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RESUMO

NEVES, Adriana Machado. Sintese de tiazolidinonas derivadas da 1-(2-aminoetil)
pirrolidina e estudo da atividade antimicrobiana. 2014. 138f. Dissertacao
(Mestrado) - Programa de Pés-Graduacdo em Quimica - Universidade Federal de

Pelotas, Pelotas.

Uma série de vinte e duas 1,3-tiazolidin-4-onas foi sintetizada a partir da 1-(2-
aminoetil)pirrolidina, benzaldeidos substituidos nas posi¢cdes orto, meta e para (NO.,
F, Cl, OCHj3 CHsz e OH), e o acido mercaptoacético. As tiazolidinonas foram
sintetizadas pela reacao “one-pot” através da metodologia de aquecimento térmico
convencional com o uso de Dean Stark para remocao azeotrdpica da agua. A reacdo
ocorreu em 5 horas, com a formacado inicial do intermediario imina, posterior
ciclizacdo intramolecular e formacdo dos produtos. Todas as substancias sao
inéditas na literatura e foram identificadas através de cromatografia gasosa acoplada
com espectrometria de massas (CG-MS), ressonancia magnética nuclear de 'H e
13C (RMN) e para 5 compostos massas de alta resolucéo (ESI). Além disso, foram
estudadas metodologias alternativas utilizando aparelho de ultrassom e micro-ondas
visando uma reducdo do tempo de reacdo através de reacdes “one-pot’ e
multicomponente, respectivamente. Posteriormente, a série de compostos obtida foi
submetida a avaliagdo antimicrobiana contra fungos (Candida albicans, C.
parapsilosis, C. glabrata, C. lipolytica, C. famata) e bactérias (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeuruginosa e Enterococcus faecalis),
utilizando-se a técnica de microdiluicdo em caldo. Os resultados encontrados foram
relatados como a concentracdo necessaria para inibir 50% do crescimento dos
microorganismos (ICsg), sendo que o composto 4-CHs apresentou o menor valor de
ICso (7,81 pg/mL) além de apresentar grande seletividade pelo fungo C. parapsilosis.
Por outro lado, o composto 2-F apresentou atividade antifingica de amplo aspectro,
sendo considerado o mais potente antifingico da série. A citotoxicidade das
tiazolidinonas foram avaliados em células de fibroblastos de camundongos NIH/3T3
expostas por 24 e 48 h a cada composto, sendo os dados expressos como média +
SEM e considerando o valor de p<0,05 como diferenca significativa, analisando os
dados através do Teste de Tukey. Em geral, a grande maioria dos compostos néo
apresentou citotoxicidade na concentracdo de 250 pg/mL, sendo este resultado
comparado com o controle.

Palavras-chave: Tiazolidinonas, pirrolidina, sintese, antimicrobiana, citotoxicidade.



ABSTRACT

NEVES, Adriana Machado. Synthesis of thiazolidinones from 1-(2-
aminoethyl)pyrrolidine and study of the antimicrobial activity. 2014. 138f.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduacdo em Quimica - Universidade

Federal de Pelotas, Pelotas.

Twenty-two 1,3-thiazolidin-4-ones were synthesized from 1-(2-aminoethyl)
pyrrolidine, arenaldehydes substituted at the ortho, meta and para (NO,, F, Cl, OCHs,
CHjs, and OH ) and mercaptoacetic acid. These thiazolidinones were synthesized by
one-pot methodology using conventional thermal heating in a Dean Stark trap for
azeotropic removal of water. The reaction occurred at 5 hours with the initial
formation of the intermediate imine followed by an intramolecular cyclization to the
products. All substances are novel in the literature and were identified by mass
spectrometry (GC-MS), nuclear magnetic resonance *H and **C (NMR) and five of
them by high resolution mass spectroscopy (HRMS). In addition, alternative
methodologies were studied using ultrasound and microwave searching for a
reduction in the reaction time through one-pot and multicomponent reactions. All
synthesized compounds have been evaluated their antimicrobial activity against fungi
(Candida albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. lipolytica, C.famata), and bacteria
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeuruginosa), using the
broth microdilution bioassay. The results were reported in values inhibit growth by
50% (ICsp). The compound 4-CH3z showed the better antifungal activity of the series
with 1Csg value (7,81 pug/mL) and high selectivity by the fungus Candida parapsilosis.
On the other hand, Compound 2-F broad sweep showed antifungal activity and is
considered the most potent antifungal. The cytotoxicity of thiazolidinones were
evaluated in NIH/3T3 fibroblast cells exposed mice for 24 and 48 h each compound,
with data expressed as mean + SEM and considering the value of p <0,05 as a
significant difference, analyzing the data using Tukey's test. In general, the
compounds did not show cytotoxic at the concentrations of 250 pg/mL when
compared to control.

Key-words: thiazolidinones, pyrrolidine, synthesis, antimicroal, cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

A maioria dos farmacos em uso clinico atualmente, apresentam em sua
estrutura no minimo um nudcleo heterociclico. Por essa razdo as substancias
heterociclicas sdo de grande interesse para sintese organica, devido a sua vasta
aplicacdo na quimica medicinal em virtude de suas propriedades farmacoldgicas
(Patrick et al., 2009).

Existem iniumeras moléculas biologicamente ativas, um exemplo sdo as
tiazolidinonas, heterociclos que contém um anel de cinco membros derivado da
tiazolidina A. A carbonila deste anel possui posi¢cbes variadas podendo estar
presente no carbono 2 (B), 4 (C) ou 5 (D) da tiazolidinona, gerando trés diferentes

isémeros constitucionais (Figura 1) (Tripathi et al., 2014).
HN
()
A
@)
HN
(Mo
D

Figura 1: Estrutura da tiazolidina A e dos diferentes isbmeros constitucionais do
anel da tiazolidinona.

A L
B

C

Dentro deste contexto as 1,3-tiazolidin-4-onas que apresentam em sua
estrutura um atomo de enxofre na posicdo-1, um atomo de nitrogénio na posicédo-3 e
um grupamento carbonila na posi¢cao-4 podendo conter diferentes substituintes nas
posicdes 2, 3 e 5 do anel (Figura 2) (Tripathi et al., 2014).

o R
;4 5§ R
R1-N2 .S
R?> R3
Figura 2: Estrutura geral de 1,3-tiazolidin-4-onas.

Diferentes pesquisadores vém estudando este nulcleo heterociclo devido a
sua grande aplicabilidade na area medicinal. Atualmente, na literatura sé&o
encontrados muitos trabalhos que relatam as diversas aplicacbes das 4-
tiazolidinonas na quimica medicinal, tais como a atividade anticancer (Wu et al.,

2014), anticonvulsivante (Ahmed et al., 2014), anti-inflamatéria (Maccari et al., 2014),
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antidiabética (Raza et al., 2013), antimicrobiana (Desai et al., 2014), antiviral
(Masoud et al., 2013), antioxidante (Ranganatha et al.,, 2014), tuberculostatica
(Vintonyak et al., 2010) entre outras (Figura 3). Além disso, os farmacos como a
pioglitazona, ralitoline e o etozoline utilizados, respectivamente, como antidiabético,
anticonvulsivante e diurético, também contém o heterociclo tiazolidinona em sua
estrutura (Figura 3) (Jain et al., 2012).

S
I/>\N\H R " OY\
(I "o O
O?S O
O,N N
O™ oH
Anticonvulsivante R~ = Antioxidante
R ) N
Tuberculostatica
. s~
R / N o)
o OH onN 5_\A\
Anti-inflamatéria
CH-R"
(0]
oy s
N
H R’
Antiviral Antimicrobiana Anticancer

_ 0
@ 6] ’/4 — 9 s
N '}'/\/OWN_H S\@(o CNQ:/NS//OLO/\
WS) HN

Rosiglitazona

Etozoline
Cl
Ralitoline

Figura 3: Exemplos de tiazolidinonas com atividade biolégica.

Estudos demonstram que as tiazolidinonas desempenham um importante
papel como agentes antimicrobianos. Como, por exemplo, no trabalho de Desai et
al., 2014 onde foram sintetizadas tiazolidinonas as quais apresentaram agao
antibacteriana e antifingica mais proeminente que os farmacos cloranfenicol e
cetoconazol utilizados como padréo.

Dessa forma as tiazolidinonas se mostram uma alternativa viavel para o
desenvolvimento de novos farmacos com essa acao. Por outro lado, o tratamento de

doencas infecciosas ainda continua a ser um problema devido ao aumento do
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namero de micro-organismos resistentes aos multiplos farmacos existentes. Essa
resisténcia ocorre principalmente devido ao uso indiscriminado de medicamentos e a
elevada capacidade de adaptacdo dos micro-organismos (Adki et al., 2012; Patel et
al., 2012 e Silva et al., 2008).

A resisténcia microbiana crescente representa uma grande preocupacao para
a comunidade cientifica, a qual tem se elevado o numero de estudos para a
concepcao e sintese de novos compostos com potencial atividade biologica, menos
toxicos e mais eficazes e seguros, sendo uma necessidade real percebida para a
descoberta de novos farmacos com atividade antimicrobiana (Shalini et al., 2011,
Prasad et al., 2011 e Adki et al., 2012).

Outro importante heterociclo é a pirrolidina, constituido de um anel de cinco
membros que contém em sua estrutura um atomo de nitrogénio (Theophil et al.,
2003). Esse anel esta presente em alguns antibiéticos como a clindamicina, derivado
semissintético da lincomicina (Nussbaum et al., 2006) e cefepima, um farmaco
semissintético de quarta geracdo da classe das cefalosporinas (Shahid et al., 2010)
(Figura 4).

0.0
cl AP 0
o) o NH OH
HN 2

0 SO s N \\( HN

N N N\ _SH

H J HO

\ HO OH o) o)

OH

/
HO S

Clindamicina Cefepima Lincomicina ©H

Figura 4: Antibidticos que contém o heterociclo pirrolidina

Além da atividade antibacteriana (Shi et al., 2011) o heterociclo pirrolidina
apresenta outras aplicacées farmacoldgicas relatadas na literatura como atividade
anticonvulsivante (Kaminski et al., 2013) e anticancer (Arun et al., 2013). Portanto,
tendo em vista potencializar a atividade antimicrobiana das tiazolidinonas estudou-se
uma metodologia eficiente para a unido desses dois nucleos heterociclos.

Dando continuidade aos estudos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do
Laboratério de Quimica Aplicada a Bioativos (LaQuiABio) (Kunzler et al., 2013;
Drawanz et al., 2014 e Marques et al., 2014) da Universidade Federal de Pelotas

7

(UFPel), a proposta deste trabalho € sintetizar tiazolidinonas derivadas da 1-(2-
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aminoetil)pirrolidina com o uso de diferentes metodologias e verificar a atividade
antimicrobiana dos compostos obtidos. Desta forma, os objetivos especificos séo:

(@) Estudar as condicOes reacionais para a obtencdo das 2-aril-3-(2-
(pirrolidin-1-il)etil)tiazolidin-4-onas 5 por meio da metodologia de aquecimento
convencional, através da reacdo entre 1-(2-aminoetil)pirrolidina 1, benzaldeidos
substituidos 2, com formacgéo do intermediario imina 3 e adicdo posterior do acido
mercaptoacético 4, reagindo para formar o anel da 1,3-tiazolidin-4-ona 5 (Esquema
1). A variagdo estrutural sera realizada com benzaldeidos que contenham em sua

estrutura grupos doadores e retiradores de elétrons como substituintes;

(b)  Estudar metodologias alternativas como a irradiagdo ultrassénica e a
de irradiacao por micro-ondas realizando um estudo das condi¢des reacionais para a
realizacdo da série das tiazolidinonas empregando benzaldeidos p-substituidos
(Esquema 1). Posteriormente comparar 0s resultados obtidos nessas duas

metodologias com a metodologia de aguecimento convencional;

Esquema 1:

| —R { N/\/N S
_— 0]

R_
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\

i @xﬁ\l
HSQJ\OH

i. Metodologia Convencional. R i i
ii. Irradiac&o ultrassonica. - Grupos retiradores de elétrons: NO,, F, Cl

ii. Irradiag&o por Micro-ondas. -Grupos doadores de elétrons: OH, OCH3, CH3

(c) Identificar a estrutura dos compostos sintetizados atraves da
interpretacdo dos dados de ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio *H
e carbono °C, incluindo 2D-RMN COSY, HMBC e HMQC, e por Cromatografia

Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG/MS);
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(d) Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos produtos através da
metodologia de microdiluicio em caldo, doze cepas de carater patogénico:
Staphylococcus aureus ATCC 19095, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Enterococcus faecalis ATCC 4083, Escherichia coli ATCC 29214, Candida albicans
ATCC 62342 e isolados clinicos orais de espécies de Candida albicans (3) e nao-

albicans, C. parapisilosis, C. glabrata, C. lipolytica, C. famata.

(e) Avaliacdo Citotoxica dos produtos frente a células normais de
fibroblastos de camundongos (NIH/3T3), através do ensaio colorimétrico MTT, pelo

teste de viabilidade celular, utilizando microplacas de 96 pocos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

De acordo com a literatura existem diversos trabalhos contendo relatos sobre
0 heterociclo da 4-tiazolidinona, em vista disso, esta revisdo consiste em uma
discussdo ampla sobre esse nucleo visando abordar a sua importancia sintética, a
reatividade do anel e a atividade farmacolégica antimicrobiana e citotoxica.
Primeiramente, a sintese da 4-tiazolidinona € realizada através de diferentes
metodologias, sendo que a mais comum €é a de aquecimento térmico convencional,
porém devido a diferentes fatores, como tempo de reacdo e a quantidade de
solvente utilizado na reagdo, busca-se medidas sintéticas alternativas como, por
exemplo, a sonoquimica e a de micro-ondas. Por essa razdo, serd brevemente
relatado o funcionamento, o uso e a aplicacdo dos mesmos nas rea¢des organicas.

Posteriormente, sera discutida a aplicabilidade das 4-tiazolidinonas na
quimica medicinal voltada para a atividade antimicrobiana, visto que o aumento do
ndamero de micro-organismos resistentes aos medicamentos ja existentes aumentou
a busca por novas moléculas para reverter essa situacdo. Contudo, esta revisao
busca de forma abrangente relatar topicos descritos ao longo desta dissertacdo para

um melhor compreendimento do assunto.

