relacdo ao ataque a biomoléculas e nem mesmo encontrado em
qualquer sistema biol6gico e alimentos. Termodinamicamente, um composto que
tem um potencial redox inferior ao do ABTS"s podem reagir com o radical tornando-
se interferentes nesse método (Magalhédes et al. 2008).

A técnica adaptada por Re e colaboradores € uma das mais utilizadas e
envolve a producdo direta do croméforo azul/verde ABTS -através da reacéo entre
ABTS e K,S,0g. A adicdo de antioxidantes no cation radical ABTS"» anteriormente
formado o reduz, de uma forma e numa escala de tempo que depende da atividade
antioxidante, a concentracdo do antioxidante e a duracdo da reacdo. Assim, a
extensdo da descoloragdo como a inibicdo percentual de ABTS+é determinada em
funcdo da concentracdo e do tempo relacionando com a reatividade de um padrao

como oTrolox, sob as mesmas condicdes(Re et al., 1999).
3.3 TIAZOLIDINONAS

Um dos principais objetivos da quimica organica e da medicinal é a busca de
novas moléculas capazes de tornarem-se futuros agentes terapéuticos. Existem
inimeras moléculas biologicamente ativas contendo anéis de cinco membros com
dois heteroatomos, dentre essas, as que possuem o anel tiazolidinona apresentam
um papel importante no desenvolvimento de novos protoétipos devido a associagédo
com algumas atividades biologicas(Jain et al., 2012).

A partir da metade do século XX foram publicados trabalhos tanto de sintese
guanto de atividade biolégica de tiazolidinonas. Muitos, no intuito de sintetizar
analogos do anel tiazolidina contido na estrutura da penicilina, encontraram no anel
tiazolidinonapropriedades fisico-quimicas e estruturais semelhantesou até melhores
aguele (Figura 3)(Surrey e Cutler, 1954; Singh et al., 1981).
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Figura 3 — Estruturas de tiazolidinonas analogas do anel tiazolidina da penicilina.

As tiazolidinonas sdo derivadas do anel tiazolidina, ou seja, heterociclos de
cinco membros possuindo um &atomo de enxofre na posicdo 1, um &tomo de
nitrogénio na posicdo 3 e uma carbonila na posi¢céo 2, 4 ou 5 (Figura 3)(Verma e
Saraf, 2008).

Dentre os derivados de tiazolidinona, os que contem umacarbonila na
posicdo 4 sdo 0s que mais despertam interesse em quimica medicinal nos dltimos
anos. Além disso, ha uma grande variedade de possibilidades de sintese dessas
moléculas variando-se o0s substituintes na posicao 2, 3 e 5, promovendo alteracdes
gue aumentem seus efeitos terapéuticos. Alguns derivados de 4-tiazolidinonas
apresentam atividade antimicrobiana, antiprotozoaria, antiviral, anti-
inflamatoria,antipsicotica, antioxidante entre outras, despertando ainda mais 0s
estudos dos derivados de tiazolidinona(Ragab et al., 2006; Gupta et al., 2009;
Ravichandran et al., 2011; Masoud et al., 2012; Mistry e Jauhari, 2012).

3.3.1 SINTESE DE 4-TIAZOLIDINONAS

Diversas metodologias de sintese de 4-tiazolidinonas sdo amplamente
publicadas na literatura. As duas rotas sintéticas mais destacadas sédo as que
envolvema ciclocondensacao de tiouréias com derivados de acidos haloacéticos, e a

outra, envolve a ciclocondensacdo de iminas com derivados do &cido
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mercaptoacético(Singh et al., 1981; Cunico, Gomes e Vellasco, 2008; Jain et al.,
2012).

O primeiro método é utilizado na obtencéo de 2-imino 4-tiazolidinonas, ja no
segundo obtém-se 4-tiazolidinonas 2,3 dissubstituidas. Em ambos, ocorrem
mudang¢as pontuais na tentativa de aumentar a eficiéncias das reagdes e diminuir
fatores como: despesas com reagentes caros, solventes toxicos, aquecimento
prolongado e o nimero de etapas(Singh et al., 1981; Ottana et al., 2005; Prasad e
Nath, 2012).

Na ciclocondensacdo de tiouréiasreage-se tioureias simétricas ou
assimétricas com derivados de &cidos haloalcanos na presenca de uma base. A
reacao ocorre via o intermediario isotioureia que posteriormente cicliza em refluxo
com solvente apropriado (Esquema 7)(Singh et al., 1981; Liesen et al., 2008; Jain et
al., 2012; Sawale, Bendre e Patil, 2012).

Esquema 7. Reacéo de formacao de tiazolidinonas por ciclocondensacao de
tiouréias.