2.1. Quimica da 4-tiazolidinona

A 4-tiazolidinona ou 1,3-tiazolidin-4-ona sdo uma forma saturada do tiazol
com um grupo carbonila podendo conter diferentes substituintes nas posicoes 2, 3 e
5 do anel (Figura 5). A variacdo no atomo de nitrogénio e no atomo de carbono, no
caso o carbono metilénico, depende dos materiais de partida utilizados na reagao
(Tripathi et al., 2014).

., O
R< R1
2
X=0,5,NR R3
6 7

Figura 5: Variagao dos substituintes da 4-tiazolidinona.

A reacao de tiouréias substituidas com acido a-haloacético produz a 2-imino-
4-tiazolidinona 6 (X=NR). Recentemente Chau et al., 2014 descreveram a sintese
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em duas etapas livre de solvente, pela metodologia em micro-ondas na temperatura
de 160 °C e 150 W de poténcia por um tempo total de 10 minutos obtendo as 2-
imino-4-tiazolidinonas 6 com excelentes rendimentos (Esquema 2). Na primeira
etapa ocorre a formacédo da tiouréia simétrica 10, a partir de aminas primarias 8 com
dissulfeto de carbono 9, através da reacdo de adicdo nucleofilica e depois foi
adicionado o acido cloroacético 11 ocorrendo a reacéo de cicliza¢do intramolecular
para a formacdo do anel da 4-tiazolidinona.

Esquema 2.

S Rl
: 2
RI-NH, —— Rl\NJ\N'R )\
8295% H H 77 91%
10 6
R= R?= CHy(CHy)4CHs3 CH,Ph, Ph, PhCH; PhOCH3 Phl

i. CS, 9, MO, 160 °C, 150 W, 5 min
ii. CICH,CO,H 11, MO, 160 °C, 150 W, 5 min

O estudo de diferentes metodologias para a obtencdo de 4-tiazolidinona
envolve a utilizacdo de trés componentes (amina, aldeido e acido mercaptoacético)
para a formacdo do anel da 2,3-disubstituida-4-tiazolidinona 7, sendo este o
principal foco desta revisdo. A sintese da 4-tiazolidinona esta descrita por muitos
pesquisadores, sendo um exemplo, o trabalho de Neuenfeldt et al., 2011, o qual
realizaram a sintese através da reacdo multicomponente utilizando difosfato de
primaquina 12, DIPEA 13, benzaldeidos substituidos 2 e um excesso de acido
mercaptoacético 4 em refluxo de tolueno durante 3 horas obtendo o composto 14
com rendimentos de moderados a bons (Esquema 3).

Esquema 3.

MeO MeO
1
.2H;PO,
HN S [ P ——
WNHZ Z 37-89%

12 2 /|

~w<zf

R_
S
R=H, 2-F, 3-F,4-F, 2-Cl, 3-Cl, 4-Cl, 2-NO,, 3-NO,, 4-NO,, 2-OCH,, 3-OCHj, 4-

OCHg, 3-CN,4-CN e 4-CHs.
i. N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) 13, HSCH,CO, 4, tolueno, 110 °C, 2 a 4 h.
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2.2. Métodos de obtencéo da 2,3-disubstituida-4-tiazolidinona

A 2,3-disubstituida-4-tiazolidinona é formada através da reacdo de adicéo
seguida de substituicdo entre a amina primaria ou hidrazina que reage com a
carbonila do aldeido ou cetona, com a liberacdo de uma molécula de agua gerando
o intermediario imina, ap0s ocorre a reacdo de ciclocondensacdo com o acido
mercaptoacético para a obtencdo do ndcleo da tiazolidinona. Esta reacdo pode
acontecer em “one-pot”, multicomponente ou em duas etapas. A reacao “one-pot”,
ou seja, em um Unico recipiente, a amina reage inicialmente com o aldeido com
posterior adicdo do &cido mercaptoacético (Esquema 4, condicdo i). A reacao
também pode proceder em duas etapas com o isolamento do intermediario imina
(Base de Shif) (Esquema 4, condicao ii). Além disso, na reacdo multicomponente,
todos os trés reagentes sdo adicionados no inicio da reacdo (Esquema 4, condicdo
i) (Tripathi et al., 2014).

Esquema 4.
9 @)
1oR? HS Aom »\_\
. v 4
[ [ e S
3 R2 R3
16 ) .
O 0
RINH, + podipe |0 RU Rz HS Aoy
8 15 R
16 R3 rR? R3
ii >\
o 1-N_ _S . .
Hs. R i. Reac&o em "one-pot”
OH R2 RS ii. Reacdo em duas etapas
4 7 iii. Reacdo multicomponentes

As moléculas de agua geradas durante a reacdo devem ser removidas do
meio para favorecer a formacédo do anel da 4-tiazolidinona, normalmente se utiliza
um aparelho de Dean Stark para a remog¢do da mistura azeotropica da mesma com
o solvente (Kunzler et al., 2013 e Neuenfeldt et al., 2011), porém outras formas de
remocao sdo empregadas como 0 uso de agentes de desidratacao, por exemplo,
1,3-diciclocarbonodiimida (DCC) (Thakare et al., 2014), y-ferrita (Shrivastava et al.,

2012), peneiras moleculares (Campos et al., 2013) entre outros.
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Campos et al.,, 2013 desenvolverem uma eficiente sintese de 2-aril-3-
(pirimidin-2-il)-tiazolidinona 19, através da reacdo em “one-pot” a partir de uma
amina aromatica a 2-aminopirimidina 17 com benzaldeidos substituidos 9,
empregando peneiras moleculares para a remocao da agua, e o acido de Lewis
trifluoreto de boro BF3;, a 80 °C por 3 horas, depois foi acrescentado o &cido
mercaptoacético 4 permanecendo nesta temperatura por 16 horas, obtendo os
compostos 19 com rendimentos moderados (Esquema 5).

Esquema 5.

~
0 fN 0
N
N _NH N 3 DY
| h ’ R_'\ H i (\/)\ = I N N/[g
_N TR N™ °N
30-56%

17 2
18

R=4-CHj3 2-Cl, 3-F, 4-F, 3-OCH3 2-NO, 3-NO, 2,4-Cl, 2,3-OCHjs, 19
3,4-OCHj3 2-CI-6F

i. Tolueno, BF3: MeOH, peneiras moleculares, 80 °C, 3 h

ii. HSCH,CO,H 4, peneira molecular, 80 °C, 16 h

Por outro lado, uma metodologia diferente de sintese livre de solvente foi
descrita por Neuenfendt et al., 2010 a qual realizaram o procedimento sintético em
duas etapas, primeiramente ocorreu a formacdo e isolamento da hidrazonas 21
através da reacdo de condensacédo entre a hidrazina 20 e o aldeido ou cetona 15 em
refluxo de tolueno ou metanol por 3 horas, utilizando o aparelho de Dean Stark para
a remocdo da agua, apoés realizou-se a segunda etapa a partir da hidrazonas 21
utiizando um excesso de acido mercaptoacético 4 através da reacdo
ciclocondensacéo, livre de solvente e a 60 °C durante um periodo de 1-3 horas,

sendo obtido o produto 22 com bons rendimentos (Esquema 6).

Esquema 6.
1 3
R! RV, R
R2 O
NHNH, 0O | N\N/*th i
N /©/ 79-91% r S
2 + RS R4 R?2 N §< 4

R 1 H R3 R

20 15 21 R

22
R'e R?2=H, NO, 3 4 _

i. tolueno ou metanol, refluxo, 3 h R3=H RE-R™= CTZZ(%HZ)”CHZ
ii. HSCH,CO,H 4, 60 °C, 1a 3 h. R*= n-Bu, Ph n=2

Outro trabalho bastante interessante foi realizado por Prasad et al., 2012 o

qual realizou uma série de tiazolidinonas através da reagdo multicomponente em
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meio aquoso (3 mL). Na sintese da 2,3-disubstituida-4-tiazolidinona 24 utilizou
aminas primarias alifaticas ou aromaticas 3 com benzaldeidos substituidos 2 e o
acido mercaptoacético 4 a temperatura ambiente com o &cido p-
dodecilbenzenossulfonico (DBSA 10 %) 23 atuando como um eficiente surfactante
catalisador &cido de Brgnsted (Esquema 7). O catalisador possuir um interior
hidrofébico e um nucleo exterior hidrofilico aumentando a capacidade de formar
goticulas de emulsdo com substratos organicos em meio aquoso, eliminando do
meio as moléculas de agua geradas durante a reacao.

Esquema 7.
o

2 h

@]
. -N S
AN H i Rl
20 —_—_—
RI-NH, *R | + HSQJ\OH 0
Z 60 -91% %

8 2 4 |_R2

Rl = NH> 24
NH» .
= i. DBSO 23, H,0, 18 h, 25 °C
F

R? = H, 4-F, 4-Cl, 4-Br, 2-Cl, 3-Cl, 3-F, 2-CF5 4-NO, 4-CH; 4-OCH3 4-C(CHs)3 4-CHO

Além disso, diversas pesquisas ha literatura revelam a utilizacdo de
catalisadores na obtencdo da 2,3-disubstituida-4-tiazolidinona atuando a fim de
acelerar a reacdo, como exemplo, o trabalho de Foroughifar et al., 2013 que
emprega o catalisador metalico Bi(SCH,COOH); (10%) 26, o trabalho de Zheng et
al., 2013 utilizando a enzima tripsina de pancreas de suinos 28 (PPT 20 mg) como
biocatalisadores e o trabalho de Pratap et al., 2011 empregando a Saccharomyces
cerevisa 27 (fermento de p&o) como biocatalisador, visto que é facilmente disponivel
e de baixo custo (Esquema 8).

O catalisador coordena-se ao oxigénio da carbonila aumentando a
eletrofilicidade e facilitando a formacdo da imina e a formacdo do anel da
tiazolidinona. Na reacdo empregando o catalisador metélico a sintese foi realizada
através da reacdo em “one-pot’ livre de solvente em temperatura ambiente por 2
horas. Na reacdo empregando biocatalizadores necessitou de diversos estudos
reacionas para aperfeicoar a reacdo, sendo realizada a sintese com o PPT em
diclorometano a 35 °C por 4 horas e com fermento de pao em tetrahidrofurano (THF)
a temperatura ambiente por 40 horas, ambos obtendo 4-tiazolidinona 29 e 30 com

bons rendimentos.
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Esquema 8.
NH
X 2 o
O R2- ) \\],/\
\\I/\S _— CHO o R?-NH, N S
N 25 8 RY
S PR B N )
AN i. 70 - 90 % Z 4 54 -98 % l
R X, 15172% 2 =R
29 30
i. Bi(SCH,COOH)3 10 % 26, 25 °C, 2 h R'=H, 4-CHs 4-Cl, Ph, 2-NO, 3-NO, 4-NO, 4-0CHj;

ii. Saccharomyces cerevisae 27, THF, 25 °C, 40 h 3-Cl, 4-OH, 3-CH, 3-PhCN, 3-Piridil, 2-Nafiti
iii. PPT 20 mg 28, CH,Cl, 35 °C, 3 h R2=H, 4-CHz 4-Cl, 4-NO, 4-CHz CH,Ph, H,CC=CH

2.3. Metodologias alternativas para a obtencdo da 2,3-disubstituida-4-

tiazolidinona

Além das rotas sintéticas de aquecimento convencional as 4-tiazolidinonas
vém sendo obtidas através de metodologias alternativas como por exemplo, 0 uso
de ultrassom e de micro-ondas, que visam diminuir ndo somente o tempo de reacéao,
mas também a geracdo de residuos gerados pela sintese, com isso essas
metodologias vem ganhando um espaco na quimica organica na busca de amenizar
os danos ambientais, visando metodologias menos agressivas para a obtencéo de

moléculas organicas.

2.3.1. Ultrassom

A aplicacdo do ultrassom para a obtencdo de produtos quimicos é um
processo chamado de sonoquimica, que tornou-se um campo interessante de
pesquisa durante os ultimos anos, o qual tem sido utilizado para acelerar uma
variedade de rea¢fes quimicas, como por exemplo a sintese de heterociclos (Duarte
et al., 2010).

O ultrassom é definido como um som a uma frequéncia superior aguela que
o ouvido humano pode perceber, com frequéncias sonoras iguais ou superiores a 20
Hz, e quando as ondas sonoras com suficiente amplitude se propagam através de
sucessivos ciclos de compressdo e expansdo no liquido que estad sujeito as
mudancas de densidade alternando ondas propagadas no meio da reacéo (Figura 6)
(Xu et al., 2013 e Golmohamadi et al., 2013).
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Figura 6: Frequéncias sonoras em (kHz).

Quando as ondas sonoras com suficiente amplitude se propagam através de
um liquido surge uma interacdo direta entre as espécies quimicas e as ondas
sonoras de alta intensidade que pode ser utilizado para a producdo de novos
compostos. O aumento da eficiéncia para a obtencdo de moléculas organicas por
ultrassom é atribuido ao fenédmeno de cavitacdo, o qual é responsavel pela
formacdo, crescimento e colapso de bolhas num liquido irradiado (Figura 7) (Xu et

al., 2013 e Gouvéa et al., 2012).
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Figura 7: Fenbmeno de cavitagéo.

No liquido irradiado contendo particulas sélidas dispersas ocorre a formacao
de bolhas ou fendas cheias de gas que oscilam devido ao campo sonoro aplicado.
Os gases sdo absorvidos nos poros das particulas e durante os processos de
compressdo e expansdo, sendo que O primeiro ocorre em pressao positiva e o
segundo em pressao negativa, os gases irdo migrar para fora da particula formando
cavidades ou microbolhas no centro do liquido. O crescimento da cavidade da bolha
ocorre até atingir um tamanho critico sendo liberada uma grande concentracdo de
energia durante o colapso, o que resulta na producdo de pontos quentes Unicos que

podem alcancar temperaturas superiores a 5000 K, pressfes superiores 2000 atm,
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sendo esta energia dispersa para o meio reacional durante o colapso da bolha (Patel
et al., 2010, Rooze et al., 2013 e Pal et al., 2013).

2.3.2. Sintese de 2,3-disubstituida-4-tiazolidinona com o uso de ultrassom

O grupo de pesquisa LaQuiABio foi o primeiro a desenvolver uma
metodologia sintética em ultrassom para a obtencdo do anel da tiazolidinona.
Assim, muitos estudos vém sendo realizados pelo grupo empregando diferentes
aminas, como por exemplo, no trabalho de Gouvéa et al., 2012 utilizando a 2-
picolilamina 31 e a 2-aminopiridina 32, e no trabalho de Neuenfeldt et al., 2011,
utilizando a piperonilamina 33 (Esquema 9).