Quando envolver a ciclocondensacéo de iminas aplica-se, normalmente, trés
componentes: uma amina, um aldeido ou cetona e um &cido mercaptoacético. Essa
sintese pode ser one-pot, ou seja, a rea¢do ocorre em uma unica etapa misturando-
se 0s trés componentes ao mesmo tempo, ou pode ser em duas etapas: (1)
inicialmente com a formacao da imina (reagindo a amina com o aldeido ou cetona) e
(2) posteriormente a adicdo do acido mercaptoacético, seguido da
ciclizacaointramolecular. Tanto em one-pot quanto em duas etapas ha a formacao
de duas moléculas de agua para cada 4-tiazolidinona formada (Esquema 8)(Cunico,
Gomes e Vellasco, 2008; Gouvea et al., 2012; Jain et al., 2012).
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Esquema 8. Reacéo de formacao de tiazolidinonas por ciclocondensacao de iminas

Masoude colaboradores. sintetizaram os derivados de 2-imino-4-
tiazolidinonas refluxando as tioureias assimétricas abaixo com quantidade equimolar
de bromoacetato de etila. Nesse caso, 0os autores nao utilizaram base para favorecer
a orientacdo do grupamento benzoimidazoli na posicdo 3 do anel
tiazolidinona(Esquema 9)(Masoud et al., 2013).

Esquema 9. Reacéo de formacao de 2-imino-4-tiazolidinonas.

Como exemplo de sinteseonepotpela ciclocondensacédo de iminas,Rawal e
colaboradores obtiveram 2-(2,6-dibromofenil)-3-heteroaril-1,3-tiazolidin-4-onas, a
partir da reacdo entre dibromobenzaldeido, aminas aromaticas e o &cido

mercaptoacético em refluxo de tolueno por 24 horas (Esquema 10)(Rawal et al.,
2008).
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Esquema 10. Sintese de tiazolidinonas one pot por ciclocondensacéo de iminas.

Por outro lado, Gouvea e colaboradores sintetizaram 4-tiazolidinonas 2,3
dissubstituidas em duas etapas: produzindo, primeiramente, a imina e logo apos a
tiazolidinona através da ciclizagcdointramolecular com &cido mercaptoacético. A série
consistiu de se fixar a amina (2-aminopiridina) e variar 15benzaldeidos substituidos
com auxilio, nas duas etapas, de um trapDean-Stark para remover a agua formada

por destilacdo azeotropica(Esquema 11)(Gouvea et al., 2012).

Esquema 11. Sintese de tiazolidinongs em duas etapas por ciclocondensacéao de
iminas.

A sintese que envolve a ciclocondensacdo de iminas para obter 4-
tiazolidinonas necessita de sistemas para remover a agua formada do meio
reacional e o mais comumente utilizado € a destilagéo azeotrdpica utilizando um trap
Dean-Stark(Pawar e Mulwad, 2004; Verma e Saraf, 2008; Gouvea et al., 2012), além
disso, tem-se utilizado varios agentes dessecantes como Na,SO4(Sharma e Kumar,
2000)e peneira molecular(Holmes et al., 1995; El Bialy, Nagy e Abdel-Rahman,
2011). Acidos de Lewiscomo BFs, ZnCl,e SnCl, anidros, além de DCC e HBTU, tém
sido utilizados como catalisadores obtendo melhores rendimentos dos produtos

desejados(Srivastava, Haq e Katti, 2002; Rawal et al., 2004).
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Na tentativa de sintetizar tiazolidinonas através de técnicas da quimica
verde, Thomas e colaboradores produziram uma série de cinco compostos com
rendimentos em torno de 76,8 — 94% reagindo iminas com acido mercaptoacético
em THF sob agitacdo a baixa temperaturas (0-5°C) na presenca de peneira
molecular e ZnCl,, com isso minimiza os efeitos de se utilizar fontes de aquecimento

e solvente toxico como o tolueno (Esquema 12)(Thomas et al., 2011).

Esquema 12. Sintese de tiazolidinonas utilizando ZnCl, e peneira molecular.

Ainda no mesmo caminho, Holmes e colaboradores sintetizaram
tiazolidinonas e tiazanonas utilizando peneira molecular 3A numa reacéo em suporte
sélido num estudo comparativo com a metodologia empregando a destilacdo
azeotropica com trap Dean-Stark. Os autores trabalharam com quatro ésteres
derivados de aminoacidos, quatro aldeidos e para a formacdo da tiazolidinona
utilizaram o acido mercaptoacético e para a tiazanona empregaram o0 acido
mercaptopropidbnico (Esquema 13). Os rendimentos variaram de 60-99% na
metodologia convencional e de 29-90% na metodologia com peneira molecular,
contudo em alguns casos essa prevaleceu sobre aquela em termo de rendimento
mais vantajoso(Holmes et al., 1995).