A sintese da tiazolidinona 34 foi realizada através da reacdo em
multicomponente utilizando benzaldeidos substituidos, acido mercaptoacético e a 2-
picolilamina 31 em 10 min. A sintese também foi realizada através da reacdo em
“one-pot” para as aminas 2-aminopiridina 32 e piperonilamina 33 onde o &acido
mercaptoacético 4 foi adicionado apés 10 mim e 2,5 mim de reacdo
respectivamente, porém devido a baixa reatividade nucleofilica da amina aromatica
2-aminopiridina 36 foi necessario a presenca do acido de Lewis (BF3: MeOH a 50%)
para que ocorresse a formacao da imina 35, sendo o produto 36 e 38 obtido apds

25 mim e 5 mim respectivamente.

Esquema 9.
= O Q
X
L i [ NNS
110 | N N A - .
— R | SR =N
—R

3 S
v 36

o}
Ry = 2-NO, 3-NO,, 4NO, 2-F, %
3-F, 4-F, 2-Cl, 3-Cl, 4-Cl, 2-OCHj Dﬁ AO NS

3-OCH3 4-OCH3; 2-OH, 3-OH, 60 92%

4CH3 H, 4-CN
N 1
i. 2-picolilamina 31, tolueno, HSCH,COOH 4, uItrassom, 10 mim | /_R
ii. 2-aminopiridina 32, tolueno, BF3: MeOH, ultrassom, 10 mim
iiil. HSCH,COOH 4, ultrassom, 25 mim 38

iv. piperonilamina 33 tolueno, ultrassom, 2,5 min
v. HSCH,COOH 4 ultrassom, 2,5 mim
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2.3.3. Micro-ondas

A aplicagéo de micro-ondas em escala laboratorial vem ganhando espago na
sintese organica nos ultimos anos. As primeiras reacfes eram realizadas em forno
de micro-ondas de cozinha (multimodo), onde o frasco selado era colocado no
aparelho, porém nao se tinha um controle de pressédo e o recipiente sofria dilatagdo
ou explosdo devido as condigbes de irradiacdo causando acidentes. ApOs esses
relatos iniciais, inidmeros trabalhos foram realizados com o aperfeicoamento dessa
metodologia e as reacdes organicas foram possiveis de ser realizadas com sucesso
(Sanseverino et al., 2002).

As micro-ondas sdo radiacdo eletromagnética que abrange as frequéncias
entre 30 GHz e 300 MHz, isto é, abrange o intervalo de comprimentos de onda a
partir de 1 m a 1 cm. A regido de micro-ondas situa-se entre a regido de
infravermelho e ondas de radio no espectro eletromagnético (Figura 8) (Horikoshi et
al., 2014).

10" 10" 10° 10° 10 100 1 100 10
- | | | | | | | | |
Ultravioleta Infravermelho Ondas de Radio

v

Raios-y I:l l

Raios-X Visivel Microondas

-
=

¥

[ | [ [ I | [ T |
10° 10" 10" 10% 10% 10 10* 10° 10

Figura 8: Localizacdo da regido de micro-ondas no espectro eletromagnético.

O surgimento de reatores de micro-ondas especificos para as reacfes
organicas é uma tecnologia inovadora para a quimica e seu uso tornou-se difundido
nos ultimos anos, sendo uma tecnologia que continua a evoluir rapidamente. Essa
metodologia tem como principal vantagem a possibilidade do controle de
temperatura e pressao, além de poder utilizar a distribuicdo das micro-ondas de
forma homogénea (monomodo) sobre a amostra garantindo seguranca e
reprodutibilidade dos experimentos (Brittany et al., 2002 e Sanseverino et al., 2002).

O agquecimento desses equipamentos, também chamado de aquecimento
dielétrico, ou seja, ocorre por conducgédo, irradiacdo e conveccdo, iSSO porque

existem dois mecanismos capazes de transformar a energia eletromagnética em
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calor. O primeiro deles est& relacionado a rotacdo de dipolo onde as moléculas séo
alinhadas com um campo elétrico aplicado e outro mecanismo é de conducéo iénica
onde o calor é gerado pelas perdas por friccdo, ou seja, através da migracao de ions
dissolvidos e a interacdo destes com o solvente (Sanseverino et al., 2002).

A escolha do solvente pode ser um fator crucial para o resultado, isso porque
a polaridade do solvente desempenha um papel significativo nas reacdes assistidas
por micro-ondas. Um solvente polar € necessario quando 0s reagentes nao
absorvem muito a energia de micro-ondas, sendo a mistura de reacdo mais polar,
maior é a sua capacidade para acoplar com a energia de micro-ondas, conduzindo a
um aumento mais rapido da temperatura interna. Por outro lado, o solvente apolar
nao absorve a energia de micro-ondas com muita eficiéncia, porém eles podem agir
como um dissipador de calor. As misturas de reacdo que sao sensiveis a
temperatura se beneficiardo enormemente com essa capacidade, como o solvente
apolar vai ajudar a afastar o calor térmico que est4 sendo produzido a partir da
interacdo entre a energia de irradiagdo de micro-ondas, mas a sua temperatura
interna permanecera baixa (Brittany et al., 2002).

Na medida em que as micro-ondas sao ondas eletromagnéticas que se
movem nas moléculas polares o tempo para a geracdo de calor é consideravelmente
reduzido em relagdo ao aquecimento convencional. Em geral substancias polares
absorvem bem micro-ondas, enquanto que substancias menos polares ou com
dipolo nulo absorvem micro-ondas fracamente (Horikoshi et al., 2014 e Sanseverino
et al., 2002).

2.3.4. Sintese de 2,3-disubstituida-4-tiazolidinona com o uso de micro-ondas

A técnica de irradiacdo de micro-ondas € atualmente usada para realizar uma
ampla gama de reacdes quimicas como por exemplo, a sintese das tiazolidinonas
através da reacdo multicomponente. Assim, Senthilraja et al., 2014 realizaram uma
série de 2,3-dissubstituidas-tiazolidin-4-onas 40 sintetizados a partir das aminas 8
apropriadas, cetonas substituidas 39 e acido mercaptoacético 4 na presenca de
DCC em THF anidro com agitacdo vigorosa e submetida a calor sob irradiacdo de
micro-ondas a temperatura de 80 °C durante 5 min, obtendo os produtos 40 com

bons rendimentos (Esquema 10).
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Esquema 10.

i
R-NH, + —_— S

72-88% Rl'

39

2
i. HSCH,COOH 4, DCC, THF, MW, 80 °C, 5 mim R 40

Rl= O s i H §
)J\ )J\ NN h o
NH, NH, N' H
= O,N NO,

RZ=Cl, Br

Arya et al, 2012 sintetizaram tiazolidinonas através da reacao
multicomponente num aparelho de micro-ondas (CEMDiscover) empregando na
reacdo o liquido ibnico como catalisador derivado do acido de Brgnsted, sendo
otimizado para a realizagdo da série o 1-metilimidazol tetrafluoroborato ([MIM]'BFy)
42. Na sintese da espiro [indole-tiazolidinona] 43 utilizou-se indol-2,3-diona
substituidas 41, acido mercaptoacético 4, anilinas substituidas 25 e o liquido iénico
42 colocados em um recipiente apropriado com tampa de rosca de teflon, mantido
por um tempo de 4 mim na temperatura de 140 °C, sendo a reacéao livre de solvente
(Esquema 11).

X
> %0.57% Rlir;o i
=

41

i. HSCH,COOH 4, [MIM]*BF,,” 42, MW, 4 mim, 140 °C

R!=5.F, 7-F, 5-CF3 7-CF5 5-CHj
R2 = 4-COOH, 3-Cl, 4-F, 4-CHj

Esquema 11.

Em outro trabalho Meshram et al., 2010 realizaram a sintese de bis-
tiazolidinonas 47, livre de solvente, através da reacdo em duas etapas utilizando
zeolitas 5 A 46 como catalisador acido soélido de alumina-silicato, o qual absorve as
moléculas de agua. Primeiramente, as bases de Schiff 45 foram obtidas utilizando
tolueno-2,4-diamina 44 e benzaldeidos substituidos 2, sendo realizada a em sistema
aberto sob irradiacdo de micro-ondas na temperatura de 120 °C, na poténcia de 200

W e durante 20 segundos, apos a isolou-se a bis-imina 45 realizando a
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recristalizacdo em metanol. Posteriormente, sintetizou a bis-tiazolidinona 47 a partir
da imina isolada com acido mercaptoacético 4 e a zedlita 5 A 46, sob irradiacdo de
micro-ondas na temperatura de 120 °C, na poténcia de 200 W e durante 40-50
segundos, onde o produto obtido foi recristalizado em metanol. A zeolita 46 foi
recuperada por filtracdo podendo ser reutilizada por sete vezes, sem perder suas
propriedades (Esquema 12).

Esquema 12.

AL @*92%%@@(@

iij 89-96%

<
R = 4-OH, 2-OH, 2-NO, 3-NO, 4-Cl, 2-Cl, y -
' ; —
4-OCH, 4-CHy /@\/
N N

s S
i. MW, 200 W, 20 s V& W

ii. HSCH,COOH 2, Zeldlita 5 A 46, MW, 200 W, 40 450 s

2.4. Estereoquimica e reatividade da 4-tiazolidinonas

As 2,3-disubstituida-4-tiazolidinonas possuem um carbono assimétrico C2, o
qgual a molécula pode ser R ou S, dependendo do arranjo espacial. Além disso, esse
nucleo possui duas conformacdes estruturais, sendo a mais estavel na forma de
envelope. Dentro desse contexto, Tripathi et al., 2014 descreveram um estudo
conformacional da molécula com dois diastereocisdbmeros (Figura 9), o qual
descobriram que a configuracdo descoberta mais estavel era a estrutura 48, em que
o hidrogénio do carbono 2 esta em posicédo equatorial do anel, devido a presenca do
grupo fenila na posicao axial evitando o impedimento estérico ao grupo piridina (Py).

(0] Py @) Py
Heq\ggNﬁ/H Heq\ngﬁ/Ph
eq
* *|
Hax Ph Hax Hax
48 49

Figura 9: Estereoquimica da 4-tiazolidinona.

7

A estereoquimica de uma molécula é importante para compreender as

interacdes que estdo ocorrendo no anel, porém a formacéo da tiazolidinona depende



34

da natureza eletrofilica do carbono da carbonila e melhor nucleofilicidade da amina,
para a obtencdo do intermediario imina. Em vista disso, o trabalho de Kumar et al.,
2013 verificou a seletividade das 2,3-disubstituida-4-tiazolidinona e desenvolveu um
estudo utilizando aminas, benzaldeidos, cetonas e acido mercaptoacético
empregando diferentes acidos proéticos em silica como catalisador da reagéo, sendo
escolhido o HCIO,4.SiO;, 49 na quantidade de 2,5 mmol%, na temperatura de 100 °C
e como solvente o tolueno para a realizacdo de uma série de tiazolidinonas.

Os autores realizaram a sintese das tiazolidinonas através da reacao
multicomponente entre a amina aromética 25, benzaldeido 2, &cido mercaptoacético
4 e cetonas 51 ou benzaldeido substituidos 48 e 50 com grupo retirador ou doador
de elétrons (Esquema 13). A seletividade foi verificada na formacdo de um composto
em maior proporcdo a outro ap0s a purificacdo por cromatografia em coluna. O
melhor resultado encontrado foi com para o produto 66, sendo na razao seletiva de
8:92, onde a presenca de grupos retiradores de elétrons deixa carbonila mais
reativa, ou seja, mais eletrofilica favoravel ao ataque do nucledfilo.

Esquema 13.

s
O/ 90:10 © © HSQJ\OH 8: 92 O/
19% 78%

81% 7%

OMe iii ‘ 86:14 NO,
52 O O 55

i. 4-metoxibensaldeido 48, HCIO,4.SiO, (2,5 mmol %) 49,

tolueno, 100 °C, 5 h 71% 57 11%
ii. 4-nitrobensaldeido 50, HCIO,4.SiO, (2,5 mmol %) 49,

tolueno, 100 °C,5h
iii. ciclohexanona 51, HCIO,4.SiO5 (2,5 mmol %) 49

tolueno, 100 °C, 5 h

Posteriormente, realizou-se a sintese através da reagdo multicomponente
entre benzaldeido, 4-(2-aminoetil)lbenzanamine 68 e 0 acido mercaptoacético 4 para
a obtencéo da tiazolidinona 69 (Esquema 14). Na reacao ocorre a formacao de dois
produtos, formados a partir da competicdo nucleofilica entre os nitrogénios da

amina, com alta seletividade do produto formado a partir do ataque nucleofilico do
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nitrogénio ligado ao carbono sps. Visto que, o nitrogénio ligado a carbono sp, &
menos reativo, uma vez que o par de elétrons encontra-se comprometido com o
anel. Uma purificacdo por cromatografia em coluna foi realizada para a separacao
dos produtos.
Esquema 14.

o}

CHO D!
. /®/\/N s
H2N4®—\\ * * HS” “COOH — N
NH, /
68 2 4 52%

69

i. HCIO,4.SiO5 (2,5 mmol %) 49, tolueno, 100 °C, 5 h

2.5. Importancia do heterociclo da 4-tiazolidinona na quimica medicinal

Quase todos os compostos que conhecemos contém anéis heterociclicos
como, por exemplo, farmacos, vitaminas e muitos produtos naturais. A importancia
dos compostos heterociclicos, principalmente anéis de cinco e seis membros, tém
sido muito reconhecidos no campo da quimica organica sintética e da quimica
medicinal. A palavra grega heteros, que significa " diferente ", ressalta a presenca
de &tomos na estrutura do anel, tais como N, O, S, Se, P, Si e B, denominados de
heterodtomos. Assim, um exemplo, é o heterociclo da 4-tiazolidinona, contendo os
atomos de N e S, sendo a unidade ativa ou grupo farmacoférico da molécula
responsavel por uma gama ampla de atividades farmacoldgicas como, por exemplo,
a atividade antimicrobiana (Vinay et al., 2011 e Chandramohan et al., 2012).

Além disso, o aparecimento de resisténcia aos antifUngicos e antibiéticos
disponiveis atualmente no mercado, bem como o crescimento do nimero de casos
de morte causados por infecgcdes hospitalares, levou a procura por novos agentes
terapéuticos. Por outro lado, o processo de criacdo de um novo medicamento é
extremamente complexo e envolve varios fatores limitantes como por exemplo, a
toxicidade. No entanto, a quimica medicinal busca estabelecer uma relacéo entre a
estrutura quimica e a atividade biolégica, sendo a area dedicada ao
desenvolvimento e a descoberta de novos farmacos para o tratamento de inUmeras

doencas (Vinay et al., 2011).
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2.5.1. Estudo da atividade antimicrobiana da 4-tiazolidinona

Diferentes classes de agentes antibacterianos e antifingicos foram
descobertas durante os ultimos vinte anos, porém a resisténcia microbiana tem
restringido a eficacia dos mesmos, limitando a sua utilizacdo. Essa situacdo
evidencia a necessidade do desenvolvimento de novos, potentes e seguros agentes
antimicrobianos (Shigade et al., 2013).

O ndcleo da 4-tiazolidinona é descrito por Patel et al., 2014 como “nucleo
maravilha” devido as diversas atividades biolégicas descritas na literatura, tais como
a antimicrobiana. Esta atividade também esta presente na Base de Schiff, ou seja, a
imina intermediaria da reacao desse anel heterociclo.

Desta forma, apdés sintetizar as 4-tiazolidinonas, avaliou-se através do método
de microdiluicdo em caldo, a atividade antibacteriana contra cepas Gram negativas
(E. coli, P. aeuruginosa) e Gram positivas (S. aureus e S. pyogenus) e a atividade
antifingica contra as cepas de C. albicans, A. niger e A. clavatus. Os farmacos
utiizados como padrdo foram a griseofulvina (antifingico) e a ampicilina
(antibacteriano).

Os resultados demonstraram excelente atividade antimicrobiana para 0s
compostos 70 e 71 (Figura 10) com valor de concentracao inibitéria minima (CIM)
igual a 62,5 pg/mL contra a bactéria E. coli, obtendo resultado melhor que o do
padrao (CIM=100 pug/mL). O composto 71 também teve resultado satisfatorio contra
a bactéria S. pyogenus, com valor de CIM=100 pg/mL comparado com o padrao
(CIM=250 pg/mL). A atividade antifungica dos compostos 72 e 70 contra o fungo C.
albicans apresentaram valores de CIM=100 pg/mL e CIM=250 pg/mL,

respectivamente, ambos melhores que o padrao (CIM=500 pg/mL).
Cl

Cl cl
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N (0] N (o) N (6]
70 71 72

CIM = 62,5 ug/mL CIM =100 pg/mL CIM = 100 pg/mL
contra E. coli contra S. pyogenus contra C. albicans

CIM = 250 pg/mL CIM = 62,5 pg/mL

contra C. albicans contra E. coli

Figura 10: Estrutura da 4-tiazolidinona 70, 71 e 72.
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Shingade et al., 2013 sintetizaram as 4-tiazolidinonas derivadas da piperazina
que, de acordo com a literatura, apresentam diversas aplicagbes na quimica
medicinal como a atividade antimicrobiana, visando assim potencializar a atividade
do anel. O teste da atividade antimicrobiana foi realizado, pelo método de
microdiluicdo em caldo, com cepas bacterianas de B. subtilis, P. vulgaris, S. aureus,
B. cereus , E. coli, P. aeuruginosa e fungicas de C. albicans, A. niger, A. flavus, R.
solani, T. viride, entre outras. Os farmacos utilizados como padrao foram a
ciprofloxacina (CIM=2,34 pg/mL) para bactérias e o clotrimazol (CIM=2,34 pg/mL)
para fungos.

O estudo foi realizado somente com grupos doadores de elétrons em
diferentes posicdes, onde a presenca destes grupos na posicdo 4 potencializou a
atividade antimicrobiana. O composto 73 mostrou-se com melhor atividade
antibacteriana (CIM=4,68 pg/mL) contra as diferentes bactérias B. subtilis, P.
vulgaris e E. coli. Entretanto, o composto 74 foi o que apresentou melhor resultado
para a atividade antifingica (CIM=9,37 ug/mL) contra diferentes fungos C. albicans,

R. solani e A. flavus (Figura 11).

O O
//\N/\/N //\N/\/N
HN\) f HN\) f
CIM = 4,68 ng/mL CIM = 9,37 pg/mL

contra B. subtilis, P. vulgaris e E. coli contra C. albicans, R. solani, A. flavus

Figura 11: Estrutura da 4-tiazolidinona 73 e 74.

Em outro trabalho, Nandagokula et al., 2013 sintetizaram as 4-tiazolidinonas
derivadas de fenilhidrazonas devido as hidrazonas serem potentes agentes
antimicrobianos, capazes de inibir uma variedade de espécies de bactérias e fungos.
Com base nestes fatos os autores realizaram o estudo da atividade antimicrobiana
contra as bactérias E. coli, S. aureus, P. aeuruginosa e B. cereus e o fungo C.
albicans, pelo método de diluicAo em série realizado em placa. Os farmacos
penicilina (CIM=0,12 pg/mL) e fluconazol (CIM=8,0 pg/mL) foram utilizados como
padrao para bactérias e fungo, respectivamente.
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A investigacdo antibacteriana revelou que todos os compostos testados
mostraram de moderada a boa atividade com uma variacao de CIM entre 3,125 a 25
pHg/mL contra todas as cepas de bactérias, sendo os compostos 75 e 77 0s mais
potentes para a P. aeuruginosa.

Os dados da atividade antifungica tiveram uma variagdo de 1,562 a 12,5
pHg/mL, sendo o composto 76 com atividade cinco vezes maior que o padrdo
fluconazol (Figura 12). Portanto, realizou-se o teste de toxicidade para o composto

76, onde esse foi considerado ndo toxico até a dose de 2500 mg/Kg.

e 3 -

HN— N}H HN— N>/)

Br Br
75 76 77
CIM: 3,125 pg/mL CIM: 1,562 pg/mL CIM: 3,125 pg/mL
contra P. aeuruginosa contra C. albicans contra P. aeuruginosa

Figura 12: Estrutura da 4-tiazolidinona 75, 76 e 77.

A introducdo de antifungicos de azol representa um grande avanco no
tratamento de infec¢des fungicas, onde varios antifungicos sdo utilizados no
tratamento de candidiase. No entanto, existem relatos na literatura de resisténcia de
algumas cepas a estes quimioterapéuticos.

Desta forma, recentemente, Marques et al., 2014 realizaram um estudo da
atividade antifungica, das 3-(heteroaril-2-ilmetil)tiazolidinonas de acordo com o
método descrito no documento M27-A3 (CLSI, 2008), contra seis leveduras: Candida
albicans, C. parapsilosis, C. guilliermondii, Cryptococcus laurentii, Trichosporon
asahii e Rhodotorula, sendo o farmaco fluconazol utilizado como padréo.

Além disso, também foi realizada a analise de citotoxicidade contra a linha de
células de fibroblasto (NIH/3T3), a qual todos o0s compostos preservaram sua
viabilidade, sendo n&o téxicos mesmo em concentragcbes mais elevadas (787
pg/mL). Os resultados demonstraram os melhores valores de CIM para tiazolidinona
78 contra T. asahii (CIM=10,4 pg/mL) e contra Rhodotorula sp (CIM=35 pg/mL)
(Figura 13).
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= @)
« I
N N_ _S
OH CIM: 10,4 pg/mL
contra T. asahii
CIM: 35 pg/mL
78 contra Rhodotorula sp.

Figura 13: Estrutura da 4-tiazolidinona 78.

No trabalho de Kunzler et al., 2013 realizou-se a sintese e a avaliacdo da
atividade antifingica de tiazolidinonas derivadas da piperidina, o qual estudos in vitro
foram realizados contra sete espécies de fungos: Candida albicans, C. parapsilosis,
C. guilliermondii, Cryptococcus laurentii, Geotrichum, Trichosporon asahii e
Rhodotorula sp, sendo o farmaco fluconazol utilizado como padrdo. Os melhores
resultados foram para os compostos 79 e 80 com CIM=16,5 ug/mL e o composto 81
com CIM=25 ug/ mL contra a cepa fungica Rhodotorula sp, apresentado atividade
melhor ou semelhante ao padrdo. Além disso, as tiazolidinonas mostraram baixo
efeito citotoxico em linhagem de células Vero. O composto 81 mostrou o melhor
resultado, ou seja, 0 menos citotoxico da série, sendo este superior a 787 mg/mL
(Figura 14).

O O O
N/\/N N/\/N
CIM: 16,5 pg/mL CIM: 16,5 pg/mL CIM: 25 pg/mL
contra Rhodotorula sp contra Rhodotorula sp contra Rhodotorula sp

Figura 14: Estrutura da 4-tiazolidinona 79, 80 e 81.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes e solventes utilizados

3.1.1. Solventes
v' Acetato de Etila
v" Diclorometano
v' Hexano
v Tolueno

3.1.2. Sais
v Bicarbonato de Sédio
v' Sulfato de Magnésio

3.1.3. Reagentes
v' Acido mercaptoacético
v 1-(2-aminoetil)pirrolidina
v 2- Nitrobenzaldeido
v" 3- Nitrobenzaldeido
v' 4- Nitrobenzaldeido
v' 2- Fluorobenzaldeido
v" 3- Fluorobenzaldeido
v" 4- Fluorobenzaldeido
v’ 2- Clorobenzaldeido
v’ 3- Clorobenzaldeido
v' 4- Clorobenzaldeido
v 2- Metoxibenzaldeido
v 3- Metoxibenzaldeido
v’ 4- Metoxibenzaldeido
v’ p- tolualdeido
v salicilaldeido
v' 3-Hidroxibenzaldeido
v' 4-Hidroxibenzaldeido
v 2,3-metoxibenzaldeido

40
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v’ 2,4-metoxibenzaldeido
v' 2,6-diclorobenzaldeido
v' 2-cloro-6-fluorobenzaldeido

v' 2.4-clorobenzaldeido

3.2. Equipamentos utilizados

3.2.1. Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de 1D-RMN foram obtidos utilizando o espectrometro Bruker Ac-
200F (*H de 200MHz e *3C de 50 MHz), em cloroférmio deuterado (CDCls), contendo
trimetilsilano (TMS) como padréo interno. As anélises de 1D-RMN de préton *H e
carbono *3C, foram obtidas na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), para
a caracterizagcdo dos compostos 5a-u. Os espectros de 2D-RMN foram obtidos
utilizando o espectrometro Bruker Ac-200F (250 MHz) em cloroférmio deuterado
(CDCI3), contendo trimetilsilano (TMS) como padrdo interno. As analises dos
espectros em 2D-NMR Manager (COSY, HSQC and HMBC), foram obtidos na
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) para o composto 5b. O
processamento dos espectros ocorreu por meio do arquivo FID utilizando o
programa Magnetic Ressonance Companion (MestReC) NMR Manager e Advanced
Chemistry Development (ACD 1D NMR Manager).

3.2.2. Espectrobmetro de Cromatografia Gasosa e Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massas

Os cromatogramas foram obtidos em um cromatdégrafo a gas da marca
Shimadzu Gas Chromotograph CG-2010, coluna de sintese HP-1 30 m x 0,32 mm X
0,25 pum. Os espectros de massas foram obtidos em um aparelho de Shimadzu
CG2010-plus, com injetor automatico CG-MS-QP2010SE System AOC-20i, coluna
RDS-SMS 30 m x 0,32 mm x 0,25 pum, na Universidade Federal de Pelotas.

3.2.3. Espectrometro de Massas em alta resolucéo (ESI-FTMS)

Os espectros de massa foram obtidos em um espectrometro de massa LTQ
Orbitrap Discovery (Thermo Fisher Scientific). Este sistema hibrido encontra o ion
linear espectrometro de massa de armadilha de LTQ XL e analisador de massa

Orbitrap. Os ensaios foram realizados através de infusao direta da amostra (fluxo: 10
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ML/min) no modo de ion positivo usando ionizacao por eletronspray. Os célculos da
composicdo elementar para comparagao foram executados utilizando a ferramenta
especifica incluida no QualBrowser do software Xcalibur (Thermo Fisher Scientific
2.0.7).

3.2.4. Aparelho de Ultrassom

O aparelho de ultrassom da marca Sonics Vibra-cell, modelo VC 500, serial
N° 480357, 500 W, frequéncia 20 Hz, 220 V com o0 uso de um probe com microtip
conico de 3 mm (1/8 polegada, volume de 1-10 mL, intensidade ultra alta, amplitude
maxima de 40 %, comprimento de 159 mm).

3.2.5. Aparelho de Micro-ondas

O aparelho de micro-ondas da marca CEMDiscovery-SP W/Activent, modelo
N° 909150, serial N° DC8141, volts.: 90/140 vac Max Cur.: 7.3 A, frequéncia 50/60
Hz, Max. PWR.: 725 W, MFG. DATA.: 32231, MAG. Freq.: 2455 MHz, Max.
Microwave Power.: 300 W, Prod. Tag.: 2118141, 250 V.

3.2.6. Ponto de fuséo

Os pontos de fuséo das tiazolidinonas derivadas da 1-(2-aminoetil)pirrolidina,
foram determinados em um aparelho da marca Fisatom, com trés tubos capilares,
modelo 430, 230 V, 60 Hz, 50 W. Termbmetro até 360 °C.

3.3. Métodos experimentais

3.3.1. Procedimento geral de sintese das tiazolidinonas 5a-u através da
metodologia de aquecimento térmico convencional

Em um baléo de 100 mL, conectado num sistema Dean-Stark, foi adicionado 1
mmol da 1-(2-aminoetil)pirrolidina 1, 1 mmol do benzaldeido substituido 2a-u, sob
agitacao e refluxo de tolueno (70 mL) por 2 horas, para a formacgéo do intermediario
imina 3a-u. Apos, adicionou-se 3 mmol do &cido mercaptoacético 4 e a reacao foi
mantida sob agitacdo e refluxo por mais 3 horas, para a formagao da 4-tiazolidinona
5a-u. A mistura de reacao foi lavada com solucéo saturada de bicabornato de sédio
(NaHCO3; 3 x 10 mL), sendo separada a fase organica, a qual foi seca com sulfato

de magnésio anidro (MgSQO,) e o solvente removido no aparelho evaporador rotativo.
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A purificacdo do produto bruto foi feita, quando necessério, por meio de lavagem a

guente com hexano.