Esquema 13. Sintese de tiazolidinonas utilizando peneira molecular.
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Na tentativa de obter rendimentos melhores, Srivastava e colaboradores
utilizaram DCC como catalisador da segunda etapa, ou seja, quando da adicéo do
acido mercaptoacético ha, primeiramente, o ataque do grupamento tiol a imina e
posteriormente o ataque do nitrogénio da imina a carbonila do acido (Esquema 8).
Nesse ultimo ataque tem-se a formacgdo de 4gua, todavia se essa formacdo ndo é
eficiente (rendimento baixo) o emprego de DCC forma um intermediario mais reativo
do que se fosse o acido livre, por consequéncia aumentando o rendimento da
ciclizacao(Srivastava, Haq e Katti, 2002).

Com essa metodologia (Esquema 14), os autores obtiveram rendimentos de
54-95% de produto isolado sem a necessidade de aquecimento (0°C-t.a.) e agentes

dessecantes, além de evitar limitagdes que outros métodos promovem.

Esquema 14. Sintese de tiazolidinonas utilizando DCC.

Outras metodologias de sintese interessantes sdo aquelas que utilizam
como fonte de energia a sonoquimica eo emprego de micro-ondas. No primeiro,
Gouvea e colaboradores, além de sintetizar pela metodologia convencional
utilizaram o ultrassom obtendo em alguns casos rendimentos melhoresque o método
classico(Gouvea et al., 2012). Com a utilizacdo de micro-ondas temos como
exemplo a sintese detiazolidinonas contendo um nucleo imidazolque mostrou ser
eficiente e benéfico ao meio ambiente com tempos reacionais variando de 3-6 min e
rendimentos em torno de 50-57%, sendo todos mais efetivos que o convencional
(Desai et al., 2013).
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3.3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE DERIVADOS DE TIAZOLIDINONAS

Dentre as atividades biolégicas que 0s derivados de
tiazolidinonaapresentam, a atividade antioxidante ainda é pouco difundida. Na
literatura do género, a maioria das publicacdes existentes ndo comprovaa acao
antioxidante do anel tiazolidinona, mas sim dos substituintes que de outra forma
apresentam tal atividade, como exemplo, Isloor e colaboradores sintetizaram
derivados de tiazolidinona, que apresentaram substituintes na posicéo 2 e 3 do anel
com grupos doadores de hidrogénio (H) capazes de transferi-lo ao radical DPPH-. e

ABTS"s demonstrando seu efeito scavenger (Figura 4)(Isloor et al., 2012).

Figura 4. Exemplo de tiazolidinona com atividade antioxidante 1.

Todas as tiazolidinonasapresentaram moderada atividade antioxidante nos
ensaios com DPPHes e ABTS"., variando o ICsy entre 27,16 — 46,95 pyg/mL em
relacdo ao primeiro e 143,67 — 165,78ug/mL com o segundo. Foram moderados,
pois 0 padrao (acido ascoérbico) apresentou ICso = 18,74 (DPPHe) e ICso = 31,53
(ABTS")(Isloor et al., 2012).

Outra tentativa de se realizar uma hibridizagdo molecular entre um
substituinte com agéo antioxidante e o anel tiazolidinona foi feita por Nampurath e
colaboradoresque sintetizaram e avaliaram a atividade oxidante de um derivado de
tiazolidinona contendo o substituinte BHT de consideravel numero de publicacdes

tratando de sua acao antioxidante, conforme aFigura 5(Nampurath et al., 2008).
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Figura 5. Exemplo de tiazolidinona com atividade antioxidante 2.

Foram realizados testes em ratos com hiperlipidemia induzida para verificar
o teor de colesterol e glicose no soro, apdés 20 e 40 dias administrando a
tiazolidinona da Figura 5 e notaram uma consideravel queda em relacdo ao controle
e 0s autores associaram a atividade antioxidante do composto, que também foi
medida através da quantidade de malondialdeidonos figados homogeinizados,
apresentando também valores inferiores ao do controle.

Saundane e colaboradores sugeriram que o carbono 2 do anel tiazolidinona
do composto 5 (Esquema 15) poderia atuar como doador de H frente ao DPPH-e
como consequéncia toda molécula, agora um radical, seria estabilizada por
fendbmeno de ressonancia (Saundane et al., 2012).
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Esquema 15. Provavel mecanismo de acéo e estabilizacao do radical livre formado
apos doacéo de hidrogénio do anel tiazolidinona.

A atividade antioxidante dos compostos foi realizada utilizando o radical
DPPHe+ tendo como padréo o acido ascorbico. Apds os testes verificaram que os
compostos apresentaram consideravel porcentagem de inibicdo e sugeriram o

mecanismo acima na tentativa de explicar tal atividade.
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ABSTRACT: In the present study, we reported
the efficient synthesis of 11 3-(pyrimidin-2-yl)-
thiazolidinones in good yields using molecular sieve
as the desiccant agent. In addition, we have evalu-
ated the antioxidant capacity of the synthesized com-
pounds by the 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl hydrate
(DPPH®) and the 2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS**) radicals
scavenging assay. Six compounds showed antioxi-
dant activity towards DPPH® (ECs, between 16.13
and 49.94 pg/mL) and also demonstrated excellent ac-
tivity regarding ABTS*® (TEAC: 10.32-53.52). These
results showed that compounds 3-(pyrimidin-2-yl)-
thiazolidinones may be easily synthesized by a less ex-
pensive procedure and could be a good starting point
to the development of new antioxidant compounds.
© 2013 Wiley Periodicals, Inc. J. Biochem. Mol. Toxicol.
00:1-6, 2013; View this article online at wileyonlineli-
brary.com. DOI 10.1002/jbt.21506

KEYWORDS: Thiazolidinones; Molecular Sieves; An-
tioxidant Activity

INTRODUCTION

There are a variety of biological activities ex-
hibited by thiazolidinones and pyrimidines. Pyrim-
idine derivatives constitute an important class of
therapeutic agents in medicinal chemistry including
antimicrobial [1], anticancer [2], anti-inflammatory [3],

Correspondence to: Dr. Geonir Machado Siqueira.
© 2013 Wiley Periodicals, Inc.

anti-HCV [4], anti-HIV [5], antioxidant [6], anti-aging
[7], and several others. Thiazolidinones are also well
known for their large biological properties [8], for
instance, anticonvulsant activity [9], hypnotic [10],
antitubercular [11], anticancer [12], antifungal [13],
and antiviral activity [14]. In addition, thiazolidi-
nones have also shown important antioxidant activity
[15].

Several methods for the synthesis of thiazolidin-
4-ones are described in the literature. Essentially,
the three-component reaction involving a primary
amine, a carbonyl compound, and the mercap-
toacetic acid using the azeotropic distillation with
Dean-Stark trap for water removal is the most
common approach [16-19]. Besides, other protocols
were developed by using dehydrating agents among
these NapSO; [20], molecular sieves [21, 22], 1,3-
dicyclohexylcarbodiimide [23], and O-(benzotriazol-
1-y1)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium hexafluorophos-
phate [24], with the purpose to improve the yield of
the desired products.

It is well-known that free radicals and reactive
oxygen species are involved in the pathogenicity of
numerous diseases, including various chronic and age-
related diseases [25]. In this way, antioxidants are re-
cently identified as therapeutic targets to counter dif-
ferent disorders, such as carcinogenesis, inflammation,
and atherogenesis [6,26].

Therefore, the aim of this study is to prepare
thiazolidin-4-ones containing the pyrimidine ring moi-
ety and to explore the therapeutic advantage of this
combination to antioxidant activity. Furthermore, to
explore the application of molecular sieves as dehy-
drate agents for the synthesis of 3-(pyridin-2-yl)-1,3-
thiazolidin-4-ones.
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MATERIALS AND METHODS

Chemistry

All common reagents and solvents, including
molecular sieve 4A, were used as obtained from Sigma-—
Aldrich, St. Louis, MO without further purification.
The progress of reactions and the purity of compounds
were monitored by thin layer chromatography (TLC,
using silica gel 60F,54 aluminum sheets from Merck,
Darmstadt, Germany; visualization by ultraviolet light
254 nm) and by a Shimadzu Gas Chromatograph GC-
2010, Column 1.D., 0.25 mm; column length, 30 m; col-
umn head pressure, 14 psi, program: T, = 50°C; t, =
2.0 min; rate 16.0°C/min; T; = 280°C; t; = 10.0 min;
Injector = 280°C; Detector = 280°C. Melting points
were determined using open capillaries on a Fisatom
model 430 apparatus and are uncorrected. The Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-
MS) analyses were performed on a GC 2010-plus GC-
MS-QP2010SE system AOC-20i-auto injector. 'H and
13C nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were
recorded using a Bruker DPX 400 spectrometer ('H at
400.14 MHz and '*C at 100.61 MHz) in DMSO-d; or a
Varian Oxford AS-400 spectrometer (‘H at 400.14 MHz
and *C at 100.61 MHz) in CDCl; containing trimethy]-
silane as an internal standard.

General Procedure for the Synthesis of
Thiazolidin-4-ones under Azeotropic
Distillation (4a-k)

In accordance with Gouvéa et al. [18], a mix-
ture of 2-aminopyrimidine 1 (1 mmol), BF;: MeOH
50% (10 drops), and corresponding arenaldehyde 2a-k
(1 mmol) in toluene (30 mL) was heated at reflux with a
Dean-Stark trap for 3 h. Then, the mercaptoacetic acid
3 (3 mmol) was added and the mixture was heated un-
til the reaction was complete, as shown by TLC and/or
GC (about 16 h). The organic layer was washed with
a saturated solution of NaHCO; (3 x 20 mL), dried
with NaSO, anhydrous, and evaporated under vacuum
to give the products. When necessary, the compounds
were washed with a hot solution of hexane:ethyl acetate
(9:1) to provide the pure products.