3.3.2. Procedimento geral de sintese das tiazolidinonas (5c, 5f, 5i, 5I, 5m e 5p)
através da metodologia em ultrassom

Em um frasco apropriado, foi adicionado 1 mmol da 1-(2-aminoetil)pirrolidina
1, 1 mmol do benzaldeido p-substituido 2 e 10 mL de tolueno. A reacao procedeu-se
via sonoquimica, onde a mistura foi mantida por 3 minutos em ultrassom. Apds foi
adicionado 3 mmol de acido mercaptoacético 4 e a mistura foi sonicada por mais 3
minutos. Em seguida, lavou-se a mistura de reacdo com solugcdo saturada de
NaHCO3; (3 x 10 mL), recolhendo-se a fase organica, a qual foi seca com MgSO, e 0
solvente removido no aparelho evaporador rotativo. Os compostos 5c¢, 5f, 5i, 5l e
5m, foram obtidos com excelente pureza, sem a necessidade de purificacdo, com
excecdo do composto 5p que foi purificado com lavagem a quente de
hexano/acetato de etila (8:2).

3.3.3. Procedimento geral de sintese das tiazolidinonas (5c, 5f, 5i, 5I, 5m e 5p)
através da metodologia em micro-ondas

Em um frasco especifico para micro-ondas, foi adicionado 1 mmol da 1-(2-
aminoetil)pirrolidina 1, 1 mmol do benzaldeido p-substituido 2, 3 mmol do &cido
mercaptoacético 4 e 15 mL de tolueno, sendo devidamente tampado. A reacdo
ocorreu por meio do aparelho de micro-ondas (monomodo), onde a mistura foi
mantida por 5 minutos em sistema fechado sem ar comprimido (Power Max) na
temperatura de 100 °C e poténcia de 50 W. Posteriormente, a mistura de reacéao foi
lavada com solucado saturada de NaHCO3 (3 x 10 mL) separando a fase organica, a
qual foi seca com MgSO, e o solvente removido no aparelho evaporador rotativo. Os
compostos 5c, 5f, 5i, 5I, 5m e 5p, foram obtidos com excelente pureza, sem a

necessidade de purificacao.
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4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Primeiramente sera elucidada a numeracdo e a nomenclatura das 4-
tiazolidinonas sintetizadas no trabalho. Em seguida, ser4 apresentada a rota
sintética empregada, onde serdo discutidos o estudo das condi¢cdes reacionais,
metodologias utilizadas, purificagdo, rendimento e caracterizacéo das substancias.

4.1. Numeracado e nomenclatura das substancias sintetizadas

De acordo com as regras da IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada) determinou-se a nomenclatura das sustancias sintetizadas e também a
partir da Tabela 1 estimou-se a numeracao adotada para as 4-tiazolidinonas 5a-u

dessa dissertacao.

Tabela 1. Nomenclatura das substancias sintetizadas.

Estrutura Nomenclatura
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iletil)tiazolidin-4-ona

52 GN“/N S 2-(2-nitrofenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
E NO,

o
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t GN%NES 2-(3-nitrofenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
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Tabela 1. Nomenclatura das substancias sintetizadas (continuacao).
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2-(3-fluorofenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
iletiltiazolidin-4-ona

2-(4-fluorofenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
il)etihtiazolidin-4-ona

2-(2-clorofenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
il)etihtiazolidin-4-ona

2-(3-clorofenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
iletil)tiazolidin-4-ona

2-(4-clorofenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
iletil)tiazolidin-4-ona

2-(2-metoxifenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
iletil)tiazolidin-4-ona

2-(3-metoxifenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
il)etil)tiazolidin-4-ona
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Tabela 1. Nomenclatura das substancias sintetizadas (continuacao).

5|

5m

5n

50

Sp

Sq

5r

o

C/N/\/N s

T

2-(4-metoxifenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
il)etihtiazolidin-4-ona

3-(2-(pirrolidin-1-il)etil)-2-p-toluiltiazolidin-4-
ona

2-(2-hidroxifenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
iletil)tiazolidin-4-ona

2-(3-hidroxifenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
il)etihtiazolidin-4-ona

2-(4-hidroxifenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
il)etihtiazolidin-4-ona

2-(2,3-dimetoxifenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
iletil)tiazolidin-4-ona

2-(2,4-dimetoxifenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
iletil)tiazolidin-4-ona
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Tabela 1. Nomenclatura das substancias sintetizadas (continuacao).

o

N__S

5s GN/\/ 2-(2,6-d_ic|o'rofeniI)_-3.-(2-(pirroIidin-1-
cl cl iletil)tiazolidin-4-ona
cl il)etiltiazolidin-4-ona

5t GN/\/NEES 2-(2-cloro-6-fluorofenil)-3-(2-(pirrolidin-1-

il)etihtiazolidin-4-ona

C/N/\/N
5u 2-(2,4-diclorofenil)-3-(2-(pirrolidin-1-

4.2. Sintese das moléculas propostas

A proposta para a sintese das 4-tiazolidinonas baseou-se em estudos
anteriores do nosso grupo de pesquisa, a qual é realizada utilizando diferentes
amina, benzaldeidos substituidos e acido mercaptoacético. A variacdo da amina
modifica o tempo de reacao, isso porque a reatividade de aminas alifaticas € maior
que aminas aromaticas. Outra questdo relevante é o procedimento da reacdo,
podendo esta ser de duas maneiras diferentes: multicomponente, onde todos 0s
reagentes sao adicionados juntos no inicio da reacdo; ou “one-pot”’, onde ocorre a
reacdo inicial entre a amina e o aldeido para a formacao do intermediario imina in
situ, com posterior adicdo do acido mercaptoacético.

Nas reacbes de obtencdo de 4-tiazolidinonas, é possivel ocorrer a formacao
do subproduto oxatiolona 82 devido a competicdo nucleofilica entre o enxofre do
acido mercaptoacetico e o nitrogénio da amina. A oxatiolona é formada pela reagéo
direta entre o acido mercaptoacético 4 e o benzaldeido 2 (Esquema 15). O
mecanismo da reacdo parte do ataque nucleofilico do enxofre a carbonila do
benzaldeido com posterior ataque do oxigénio do benzaldeido a carbonila do acido

mercaptoacetico. A sintese desse subproduto foi realizada em refluxo de tolueno por
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16 horas, de acordo com o trabalho de Cunico et al., 2008, sendo empregado como
padrdo na andlise de Cromatografia Gasosa (CG).

J_sH NO2_j O S
HO + _
85% NO,

82

Esquema 15:

i. Tolueno, 110 °C, 20 h

4.3. Metodologia de aquecimento convencional para a sintese das 4-

tiazolidinonas 5a-u

4.3.1 Estudo da Condi¢cdo de Reacao

O estudo da condicdo de reacdo foi baseado em trabalhos anteriores do
LaQuiABio, (Neuenfeldt et al., 2010, Campos Jr et al., 2013, Kunzler et al., 2013 e
Gomes et al., 2010). Kunzler et al., 2013 sintetizaram tiazolidinonas derivadas da 2-
aminoetilpiperidina sendo esse um anel heterociclo semelhante ao anel da 1-(2-
aminoetil)pirrolidina (Figura 15). A reagcdo empregada no trabalho foi em “one-pot”
utilizando a condi¢é@o estequiométrica de 1 mmol da amina, 1 mmol de benzaldeido
substituido e 3 mmol do &cido mercaptoacético, o qual foi adicionado apds 2 horas

do inicio da reacao, permanecendo por um periodo total de 5 horas.

<:/\N_/—NH2 CN_/—NH2

2-aminoetilpiperidina 1-(2aminoetil)pirrolidina
(KUNZLER et al.,2013) (Este trabalho)

Figura 15: Moléculas de aminas hetorociclicas.

Por essa razado, as 4-tiazolidinonas derivadas da 1-(2-aminoetil)pirrolidina
foram sintetizadas pela reacdo em “one-pot”, via refluxo de tolueno, utilizando o
aparelho de Dean-stark para a remoc¢édo da 4gua que é formada durante a reacao,
sendo esta removida na forma de uma mistura azeotropica. Assim, estudaram-se
diferentes condicdes de reagcdo (Tabela 2), onde se escolheu o substituinte 2-
nitrobenzaldeido 2a para realizar as condi¢cbes testes a fim de se obter a 4-

tiazolidinona 5a, visto que de acordo com os trabalhos realizados pelo grupo
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normalmente as reacdes com este aldeido resultam na formacéo de produtos com
baixos rendimentos. A possivel explicacdo € devido a proximidade do grupo nitro a
carbonila, dificultando o ataque nucleofilico do nitrogénio da amina.

A condicao A enfatizou o trabalho de Kunzler et al., 2013 mantendo a mesma
quantidade estequiométrica dos reagentes, adicdo posterior do acido e tempo de
reacao. O resultado deste estudo foi bastante promissor revelando pureza elevada e
um alto rendimento do produto. Porém, buscou-se estudar outras condi¢cdes para
verificar se a mudanca na estequiometria, ou a reducdo do gasto energético
melhorariam ou manteriam os mesmos resultados. Em vista disso, foram realizados
mais trés estudos de condicdes testes a fim de se obter o composto 5a.

Na condicéo B utilizou-se 1 mmol da amina 1 e 1 mmol do 2-nitrobenzaldeido
2a, a qual deixou-se reagir por uma hora para que ocorresse a formacdo do
intermediario imina 3a, e apl6s esse periodo adicionou-se 1 mmol do acido
mercaptoacético 4 deixando-se reagir por mais 3 horas. A condicao C foi realizada
assim como a condi¢do B, porém utilizou-se 2 mmol do acido mercaptoacético. Por
fim, testou-se uma dultima condicdo de reacdo utilizando excesso do aldeido
(proporcéo equimolar 1:2:3) uma vez que o0 mesmo poderia sofrer oxidacdo. Assim,
na condi¢do D utilizou-se 1 mmol da amina 1 e 2 mmol do benzaldeido 2a, sendo 3
mmol do acido mercaptoacético 4 adicionado ap6s 1 hora do inicio da reacéo
ficando num tempo total de 5 horas (Esquema 16). Em todas as condi¢cdes testes

foram realizados de hora em hora uma cromatografia (CCD).

Esquema 16:
A,B,C Q
O cro "y () o2 b
No>am, @ N — ( NN S
2
NO, NO,
1 2a 3a

ba
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Tabela 2. Andlise das condicbes de reacao testadas por meio da metodologia de
aquecimento térmico convencional®.

.. Tempo Proporcao Equimolar Andlise por  Converséo via
Condicéo ' o
(h) (amina:aldeido:acido) CG (%) CG (%)
A 2+3 1:1+3 97 89
B 1+3 1:1+1 81 69
C 1+3 1:1+2 96 76
D 1+4 1:2+3 83 70

®Reac&o em tolueno, HSCH,COOH (4) a 110 °C

Os resultados revelaram que a quantidade de &cido empregada na reacao foi
bastante relevante para a formacao do produto, onde se verificou nas condicfes A e
C, que o excesso do acido auxiliou para o aumento no rendimento e pureza de
acordo com a andlise de CG do composto 5a. No entanto, o aumento na quantidade
de aldeido utilizado, na condicdo D em comparacdo com a condicdo A, ndo se
mostrou satisfatério uma vez ocorreu reducéo do rendimento e de pureza. Assim,

selecionou-se a condicdo A para a realizacao da série de 4-tiazolidinonas.

4.3.2. Sintese das 2,3-disubstituida-4-tiazolidinonas

Para a sintese das tiazolidinonas 5a-u utilizou-se 1 mmol da 1-(2-
aminoetil)pirrolidina 1, 1 mmol do benzaldeido 2a-u, solubilizados em tolueno
(Esquema 17), onde formou-se primeiramente o intermediario imina 3a-u,
posteriormente adicionou-se 3 mmol do &cido mercaptoacético 4. A mistura de
reacao foi aquecida a temperatura de refluxo do solvente 110 °C e a reacédo foi
monitorada por cromatografia (CCD) apo6s 5 horas observou-se o consumo total dos
reagentes.

Posteriormente, a mistura de reacao foi lavada com solucéo saturada de
NaHCO3 (3x10mL), ocorrendo a formagdo de uma fase orgénica e outra aguosa. A
fase organica foi seca com MgSQ,, filtrada e o solvente removido no aparelho
evaporador rotativo. Quando necessario realizou-se purificacdo dos produtos obtidos

por meio de lavagem a quente de hexano ou hexano/acetato de etila (8:2).
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Esquema 17:
B ] 0

CHO . C\ 5 \
N . i AN S

N\/\ + RI_()/ N\/\N/ N . C/\l

NH; = | TR 33-98%
= 2 R

1 2a-u 3a-u S !
i.Tolueno, 110 °C, 2 h; 5a-u

ii. HSCH,COOH 4, 110 °C, 3 h

De acordo com os dados apresentados na Tabela 3, as 4-tiazolidinonas 5a-u
sintetizadas por meio da metodologia de aquecimento convencional, apresentaram

bons a excelentes rendimentos.

Tabela 3. Rendimentos e pontos de fusdo dos compostos sintetizados 5a-u.

Produto R F.M. P-M. Rendimento®(%)  P.F.’(°C)
(g/mol)
5a 2-NO, C15H190N303S 321,39 89 71-73
5b 3-NO, C15H10N303S 321,39 73 98-101
5¢c 4-NO, C15H19N303S 321,39 81 Oleo
5d 2-F C1sH10FN20OS 294,39 98 Oleo
5e 3-F C15H19FN,OS 294,39 64 Oleo
5f 4-F C1sH19FN,0S 294,39 74 56-58
59 2-Cl C1sH1sCIN,OS 310,84 69 Oleo
5h 3-Cl C1sH1sCIN,OS 310,84 97 Oleo
5i 4-Cl C1sH1oCIN,OS 310,84 69 83-86
5j 2-OCHjs C16H22N20,S 306,42 71 Oleo
5k 3-OCH3 C16H22N20,S 306,42 94 Oleo
51° 4-OCHs C16H22N20,S 306,42 83 60-63
5m 4-CHs C16H22N-0S 290,42 78 57-60
5n° 2-OH C15H20N20,S 292,40 71 Oleo
50 3-OH C15H20N20,S 292,40 85 Oleo
5p¢ 4-OH C15H20N20,S 292,40 41 135-138
5q 2,3-OCHz  Cy7H25N,03S 336,45 70 Oleo

5r 2,4-OCHs; C17H25N-03S 336,45 80 O'EO
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Tabela 3. Rendimentos e pontos de fusdo dos compostos sintetizados 5a-u.