General Procedure for the Synthesis of
Thiazolidin-4-ones (4a-k) with Molecular
Sieve

To a solution of 2-aminopyrimidine 1 (1 mmol) in
toluene (30 mL), arenaldehyde 2a-k (1 mmol), 1 g of
molecular sieves 4A (previously activated in an oven
at 250°C-300°C for 4 h) and BF;:MeOH 50% (10 drops)
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was added. The mixture was heated at 80°C for 3 h. Af-
ter that, the mercaptoacetic acid 3 (3 mmol) was added
and the mixture was heated (80°C) until the reaction
was complete, as shown by TLC or GC (about 16 h). The
solution was filtered and washed with a saturated solu-
tion of NaHCO3; (3 x 20 mL), dried with NaSO, anhy-
drous, and evaporated under vacuum to give the prod-
ucts. When necessary, the compounds were washed
with a hot solution of hexane:ethyl acetate (9:1) to pro-
vide the pure products.

Experimental Data for Compounds 4a-k

2-(4-Methylphenyl)-3-(pyrimidin-2-yl)-1,3-
thiazolidin-4-one 4a [27]

C14Hi3N30S, 271.34, melting point (mp) 147°C-
150°C; GC-MS m/z (%): 271 (M, 37); 243 (13); 229 (43);
198 (100); 135 (20); 106 (46); 80 (71); 53 (33).

2-(2-Chlorophenyl)-3-(pyrimidin-2-yl)-1,3-
thiazolidin-4-one 4b [27]

C13H10CIN;OS, 291.75, mp 172°C-175°C [178°C-
179°C (27)]; GC-MS m/z (%): 291 (M-75, 3); 182 (79); 163
(3); 129 (4); 102 (8); 80 (100); 53 (33).

2-(3-Fluorophenyl)-3-(pyrimidin-2-yl)-1,3-
thiazolidin-4-one 4c

C13H10FN;0S, 275.30, mp 166°C-168°C; '"H NMR
8 (400 MHz, DMSO-ds, ppm, Ju-n = Hz): 8.3 (d, 2H,
pyrim, | =4.6); 8.2 (d, 1H, aryl, ] =9.5); 7.4 (m, 2H, aryl,
and pyrim); 7.1 (s, 1H, aryl); 6.7 (s, 1H, H2); 6.6 (d, 1H,
aryl, ] =9.7) 3.4 (d, 1H, H5a, ] = 15.4); 3.2 (d, 1H, H5b,
J =15.4). 3C NMR § (100 MHz, DMSO-dg, ppm): 170.9
(C4); 163.3; 161.2; 158.0 (2C); 142.9; 130.2; 123.1; 114.5;
113.8; 57.7 (C2); 32.9 (C5). GC-MS m/z (%): 201 (M-74,
14); 174 (2); 147 (6); 121 (8); 95 (8); 80 (100); 53 (25).

2-(4-Fluorophenyl)-3-(pyrimidin-2-yl)-1,3-
thiazolidin-4-one 4d [27]

C13H10FN308, 275.30, mp 143°C-146°C; GC-MS
m/z (%): 275 (M, 28); 247 (11); 233 (42); 202 (100); 153
(13); 122 (12); 106 (30) 80 (63); 53 (35).

2-(3-Methoxyphenyl)-3-(pyrimidin-2-yl)-1,3-
thiazolidin-4-one 4e

C14H13N305S, 287.34, mp 144°C-147°C; 'H NMR
8 (400 MHz, DMSO-dg, ppm, Ju-n = Hz): 8.3 (d, 2H,
pyrim, ] = 4.7); 8.1 (d, 1H, aryl, ] = 9.8); 7.3 (m, 1H,
aryl); 7.2 (s, 1H, H2); 7.1 (m, 1H, aryl); 6.7 (t, 1H, pyrim,
J=47); 6.6 (d, 1H, ] = 9.8); 3.8 (s, 3H, OMe); 3.4 (d,
1H, ] = 15.3, H5a); 3.2 (d, 1H, ] = 15.3, H5b). 1*C NMR

] Biochem Molecular Toxicology 1DOI10.1002/jbt



Volume 00, Number 0, 2013

§ (100 MHz, DMSO-d;, ppm): 171.0 (C4); 161.2; 159.2;
158.0 (2C); 141.5; 129.3; 119.1; 113.2; 112.5; 111.3; 58.2
(C2); 55.0 (OMe) 32.9 (C5). GC-MS m/z (%): 212 (M-75,
43); 198 (3); 169 (3); 134 (3); 103 (4); 80 (100); 53 (25).