5s°¢ 2,6-Cl CisH19CIbN,OS 345,29 84 106-109
St 2-Cl-6-F CisH1sCIFNOS 328,83 83 65-68
sSu 2,4-Cl CisH1oCIbN,OS 345,29 94 82-85

’Rendimento dos compostos isolados; "Equipamento ndo calibrado; °Purificou-se com hexano;
Purificou-se com hexano/acetato de etila (8:2).

Assim, foi possivel a realizacéo da sintese de vinte e uma 2,3-disubstituida-4-
tiazolidinonas, inéditas na literatura, obtendo os compostos através da metodologia

de aquecimento convencional.

4.3.3. Mecanismo proposto para a sintese das 2,3-disubstituida-4-
tiazolidinonas em “one-pot”

A proposta de mecanismo envolvendo a formacao do anel da 4-tiazolidinona
esta representada no Esquema 18. Primeiramente, o par de elétrons do nitrogénio
da 1-(2-aminoetil)pirrolidina ataca o carbono da carbonila do benzaldeido, através de
um mecanismo de reacdo de adicdo seguido de substituicdo para a formacdo do
intermediario imina. O equilibrio da reacéo € deslocado em favor do produto (imina)
com a remocao da molécula de agua por destilacdo da mistura azeotrépica. Apos, a
imina reage com 0 &cido mercaptoacético ocorrendo a protonacdo do nitrogénio
iminico e formacdo da base conjugada. Posteriormente, o par de elétrons do enxofre
do acido mercaptoacético ataca o carbono parcialmente positivo da imina e o0s
elétrons da ligacdo C-N migram para o nitrogénio formando outro intermediario
tetraédrico. Em seguida, o par de elétrons do nitrogénio ataca a carbonila do acido
mercaptoacético, ocorrendo a ciclocondensacdao com liberacdo de mais uma
molécula de agua. Por fim, ocorre a desprotonacdo da carbonila pela base
conjugada e a formacao do anel 4-tiazolidinona.

A cinética da reacao é afetada por diferentes fatores como a temperatura, o
solvente e principalmente a estabilidade dos intermediarios formados. Estudos da

cinética da reacao estdo em andamento.
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Esquema 18.
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4.4. Metodologias alternativas para a sintese das 4-tiazolidinonas 5

Depois de sintetizadas as 4-tiazolidinonas pela metodologia de aquecimento
convencional, buscou-se metodologias alternativas como o uso dos aparelhos
ultrassom e micro-ondas visando reduzir o tempo de reacdo e a diminuicdo da
guantidade de solvente utilizado na reacdo, o qual torna-se uma metodologia mais

limpa com menor geragéo de residuos.

4.4.1. Sintese das 4-tiazolidinonas por irradiagcao ultrassdnica
No presente trabalho, as tiazolidinonas 5c, 5f, 5i, 5, 5m e 5p foram
sintetizadas também por via sonoquimica mantendo a estequiometria da reacdo. O

estudo das condicdes de reacdo a fim de se obter o produto 5i (Tabela 4), teve como
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base os trabalhos ja realizados pelo LaQuiABio como, por exemplo, o trabalho de
Gouvéa et al., 2012 atraveés de reagdes “one-pot” e multicomponente.

Por essa razéo, iniciou-se o estudo da condicdo de reacdo através de reacdes
em “one-pot”, onde na condigao A utilizou-se 1 mmol da 1-(2-aminoetil)pirrolidina 1 e
1 mmol de benzaldeidos substituidos 2 em tolueno e sonicou-se a reacao por 3
minutos. Apos esse tempo, adicionou-se 3 mmol do acido mercaptoacético 4,
prosseguindo a reacao por mais 3 minutos. Na condicédo B, assim como na condi¢cao
A, o tempo inicial de reacdo foi em 3 minutos e apds adicionou-se o0 &cido
mercaptoacético 4 e sonicou-se por mais 6 minutos, visando obter o composto 5i
(Esquema 19).

Posteriormente, realizou-se o estudo da condi¢cdo de reacéo através da reacao
em multicomponente, na qual se testou as condi¢cdes C e D, onde todos os regentes
foram adicionados no inicio da reacdo ocorrendo a formacdo do produto via
sonoquimica durante 5 e 3 minutos, respectivamente (Esquema 19).

Em cada condicdo de reacgédo foi realizada a analise de cromatografia (CCD),
onde pode-se observar o consumo total dos reagentes. Apds, lavou-se a mistura
com solucdo saturada de NaHCO3; (3x10 mL), realizou-se a extracdo da fase
organica separando da fase aquosa, secou-se com MgSO, e removeu-se 0 solvente
no aparelho evaporador rotativo.

Esquema 19:
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Tabela 4. Analise das condicbes de reacdo testadas por meio da metodologia em
ultrassom?®,

Condicao Tempo (min) Andlise por CG (%) Rendimento (%)
A 3+3 100 68
B 3+6 100 65
C 5 100 55
D 3 98 43

®Tolueno, HSCH,COOH (4), ultrassom. ° Rendimento do produto isolado.

Os resultados demonstram excelente pureza em todos os testes realizados,
com o melhor rendimento observado na condicdo A, sendo escolhida para a
realizacdo da série das 4-tiazolidinonas utilizando somente benzaldeidos p-
substituidos.

Dessa forma, na sintese das 4-tiazolidinonas 5c, 5f, 5i, 5I, 5m e 5p utilizou-se
1 mmol da 1-(2-aminoetil)pirrolidina 1 e 1 mmol de benzaldeido p-substituido em
tolueno (10 mL). Sonicou-se a mistura por 3 minutos, apds adicionou-se 3 mmol do
acido mercaptoacético 4 e sonicou-se por mais 3 minutos, ambas com a amplitude
de 24 % (Esquema 20).

Posteriormente, verificou-se a formacdo do produto pela analise de
cromatografia (CCD) e a mistura reacional foi lavada com uma solu¢do de NaHCO3
(3x10 mL) onde realizou-se a etapa de extracdo da fase organica, a qual secou-se
com MgSQ,, filtrou-se e o solvente foi removido no aparelho evaporador rotativo.

Esquema 20:
o)

b
C’\\I\/\NH;R/@/CHO ' CI\\I\/\NA@ #O\INN S
R

AouB
1 2 ») 3 21-68%
R= Grupos retiradores de elétrons: NO, F, Cl i. tolueno, ultrassom, 3 min c
Grupos doadores de elétrons: OCH; OH, CH; ii. HSCH,COOH 4, 3-6 min R

No entanto, ao realizar a sintese das 4-tiazolidinonas verificou-se a
necessidade de um tempo maior de reacao para benzaldeidos com grupos doadores
de elétrons, isso porque, na analise de cromatografia (CCD) ainda continha a
presenca de material de partida. Nestes casos, a condi¢do B foi utilizada e para o

composto 5p foi necessario purificacdo por meio de lavagem a quente de hexano.
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Os dados obtidos da sintese de tiazolidinonas via metodologia ultrassénica estéo
presentes na Tabela 5.

Tabela 5. Rendimentos dos compostos sintetizados 5c, 5f, 5i, 5, 5m e 5p através
da metodologia em ultrassom.

Produto R Rendimento® (%)
5¢cP 4-NO, 54
5f° 4-F 48
5iP 4-Cl 68
5I° 4-OCHs 59
5m° 4-CHs 55
5p° 4-OH 21

2 Rendimento dos compostos isolados. ° Condicdo A: Tolueno, 1eq. 2i, 3 min, HSCH,COOH (4), 3
min, ultrassom. ° Condicdo B: Tolueno, leq. 2i, 3 min, HSCH,COOH (4), 6 min, ultrassom.
Purificagdo com hexano.

Os rendimentos das tiazolidinonas 5c, 5f, 5i, 5, 5m e 5p obtidas pela
metodologia de ultrassom apresentaram bons resultados e com elevada pureza,
onde somente o composto 5p necessitou de uma lavagem com hexano a quente. A
principal vantagem da utilizacdo da irradiacdo ultrassénica foi proporcionar
consideravel reducdo do tempo de reacdo comparada com a metodologia de

aquecimento convencional de 5 horas para 6 e 9 minutos.

4.4.2. Sintese das 4-tiazolidinonas por micro-ondas

As tiazolidinonas 5c, 5f, 5i, 5, 5m e 5p também foram sintetizadas por via
micro-ondas, utilizando novamente somente moléculas p-substituidas. O substituinte
na posicao para exerce forte influéncia na reatividade da carbonila dependendo do
efeito eletrbnico de ressonancia do grupo, onde grupos retiradores de elétrons
deixam a carbonila mais reativa. Assim, realizou-se um estudo de condicdo de
reacdo (Tabela 6) através da reacdo em multicomponente, onde se manteve a
estequiometria e variou-se a temperatura (80 e 100 °C), tempo (15, 10 e 5 minutos)
e poténcia, a fim de obter a tiazolidinona 5i (Esquema 21).

Na condi¢cdo A utilizou-se 1 mmol do 4-clorobenzaldeido 2i, 1 mmol da 1-(2-
aminoetil)pirrolidina 1, 3 mmol do acido mercaptoacético 4 e como solvente o
tolueno (15 mL) em um recipiente apropriado. Colocou-se 0 recipiente no micro-
ondas, em sistema fechado por um periodo de 15 minutos, sendo necessario a

poténcia de 245 W para manter a temperatura de 100 °C e manteve-se o sistema
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com ar comprimido ligado (Power Max). A funcdo Power Max realiza o resfriamento
do sistema com a utilizacdo de um compressor de ar, porém a principal fungéo para
a reacao € controlar a temperatura e a poténcia da micro-onda sobre a amostra. Em
seguida, na mistura reacional realizou-se a analise de cromatografia (CCD) para
verificar a formacéo do produto. Nas condigbes C e E, a reacdo se procedeu em
temperatura de 100 °C com variacdo do tempo de reacdo de 10 e 5 minutos,
respectivamente, em sistema fechado com poténcia de 50 W para manter a
temperatura sendo realizada sem a presenca do Power Max.

A condicdo B, D e F foram realizadas na temperatura de 80 °C também em
sistema fechado, durante 15, 10 e 5 minutos, respectivamente, sendo necessaria
uma poténcia de 170 W para manter a temperatura com Power Max. Apos, foi
realizada a analise de cromatografia (CCD) para verificar a formacao do produto.

Esquema 21.
o}

CHO M\
Cl\\l\/\ ) o A, B,C,D,EouF < :N/\/N s
NH, . * HSQJ\OH

MW

1 21 4

5i Cl

Tabela 6. Analise das condi¢Bes de reacdo testadas por meio da metodologia em
micro-ondas®.

) Tempo Temperatura Poténcia Andlise por Rendimento
Condicao )

(min) Q) (W) CG (%) (%)
A 15 100 245 97 72
B 15 80 170 100 51
C 10 100 50° 95 76
D 10 80 170 99 55
E 5 100 50° 100 70
F 5 80 170 98 53

*Tolueno, HSCH,COOH (4), micro-ondas. "Experimento realizado sem a fungdo Power Max.

Os resultados revelam um aumento significativo do rendimento quando ocorreu

0 aumento da temperatura, onde a pureza de todos os compostos foi elevada.
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Dentre as condi¢des realizadas a 100 °C, a condicdo E, foi escolhida para a
realizacdo da série, uma vez que o composto 5i foi obtido em menor tempo.

Assim, a sintese das 4-tiazolidinonas 5c, 5f, 5i, 5, 5m e 5p (Tabela 7) foi
realizada por meio da irradiacdo de micro-ondas, utilizando 1 mmol dos p-
benzaldeidos substituidos 2, 1 mmol da 1-(2-aminoetil)pirrolidina 1, 3 mmol do acido
mercaptoacético 4 e como solvente o tolueno (15 mL) em um recipiente apropriado
para sistema fechado, no tempo de reacéo de 5 minutos (Esquema 22). A mistura de
reacao foi lavada com uma solucdo de NaHCOj3; (3x10 mL) onde realizou-se a etapa
de extracao da fase organica, a qual secou-se com MgSQy,, filtrou-se e o solvente foi
removido no aparelho evaporador rotativo.

Esquema 22.
o

C\ CHO 0 i < :N/\/N S
N _
\/\NHZ . /(j . HSQJ\OH E MW
R 12-83%
1 2 4
R= Grupos retiradores de elétrons: NO, F, Cl R
Grupos doadores de elétrons: OCH; OH, CH3 5

i. tolueno, 100 °C, 50 W, 5 min

Tabela 7. Rendimentos dos compostos sintetizados 5c, 5f, 5i, 5I, 5m e 5p através
da metodologia em micro-ondas e comparacao com outras metodologias.

Produto R Rendimento Rendimento Aquec. Rendimento
MW? (%) Térm. Conv.? (%) Ultrassom?® (%)
5c 4-NO;, 83 81 54
5f 4-F 47 74 48
5i 4-Cl 70 69 68
51 4-OCHjs 62 83 59
5m 4-CHjs 50 78 55
5p 4-OH 12 41 21

®Rendimento dos compostos isolados.

Os rendimentos das tiazolidinonas 5c, 5f, 5i, 5I, 5m e 5p obtidas pela
metodologia de micro-ondas apresentaram bons resultados. A sintese da 2,3-
disubstituida-4-tiazolidinonas em micro-ondas tem como principal vantagem a

diminuicdo do tempo de reacdo comparada com a metodologia de aguecimento
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convencional de 5 horas para 5 minutos. Por outro lado, comparando-se essa
metodologia com a metodologia de ultrassom, verificou-se que o rendimento
aumentou ou obteve-se um valor aproximado. Assim, é possivel constatar que a

metodologia de micro-ondas foi a mais eficiente para a sintese das 4-tiazolidinonas.

4.43. Mecanismo proposto para a sintese das 2,3-disubstituida-4-
tiazolidinonas através da reacdo multicomponente

A proposta de mecanismo envolvendo a formacdo do anel das 4-
tiazolidinonas esta representada no Esquema 23. O mecanismo da reacdo
multicomponente possui similaridade com o mecanismo da reagdo em “one-pot”
(Esquema 18). A principal diferenca esta na protonacédo inicial da carbonila do
aldeido pelo acido mercaptoacético.