2-(2-Nitrophenyl)-3-(pyrimidin-2-yl)-1,3-
thiazolidin-4-one 4f

C13H1oN4O3S, 302.31, mp 174°C-177°C; '"TH NMR §
(400 MHz, CDCl3, ppm, Ju-u = Hz): 8.3 (d, 2H, pyrim,
] = 4.8); 7.1-8.0 (m, 4H, aryl); 7.4 (s, 1H, H2); 6.6 (t, 1H,
pyrim, | = 4.8); 3.8 (m, 2H, H5a, and H5b); *C NMR
8 (100 MHz, ppm): 171.0 (C4); 160.3; 157.0 (2C); 147.2;
141.3; 132.5; 128.5; 121.7; 121.0; 110.8; 57.1 (C2); 32.3
(C5). GC-MS m/z (%): 228 (M-74, 1); 211 (100); 198 (10);
181 (20); 154 (19); 122 (38) 79 (2); 53 (52).

2-(3-Nitrophenyl)-3-(pyrimidin-2-yl)-1,3-
thiazolidin-4-one 4g

C13H10N4O3S, 302.31, mp 175°C-178°C; ITHNMR §
(400 MHz, CDClg, ppm, Ju-n = Hz): 8.3 (d, 2H, pyrim,
] = 4.8); 7.5-8.1 (m, 4H, aryl); 6.2 (s, 1H, H2); 6.2 (m,
1H, pyrim); 3.5 (d, 1H, H5a, ] = 15.7,); 3.3 (d, 1H, H5b,
J=15.7). 3C NMR § (100 MHz, ppm): 170.9 (C4); 161.1;
158.3 (2C); 154.2; 141.2; 129.6; 125.2; 121.7; 121.0; 110.8;
57.4 (C2); 32.7 (C5). GC-MS m/z (%):228 (M-74, 4); 211
(2); 181 (3); 155 (3); 129 (4) 80 (100); 53 (22).

2-(2,4-Dichlorophenyl)-3-(pyrimidin-2-yl)-1,3-
thiazolidin-4-one 4h [28]

C13HoCIoN308S, 326,20, mp 178°C-180°C; 'H NMR
8 (400 MHz, DMSO-ds, ppm, Ju-u = Hz): 8.7 (d, 2H,
pyrim, | = 4.6); 7.6 (s, 1H, aryl); 7.4 (m, 1H, aryl); 7.3
(m, 2H, aryl, and pyrim); 6.8 (s, 1H, H2); 4.0 (d, 1H,
H5a, | = 16.1); 3.9 (d, 1H, H5b, ] = 16.1). *C NMR
8 (100 MHz, DMSO-dg, ppm): 169.8 (C4); 158.4 (2C);
156.3; 137.2; 133.0; 132.0; 129.2; 127.7; 127.0; 118.3; 58.8
(C2); 32.2 (C5). GC-MS m/z (%): 325 (M, 19); 297 (7); 290
(26); 248 (26); 216 (100); 126 (18); 80 (67); 53 (44).

2-(2,3-Dimethoxyphenyl)-3-(pyrimidin-2-yl)-
1,3-thiazolidin-4-one 4i

Ci5H15N305S, 317.36, mp 131°C-135°C; 'H NMR
8 (400 MHz, DMSO-ds, ppm, Ju-u = Hz) 8.7 (m, 2H,
pyrim); 6.7-7.2 (m, 3H, aryl); 6.9 (s, 1H, H2); 6.7 (m, 1H,
pyrim); 4.0 (d, 1H, H5a, ] = 16.0); 3.8 (m, 4H, OMe, and
H5b); 3.7 (s, 3H, OMe). '*C NMR § (100 MHz, DMSO-
ds, ppm): 170 (C4); 158.0 (2C); 156.6; 145.4; 134.1; 123.9;
118.2; 116.6; 112.5; 60.1 (C2); 57.0 (OMe); 55.6 (OMe);
32.2 (C5). GC-MS m/z (%): 317 (M, 65); 286 (90); 258
(11); 244 (100); 227 (11); 212 (37); 201 (17); 126 (25); 108
(64); 96 (27); 79 (53); 53 (39).
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2-(3,4-Dimethoxyphenyl)-3-(pyrimidin-2-yl)-
1,3-thiazolidin-4-one 45 [28]

C15H15N303S, 31736, mp 1020C—1050C; GC-MS
m/z (%): 317 (M, 51); 288 (14); 275 (32); 238 (100); 228
(8); 212 (6); 200 (4); 126 (18); 95 (8); 80 (94); 53 (31).

2-(2-Chloro-6-fluorophenyl)-3-(pyrimidin-2-yl)-
1,3-thiazolidin-4-one 4k [29]

C13HoCIFN;0S, 309.74, mp 132°C-135°C, GC-MS
m/z (%): 309 (M, 33); 281 (9); 267 (29); 232 (28); 216 (5);
200 (100); 138 (19); 80 (60); 53 (43).

Antioxidant Evaluation
DPPH Radical Scavenging Assay

Radical scavenging activity of synthetic com-
pounds against stable 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl
hydrate (DPPH-) was determined spectrophotometri-
cally. When DPPH.- reacts with an antioxidant com-
pound which can donate hydrogen, it is reduced. The
changes in color (from deep violet to light yellow)
were measured at 515 nm on a UV-visible light spec-
trophotometer. Radical scavenging activity of com-
pounds was measured by slightly modified method
of Brand-Williams et al. [30], as described below. The
solution of DPPH. in ethanol (60 uM) was prepared
daily, before UV measurements. Basically, 2 mL of an
ethanolic solution of DPPH. (60 uM) was added of
2 mL of an ethanolic solution of 4a-k (200 pg/mL)
in 1 cm path length disposable microcuvettes. Di-
luted solutions of the standard (+)-6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox) and 2-
methoxy-4-(2-propenyl)phenol (Eugenol) were treated
in the same way. The decrease in absorbance at 515 nm
was determined at 0-10 min. The antiradical activ-
ity was defined as the amount of antioxidant neces-
sary to decrease the initial DPPH- concentration by
50% (ECs).

ABTS Radical Scavenging Assay

The radical cation is performed by reaction be-
tween 2,2-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) diammonium salt (ABTS**) and K,S,0s in PBS
medium, pH 7.4, according to Re et al. [31] with some
modifications. The mixture was kept in the dark until
the reaction was complete and absorbance at 734 nm
stable. Spectroscopic measurements were performed in
triplicate at 2, 1, 0.5, and 0.25 pg/mL of an ethano-
lic solution of 4a-k, with further conversion to puM.
Suitably diluted solutions of the standard Trolox were
treated in the same way. In brief, 3 mL of diluted
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TABLE 1. Yields and Antioxidant Activity of Compounds
4a-k

Molecular DPPH®
Sieve Yield Conventional (ECso- ABTS™®

Compound R (%)* Yield (%)*  ug/mL)? (TEAC)
4a (27) 4-CH3 35 53 296 10.47
4b (27) 2-Cl 54 77 2244  36.85
4c 3-F 30 45 23.18  35.56
4d (27) 4-F 49 73 4994  10.32
4e 3-OMe 37 60 16.13  53.52
4f 2-NO, 56 98 40.81  17.17
4g 3-NO, 52 76 56.65  19.03
4h (28) 2,4-Cl 46 73 1241 -
4i 2,3-OMe 52 82 638 -
4j (28) 3,4-OMe 38 63 451 -
4k (29) 2-Cl, 6-F 33 51 1223 -
Trolox 21 1
Eugenol 53 6.80

"Yields of pure compounds.

bECs—Efficient concentration to decrease the initial DPPH® concentration by
50%.

‘TEAC, Trolox equivalent antioxidant activity. This value is relative to the
antioxidant activity given by Trolox (1 mM).

ABTS** solution and 30 pL of sample were mixed in
a photometric cuvette and absorbance was measured
at exactly 6 min after the mixing of the reagents (T =
30°C £ 0.1°C). Then, the relative antioxidant activity
of samples is determined in relation to Trolox 1 mM
(TEACQ).

RESULTS

In attempting to work with a less toxic solvent,
some reactions with molecular sieve were tested with
ethanol, isopropanol, and tetrahydrofuran, however,
toluene showed the best results. Moreover, high tem-
perature (>80°C) and BF; addition increased the effi-
ciency of the reaction.

The 3-(pyrimidin-2-yl)thiazolidinones 4a-k were
synthesized using a molecular sieve in moderate yields
when compared to the use of azeotropic distillation
(Table 1). The progress of the reactions was monitored
by GC and TLC and the compounds were confirmed
by GC-MS and melting points. The novel compounds
4c, 4e-g, and 4i were also characterized by 'H and
13C NMR (see the Experimental Data section for com-
pounds 4a-k).

As can be observed in Table 1, compounds 4b, 4c,
4d, 4f, 4g, and 4h showed significant antioxidant activ-
ity against DPPH*. EC5) of two standard antioxidants
Eugenol and Trolox were also measured for compari-
son. With respect to ABTS test, all compounds demon-
strated antioxidant activity, especially thiazolidinones
4b, 4c, and 4f.
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DISCUSSION

Thiazolidinones were obtained under azeotropic
distillation in good yield by the methodology
widespread in our research program [18,19,32]. Ac-
cording to our recent work [18], a Lewis acid was
necessary to increase the aldehyde electrophilicity,
since the nitrogen of 2-aminopyrimidine 1 has low
nucleophilicity.