Esquema 23.

0
HSQJ\ J\O Hsdj\é . | :_R
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Assim, o &cido mercaptoacético protona o0 oxigénio da carbonila do
benzaldeido deixando essa mais reativa, ou seja, mais parcialmente positiva. Em
seguida, o par de elétrons do nitrogénio da 1-(2-aminoetil)pirrolidina ataca o carbono
da carbonila do benzaldeido substituido, ocorrendo em equilibrio, através de um
mecanismo de reacdo de adicdo seguido de substituicAo e liberacdo de uma
molécula de &gua formando o intermediario imina, onde rapidamente o par de
elétrons do enxofre do acido mercaptoacético ataca a carbono parcialmente positivo
da imina ocorrendo a migracdo dos elétrons ao nitrogénio formando o intermediario
tetraédrico, onde par de elétrons do nitrogénio ataca a carbonila do &cido
mercaptoacético, ocorrendo a reacao de ciclocondensac¢édo, com liberagcdo de mais

uma molécula de agua e formacéo do anel da 4-tiazolidinona.

4.5. Identificac&o das substancias sintetizadas

As estruturas das tiazolidinonas derivadas da 1-(2-aminoetil)pirrolidina foram
caracterizadas e confirmadas por meio da andlise de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de 'H e **C, 2D-RMN de COSY, HMBC e HMQC, também por

espectrometria de massas (CG-MS).

4.5.1. Identificag&o das 4-tiazolidinonas por RMN 'H e *C

Os espectros de RMN *H e *3C dos compostos foram obtidos em cloroférmio
deuterado (CDCI3), em tubos de 5 mm, utilizando tetrametilsilano (TMS) como
referéncia interna. A numeracdo do grupo etilpirrolidinico foi efetuada para a
identificagc&o dos sinais, sendo escolhida o composto 2-(3-nitrofenil)-3-(2-(pirrolidin-1-
iletil)tiazolidin-4-ona 5b na descricdo mais abrangente de analise espectral.

Os principais sinais no espectro de RMN *H que confirmam a formacdo do
produto sdo os hidrogénios H2 e H5 da tiazolidinona. No exemplo da tiazolidinona
5b (Figura 16), o hidrogénio H2 aparece como um simpleto em 6,04 ppm, porém em
alguns casos, foi possivel observar o H2 como um dupleto que acopla com o
hidrogénio H5a.

Na maioria dos espectros obtidos, ocorre uma sobreposi¢ao de sinais na regiao
de 3,60 a 4,00 ppm onde séo encontrados os hidrogénios diasterotépicos H5 e um
dos hidrogénios diasterotopicos do H6 (H6a). A Figura 17 apresenta a expansao

desta regido para uma melhor visualizagdo. O sinal referente ao hidrogénio H5a é
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identificado como um dupleto duplo em 3,84 ppm acoplando com ambos hidrogénios
H2 e H5b (*J=1,6 Hz e 2J=15,3 Hz, respectivamente) e o H5b como um dupleto
(J=15,5 Hz) em 3,74 ppm.
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Figura 16: Espectro de RMN *H do composto da tiazolidinona 5b (200 MHz).
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Figura 17: Expanséo do espectro de RMN *H da tiazolidinona 5b referente aos
hidrogénios H5a, H5b e H6a.
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Os hidrogénios diasterotopicos H6 e H7 aparecem como quatro sinais em
distintas regibes do espectro (Figura 16). Os hidrogénios H6a e H6b vizinhos ao
nitrogénio da amida possuem deslocamentos quimicos mais desblindados em
relacdo aos hidrogénios H7a e H7b vizinhos ao nitrogénio amino. Os sinais dos
hidrogénios H6a em 3,89 ppm, H6b em 2,78 ppm, H7a em 2,70 ppm e H7b em 2,46
ppm sé&o identificados como multipletos, teoricamente deveriam aparecer como
dupletos triplos, uma vez que, o H6a acopla com o hidrogénio geminal (2J, H6éb) e
com dois hidrogénios vicinais (°J, H7a e H7b). Esse padrdo n&o foi possivel
identificar devido a sobreposicao de sinais.

Os sinais referentes aos hidrogénios H8 e H9 do anel da pirrolidina também
foram identificados. De acordo com a Figura 2, o H8 esta em torno de 2,40 ppm e o
H9 em 1,74 ppm, ambos na forma de sinais alargados devido a sobreposi¢do de
sinais. Os hidrogénios aromaticos aparecem no campo mais desblindado do
espectro, acima de 7,28 ppm. O sinal mais desblindado em 8,20 ppm pertence aos
hidrogénios préximos ao grupo nitro devido ao forte efeito retirador de elétrons deste
grupo.

No espectro de RMN *C também é possivel confirmar a formacgéo do produto
através dos deslocamentos quimicos dos carbonos C4, C2 e C5. O sinal do grupo
carbonila C4 é o mais desblindado na regido de 171,0 ppm, o carbono assimétrico
C2 esta na regido de 62,9 ppm e o carbono metilénico C5 estd em 32,7 ppm. O
espectro apresenta também os sinais dos seis carbonos aroméaticos na faixa de
148,5 a 122,0 ppm e os sinais referentes os carbonos da porcéo etila C7 em 53,6
ppm e C6 em 41,7 ppm. Além disso, em 54,1 ppm encontra-se o sinal do carbono
C8 e em 23,4 ppm o sinal do carbono C9 pertencentes ao anel da pirrolidina (Figura
18).
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Figura 18: Espectro de RMN *3C do composto da tiazolidinona 5b (50 MHz).

4.5.1. Identificac&o das 4-tiazolidinonas por 2D-RMN

A andlise de 2D-RMN, de COSY (Correlation Spectroscopy), HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Coherence) e HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum
Correlation), foi importante para o completo assinalamento dos hidrogénios e de
seus respectivos carbonos.

No espectro de COSY verificam-se os acoplamentos dos hidrogénios vizinhos
'H-'H (Silverstein et al., 2013). O hidrogénio H2 em 6,00 ppm tem um acoplamento
fraco com o hidrogénio H5 em 3,80 ppm, sendo esse sobreposto ao hidrogénio H6
(especificamente o H6a) (Quadro A). Os hidrogénios do anel da pirrolidina foram
confirmados na regido de 2,45 ppm para H8 e em 1,75 ppm para o H9, onde estes
acoplam entre si gerando as manchas caracteristicas como identificadas no espectro
da Figura 19 (Quadro B).
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Figura 19: Espectro de 2D-RMN de COSY da tiazolidinona 5b.

No espectro de HMQC verifica-se o acoplamento do carbono com seus
respectivos hidrogénios (*J) (Silverstein et al., 2013). O HMQC foi importante para
elucidar principalmente o assinalamento dos carbonos 6 e 7. Analisando o espectro
(Figura 21) é possivel assinalar o C6 em 41 ppm e o carbono C7 em 54 ppm. E
importante salientar que ocorreu uma inversdo de deslocamento comparado aos
respectivos hidrogénios, ou seja, o H6 possui sinal desblindado em relacdo ao H7 e
0 C6 possui sinal blindado em relacdo ao C7. A explicacdo desse fato deve-se a
molécula possuir liberdade conformacional, uma vez que o RMN é feito em solucdo,
sendo necessario para a completa elucidacdo estrutural do composto 5b uma
andlise de Raio-X, o qual demonstraria inclusive a conformagdo da molécula
referente ao C2. Assim, uma das conformacdes possiveis da molécula que pode
explicar a desblindagem do C7 esta na Figura 20 demonstrando que esse carbono

esta préximo ao oxigénio da carbonila.
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Figura 20: Configuracéo estrutural da tiazolidinona 5b.

Além disso, no HMQC verificou-se o carbono dos hidrogénios diasterotopicos
H5a e 0 H5b, o qual tem ressonancia em 32 ppm.

E E o
g 10 ? 10
H9 E 20
H5a - 20 - v o
H-5.b j = = 5~
E = 50
. . Fa0 g - _
Hb6a H6b I - 3
" ‘ 575() = 70
E 80
H7a| H8 E 60 3
E 90
270 100 &
3 110
a T LI =
ppm F 4 130
140
- 150
— - H6b = 160
- 170
H7a ——— | o
- o b 5" 190

Figura 21: Espectro de 2D-RMN de HMQC da tiazolidinona 5b.

No espectro de HMBC verifica-se o0 acoplamento do carbono com os
hidrogénios préximos até 3 ligaces (3J e 3J), porém foi possivel observar o
acoplamento de 1 ligacdo (}J) (Silverstein et al., 2013) e em alguns casos o
acoplamento de 4 ligagbes (*J). O HMBC confirma o assinalamento do H7 que
acopla com o carbono C8 e o C6 conforma o espectro da Figura 22. Também é
importante destacar que o H7a apresenta acoplamento com o C4, provavelmente
pela conformacéo representada na Figura 20.



66

H7a - — 1 -t £ °
H6b H7b d o - “ 0
I 40 - o0 B *[|*"™ £
— e | = [ < E Aww H9 =

L © H5a | H5b & | « 4 - -
r -
Foo o . L] 50
g 3 60
E F10 E o
£ 3 =
F100 = it 80
E 3 P
i)
F120 Al e 8 o =
3 r————— -
E ppm E
FL0 #8 B \ 120
; - |'= |- ] E 130
F 160 " £ 140
— B - - ;150
1 E
275 250 E 160
ppm " - - 2170
£ 180
190

ppm

Figura 22: Espectro de 2D-RMN de HMBC da tiazolidinona 5b.

4.5.3. Identificacdo das 4-tiazolidinonas por espectroscopia de massas CG/MS

Em geral, todas as tiazolidinonas mostraram um mesmo padrédo de espectros,
apresentando baixas intensidades para todos os fragmentos com excec¢ao do pico
base. O pico base para todas tiazolidinonas é o fragmento 84 que corresponde a
porcdo metilpirrolidina. Na analise de CG/MS da substancia 5b observam-se esse
padrdo de fragmentacdo (Figura 23). Neste exemplo, o ion molecular apresentou
intensidade de apenas 1 %.

O ion molecular ndo foi observado nos compostos 5a e 5c. No composto 5a
ocorre uma fragmentacdo do anel pirrolidina com um razio massa carga de M*-30,
referente a perda da porc¢ao etil. J& no composto 5¢ ocorre a fragmentacédo do anel

da tiazolidinona com um razio massa carga de M*-114 referente a perda da amina.
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Figura 23: Espectro de massas CG/MS da substancia 5b.

Alguns dos fragmentos de espectrometria de massas estdo demonstrados na

Figura 24 referente a tiazolidinona 5b.
0

b 0 '
L s o]
7z GN/.+ cN e NS NO

2

(@)
) . © CHeNO,'
CsHioN C,H3NO C4HgNOS 7HeNU2
< :N/\/N S 84.14 N(?Z 57.0215 116.017 136.04
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NO Oy_ C
2 . . . N/\
C15H19N303S + \N/' + + )
5755 x . \ . _N. * NO,
C3Hg™ C,oH5N™ C3HsNO™ CgH1oN' C,HgNO,S*
42.047 43.0422 71.0371 98.097 168.012

Figura 24: Fragmentacao de massas da tiazolidinona 5b.

4.5.4. |dentificacdo das 4-tiazolidinonas por espectroscopia de massas de alta
resolucéo ESI-FTMS.

As tiazolidinonas 5c, 5f, 5i, 5m e 50 também foram caracterizadas através da
analise de espectrometria de massas de alta resolucdo (ESI-FTMS). Como exemplo
a Figura 25 mostra o espectro da tiazolidinona 5f. Analisando 0s sinais observados

experimentalmente e os sinais calculados foi possivel comprovar a presenca do ion
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molecular e de um sinal que corresponde uma fragmentacdo da molécula sem a

porgéao pirrolidina. Esse perfil foi obsevado para os demais compostos.

) 295.1266 0] NL:
1005 >_\ 4.02E8
] . 5 \ AB7#59-461 RT:
907 N-N_ _S 045-353 AV:403 T:
E N"N N S FTMS + p ESI Full ms
804 [50.00-1000.00]
707 2240532
60 Experimental
50
E F
409 E
] Cq1H11FNOS®
307 .
E 224.055 P.M.: 294,39 g/ mol
e 297.1220
107 226.0686
05 | I 2308603 2400236 253.0663 267.2675 2771360 2011518 || ' 3051671 3111213 3231573 338.3406 350.3605
295.1275 NL:
1005 7.98E5
909 Ci5H1g FSN2 O +H:
] CisH20F1S1N201
807 paChrg 1
707
] Calculado
60
50
409
307
207
104
E| | 300.1259
L i o e e It e A e e e M
220 230 240 250 270 280 290 300 310 320 330 340 350

miz

Figura 25: Espectro de Massas em alta resolugcéo (ESI-FTMS) da tiazolidinona 5f.



Tabela 8. Dados de RMN de H das tiazolidinonas 5a-u?.