Indeed, it is evident that toluene at 80°C and BF;
promotes better conversion to thiazolidinone, perhaps
caused by three reasons: (1) the low reactivity of ni-
trogen of 2-aminopyrimidine 1 that requires high en-
ergy, (2) water is most readily absorbed from solvents
in which they are least soluble, and (3) toluene reflux
temperature causes the effectiveness in water adsorp-
tion of molecular sieves.

The solvent change was not effective, however, the
significant yields were obtained at 80°C rather than at
toluene reflux. So, the alternative procedure for our
synthesis consists of stirring a simple mixture of 2-
aminopyrimidine, corresponding arenealdehyde, and
the mercaptoacetic acid in the presence of molecular
sieve at 80°C for about 19 h (Figure 1). The desired thi-
azolidinones 4a-k were obtained in moderated yields
(30%-56%) in good purity. When necessary, the crude
products were purified by washing with hot mixture of
hexane:ethyl acetate (9:1).

Some studies have demonstrated that thiazolidi-
none derivatives can present antioxidant effects in the
DPPH, ABTS (TEAC), and others [15,33-37]. Employ-
ing the DPPH assay to screen the antioxidant activity
of the synthesized thiazolidinones, we found that com-
pounds 4b, 4c, 4d, 4f, 4g, and 4h showed moderate
to good antioxidant efficiency compared to standard
Eugenol. In general, all compounds were more effec-
tive in the ABTS™* assay, with good to high TEAC
values. The thiazolidinone 4e showed the best ECsg
(16.4 ug/mL) and TEAC, being more active than the
standard Eugenol. Compounds 4h-k showed high ECs
in DPPH assay and due to that, the ABTS were not eval-
uated for these thiazolidinones.

All compounds present one labile hydrogen (hy-
drogen of position-2 in thiazolidinone ring), which
could be donated to the DPPH* and ABTS™* free rad-
icals. The radical formed in compounds 4a-k could be
well stabilized by resonance [34]. The electronic ef-
fect (electron withdraw or electron release) and the
position (o, m, and p) of substituent did not con-
tribute significantly to the antioxidant activity with
similar EC5p and TEAC. However, we clearly observe
that thiazolidinones from disubstituted arenealdehy-
des (4h-k) are less effective as antioxidants by DPPH
assay.

] Biochem Molecular Toxicology 1DOI10.1002/jbt
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FIGURE 1. Synthesis of thiazolidin-4-ones 4a-k. Reaction conditions: (i) toluene, BF3:MeOH, reflux in Dean-Stark trap, 3 h. (ii) toluene,
BF3:MeOH, molecular sieve, 80°C, 3 h. (iii) HSCH,COOH 3, reflux in Dean-Stark trap, 16 h. (iv) HSCH,COOH 3, molecular sieve, 80°C, 16 h.

Finally, we report a procedure for the prepa-
ration of 2-(aryl)-3-(pyrimidin-2-yl)-1,3-thiazolidin-4-
ones using a molecular sieve that furnishes the de-
sired products in a lower energy (80°C) than azeotropic
distillation (110°C). This procedure showed advan-
tages like operational simplicity, easy workup, moder-
ate yields, and overall lower cost. Moreover, the com-
pound 4e showed the highest antioxidant activity in
both radical scavenger assays. However, further stud-
ies are necessary to understand the structural features
of thiazolidinones derivatives that contribute to their
antioxidant activity.
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5 CONCLUSOES

De acordo com o proposto nos objetivos desta dissertacdo, pode-se concluir

pelos resultados:

a) A utilizacdo de peneira molecular em substituicdo a destilacdo azeotrdpica

b)

apresentou rendimentos consideraveis (30-56%), porém ndo apresentou
resultados melhores do que a metodologia classica (45-98%). Aparentemente
a metodologia com peneira € menos dispendiosa por reagir em temperatura
menor (80°C) que a utilizada em destilagcdo azeotrépica (>110°C), contudo
estudos posteriores de variagcdo das condi¢gOes reacionais seréo realizados na

busca de melhores rendimentos.

Quanto aos testes antioxidantes pode-se notar uma velocidade alta entre o
antioxidante e os radicais DPPHe e ABTS"» e valores muito significativos de
atividade antioxidante de seis compostos (4b-d, 4f-g e 4h) frente ao ensaio
DPPH (ECso entre 16,13 e 49,94 ug/mL) e excelentes atividades em relacdo
ao ensaio ABTS (TEAC: 10,32-53,52), por isso mais estudos devem
complementar esse trabalho no intuito de se realizar um estudo toxicidade e

de relacéo estrutura atividade desses compostos.
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ANEXO | — Espectros de RMN de'H e de**C dos

Compostos 3-(pirimidin-2-il)-tiazolidin-4-onas.
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(pirimidin-2-il)-1,3-tiazolidin-4-ona(4i).
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