R Aromatico H2 H5a H5b Alifatico R
84,09 (dd, 1H,°J=8,1, e
J=1,3), 7,69 (td, 1H,
33=75e%=1,2), 751  654(d,  377(dd, 3,62 (d, , 737’1%355;’(&)“2 (2”;‘4 1I—IH6,bHe66IE|)%a)
5a  2-NO,  (td, 1H,%J=7,5 e 4J=1,4), LM, 1H,42J:15,6 L 1H, 5 30.9 67 (rr; H. H7b e HS)’ -
7,30 (dq:]ilHé)J:7,8 e J=1,4) e “J=1,5) J=15,6) 1.67-1,73 (m. 4H, HO)
3,80-3,93 (m, 2H, H6a, H5a),
] 3,84 (dd, 3,74 (d, 2,66-2,84 (m, 2H, H6b e H7a),
5b  3-NO, %’%51_%’%% ((r:‘n 22':|)) 6,03 (s 1H) 1H.%J=16e  1H, 2,38-2,50 (M, 5H, H7b e H8), i
o ’ 2J=15,3) 2J=15,4) 1,70-1,80 (m, 4H, H9)
3,78- 3,96 (M, 2H, H5a e H6a),
34_ 3,73 (d, 2,70-2,87 (m, 2H, H6b e H7a),
5c 4-NO, %’i‘; ((‘f'j’ 22HH %‘_%77))’ 6’23H)(5’ i 1H, 2,47-2,60 (m, 5H, H7b e H8), i
’ e TS 2J=15,5) 1,74-1,80 (m, 4H, H9)
3,77- 3,94 (m, 2H, H5a e H6a),
6,16 (d, 3,68 (d, 2,70-2,87 (m, 2H, H6b e H7a),
5d 2-F 7,03-7,38 (m, 4H) 1H, - 1H, 2,47-2,60 (m, 5H, H7b e H8), -
4J=1,6) 2J=15,4) 1,74-1,80 (m, 4H, H9)
3,79-3,89 (m, 2H, H5a e H6a),
7,37 (dt, 1H, 33 = 8,6, 5.90 (s 3,73 (d, 2,76 (dt, 1H, H6b, 3J=6,7 e 2J=13,5),
5e 3-F 43=1,7), 7,09 (dt, 3H, T - 1H, 2,66 (dt, 1H, H7a, 3J=6,4 e 2J=12,8), -
43=21e3%=7,9) ) 2J=15,5) 2,46-2,51 (m, 5H, H7b e H8),

1,76-1,78 (m, 4H, H9)
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5f

59

5h

5i

5]

A-F

2-Cl

3-Cl

4-Cl

2-OCHg3

7,02-7,12 (m, 2H),
7,26-7,34 (m, 2H)

7,42 (dd, 1H,3%=7,3 e
4J=2,1), 7,31 (dt, 2H,
3J=8, 5 e “J=1,8)

7,19-7,21 (m, 1H),
7,28-7,32 (m, 3H)

7,24 (d, 2H, 2J=8, 5),
7,35 (d, 2H, 3J=8, 5)

7,26-7,34 (m, 1H),
7,12 (dd, 1H, =75 €

4J=1,7)

6,89-6,99 (M, 2H)

5,86 (s,
1H)

6,37 (s,
1H)

5,87 (s,
1H)

5,86 (s,
1H)

3,68 (dd,
1H,%J=1,3 e
2J=15,6)

3,78 (dd,
1H,%J=1,6 e
2J=13,0)

3,74 (dd,
1H,%)=16¢€
2J=15,3)

3,71 (d,
1H,
2J=15,5)
3,72 (d,

2J=15,5)

3,72 (d,

23=16,1)

3,70 (d,

2J=15,4)

3,61 (d,

23=15,3)

3,75- 3,88 (m, 2H, H5a e H6a),

2,65-2,88 (m, 2H, H6b e H7a),

2,46-2,60 (M, 5H, H7b e H8),
1,74-1,80 (m, 4H, H9)

3,99- 4,00 (m, 1H, Héa),
2,78-2,92 (m, 2H, H6b e H7a),
2,56-2,61 (m, 5H, H7b e H8),

1,68-1,72 (m, 4H, HO)

3,76- 3,94 (m, 2H, H5a e H6a),

2,76-2,95 (m, 2H, H6b e H7a),

2,65-2,73 (M, 5H, H7b e H8),
1,80-1,84 (m, 4H, HO)

3,75- 3,88 (m, 2H, H5a e H6a),
2,80 (dt, 1H, H6b, %J=6,6 e
2J=13,3),

2,69 (dt, 1H, H7a, %J=6,5 e
2J=12,7),
2,38-2,52 (m, 5H, H7b e H8),
1,72-1,60 (m, 4H, H9)

3,81- 3,96 (M, 4H, H6a e OCHj),
2,67-2,92 (M, 2H, H6b e H7a),
2,45-2,57 (m, 5H, H7b e H8),

1,71-1,89 (m, 4H, HO)

3,86 (s,
3H,
OCHa)
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5k

5l

5n

50

3-OCHj3

4-OCHgs

4-CHj

2-OH

3-OH

7,27 (t, 2H, 3J=7,6), 5,84 (s, ]
6,84-6,89 (m, 2H) 1H)
7,22-7,28 (m, 2H), 5,81 (s, ]
6,87-6,91 (m, 2H) 1H)
3,79 (dd,
7,18 (s, 4H) “hy M9
2J=14,4)
Aguardando analise
717t 1H,%J=76),  568(s, o0
6,68-6,75 (M, 3H) 1H) 2)215 8)

3,70 (d,
1H,
2J=15,7)

3,69 (d,
1H,
2J=15,4)

3,64 (d,
1H,
2J=15,4)

3,74- 3,92 (m, 6H, H5a, H5b, H6 e
OCHjy),
2.77-2,99 (m, 2H, H6b e H7a),
2,64-2,74 (m, 5H, H7b e H8),
1,78-1,85 (m, 4H, H)

3,74- 3,91 (m, 6H, H5a, H5b, H6 e

OCHy),

2,83 (dt, 1H, H6b, %J=6,7 e
2J=13,4),

2,67 (dt, 1H, H7a, %J=6,6 e
2J=13,2),

2,64-2,74 (m, 5H, H7b e H8),
1,78-1,85 (m, 4H, H9)

3,80-3,87 (m, 1H, H6a),
2,61-2,88 (M, 2H, H6b e H7a),
2,40-2,48 (m, 5H, H7b e H8),

1,70-1,77 (m, 4H, HO)

3,72-3,88 (m, 2H, H6a, H5a),

2,63-2,96 (M, 2H, H6b e H7a),

2,45-2,61 (M, 5H, H7b e H8),
1,71-1,80 (m, 4H, HO)

3,79 (s,

OCHa)

3,81 (s,
3H,
OCHs,)

235 (s,
3H,
CHs)

5,57 (s,
1H,
OH)
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Sp

5q

5r

5s

ot

5u

4-OH

2,3-OCHjs

2,4- OCH3

2,6-Cl

2-Cl-6-F

2,4-Cl

7,35 (s,1H), 7,22 (d, 1H,

Aguardando analise

7,06 (t, 1H, 23=7,9),
6,75 (d, 1H, 3J=7,7),
6,90 (d, 1H, 3J=8,1)

6,18 (s,
1H)

Aguardando analise

6,80 (d,
7,14-7,35 (m, 3H), 1H,
4J=1,9)

Aguardando analise

6,24 (s,

*J=8,5), 7,06 (d.1H, TH)

J=8,4)

3,78 (dd, 3,65 (d,
1H,%J=1,0e 1H,
2J=16,1) 2J=15,3)

3,74 (d,

2J=15,0)

3,58 (d,
362(s, 1H)  1H,
J=15,6)

3,91-3,99 (m, 1H, H6a),

2,58-2,90 (M, 2H, H6b e H7a),

2,50-2,58 (M, 5H, H7b e H8),
1,72-1,78 (m, 4H, HO)

3,80-3,95 (M, 2H, H6a, H5a),

2,59-2,75 (m, 2H, H6b e H7a),

2,42-2,49 (m, 5H, H7b e H8),
1,70-1,76 (m, 4H, HO)

3,81-3,92 (m, 1H, H6a),

2,70-2,79 (m, 2H, H6b e H7a),

2,49-2,59 (m, 5H, H7b e H8),
1,69-1,75 (m, 4H, HO)

3,87 (s,

OCHy),
3,89 (s,
3H,
OCHa)

44 RMN (CDCl,, 200 MHz) frequéncia de 200 MHz em TMS
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R c4 Aromatico C2 C5 C6 C7 C8 C9 R
5a 2-NO,  172,3 147,1, 136,8, 134,3, 129,0, 125,9, 125,6 58,8 31,6 41,6 534 539 233
5 3-NO, 1711 148,5, 142,5, 132,8, 130,1, 123,9, 122,1 62,9 32,7 41,7 536 541 235 -
5c  4-NO,  171,3 148,1, 147,3, 127,7, 124,3 62,7 32,6 41,6 533 540 234 -
160,9 (d, YJc.e= 248,7), 130,5 (d, 3Jc..= 8,5), 128,0
5d 2-F 171,1  (d, Jee=2,8), 127,0 (d, 2Jce= 11,1), 124,7 (d, 457’f(d’ 32,6 415 52,9 53,9 234 -
43ce=3,5), 116,1 (d, 2Jce= 21,5) Jor=4.D)
163,1 (d, YJc.r= 247,9), 142,6 (d, *Jc.r= 6,8), 130,7
5e 3-F 171,3 (d, Jcr=8,1), 122,6 (d, *Jcr= 2,7), 116,1 (d, 463’_3(d’ 32,8 416 53,3 54,1 235 -
2)ee = 21,5), 113,9 (d, er= 21,4) Jor=19)
162,9 (d, YJc.r= 247,7),135,3 (d, “Jcr= 3,2), 129,1
5f 4-F 171,3 63,2 32,9 41,2 529 540 234 -
(d, 3Jce=8,5), 116,0 (d, 2Jcr= 21,8)
5 2-Cl 172 137,2,132,8, 130,4, 129,7, 127,6 60,1 32,3 416 532 541 235 -
5h 3-Cl 171,4 141,8, 134,9, 130,3, 129,3, 127,1, 125,2 63,0 32,7 40,9 526 539 234 -
5i 4-Cl 171,1 138,3, 134,8, 129,2, 128,4 63,3 32,8 415 532 541 235 -
5, 2-OCH; 172,0 156,9, 129,8, 127,7, 126,7, 120,0, 111,0 58,3 32,6 41,7 52,9 540 234 555
5k 3-OCH; 171,6 160,1, 141,0, 130,0, 119,2, 114,6, 112,5 63,7 32,8 52,5 40,9 539 233 553
5 4-OCH; 171,2 160,1, 131,2, 128,6, 114,3 63,7 33,0 41,4 53,0 540 234 553
5m  4-CH; 1712 139,0, 136,6, 129,7, 126,9 63,8 32,9 415 532 541 235 21,2
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5n 2-OH Aguardando analise

50 3-OH 171,8 157,7, 140,7, 130,2, 118,1, 110,5, 113,7 63,9 329 415 525 54,0 23,3 -
5p 4-OH Aguardando anélise -
5q 2,3-OCHz 171,7 152,8, 146,9, 133,4, 124,3, 118,3, 112,7 61,1 32,6 41,7 529 54,0 234 5575?3
5r  2,4-OCHgs Aguardando anélise

5s 2,6-Cl 171,4 135,5, 135,1, 132,6, 130,9, 130,0, 128,8 58,9 34,1 41,7 53,0 54,0 23,5 -
5t 2-Cl-6-F Aguardando analise -
5u 2,4-Cl 1719 135,0, 134,9, 133,5, 130,3, 127,9,128,8 59,7 32,1 41,4 529 53,8 234 -

43¢ RMN (CDCls, 50 MHZ)
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Tabela 10. Dados de espectrometria de massas (CG/MS) das tiazolidinonas 5a-u.

R NUmero Analise CG/MS
- 04)" 04)- 0/)- /)"
2-NO, 52 291 (M-30, 2%); 97 (4%); 84 (100%); 55 (5%); 42
(11%)
3-NO, 5b 321 (M+, 1%); 97 (4%); 84 (100%); 55 (5%); 42 (10%)
* 04)" 04)" 04)" (AT
4-NO, 5¢ 207 (M™-114,1%); 97 (4%); 84 (100%); 55 (6%); 42
(16%)
2-F 5d 294 (M+,1%); 97 (10%); 84 (100%); 70 (3%); 42 (10%)
3-F 5e 294 (M*,1%): 97 (7%): 84 (100%):; 69 (3%): 42 (10%
( ); 97 (7%); 84 ( ); 69 (3%); 42 (10%)
4-F 5f 294 (M+,1%); 109 (8%); 97 (6%); 84 (100%); 42 (17%)
2-Cl 5¢g 310 (M+, 1%); 97 (10%); 84 (100%); 55 (5%); 42 (9%)
3-Cl 5h 310 (M+, 1%); 97 (10%); 84 (100%); 70 (2%); 42 (9%)
4-C| 5 310 (M+, 1%); 97 (6%); 84 (100%); 69 (2%); 55 (5%);
42 (9%)
2-OCHgs 5j 306 (M+, 2%); 97 (18%); 84 (100%); 70 (5%); 42 (9%)
i 306 (M+, 2%); 97 (12%); 84 (100%); 70 (4%); 55 (5%);
3-OCHgs 5k 42 (8%)
4-OCHj3 51 306 (M+, 1%); 97 (11%); 84 (100%); 70 (6%); 42 (8%)
+ 04)- 04): 0/4)" 0/)- /)"
4-CHs 5m 290 (M7, 1%); 97 (11%); 84 (100%); 70 (5%); 55 (4%));
42 (9%)
2-OH 5n 292 (M+, 3%); 97 (14%); 84 (100%); 55 (6%); 42 (11%)
3-OH 50 292 (M+, 1%); 97 (9%); 84 (100%); 55 (5%); 42 (10%)
4-OH 5 292 (M+, 1%); 97 (10%); 84 (100%); 70 (4%); 55 (5%);
P 42 (11%)
i 336 (M+, 2%); 97 (18%)); 84 (100%); 70 (6%); 55 (4%);
2,3-OCHs; 5q 42 (8%)
i 336 (M+, 4%); 97 (19%); 84 (100%); 70 (6%); 55 (4%);
2,4- OCHj3 5r 42 (10%)
* 04)- 04)- 04)" 04)-
2 6-Cl 5s 344 (M™-1, 1%); 97 (14%); 84 (100%); 55 (5%); 42

(11%)
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Tabela 10. Dados de espectrometria de massas (CG/MS) das tiazolidinonas 5a-u
(continuacéo).

2-Cl-6-F 5t 328 (M*, 2%); 97 (15%); 84 (100%); 55 (5%); 42 (13%)

2,4-Cl 5u 344 (M*-1, 1%); 97 (7%); 84 (100%);55 (5%); 42 (13%)

Tabela 11. Dados do espectro de massas em alta resolucéo (ESI-FTMS) das tiazolidinonas
5c, 5f, 5i, 5m e 50.

Composto R Experimental Calculado
5c 4-NO3 322,1210 322,1220
5f 4-F 295,1266 295,1275
5i 4-Cl 311,0971 311,0979
Sm 4-CHs 291,1517 291,1526

50 3-OH 293,1309 293,1318
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4.6. Aplicacdes das 2,3-disubstituida-4-tiazolidinona em relacdo ha a atividade

antimicrobiana e teste de citotoxicidade

O ndcleo da tiazolidinona possui uma gama de atividades biologicas
amplamente relatadas na literatura. No trabalho de Kunzler et al., 2013 foi realizado
o estudo da atividade antifingica para as tiazolidinonas derivadas da piperidina,
além deste, no trabalho de Shingade et al.,, 2013 foi realizado um estudo da
atividade para as tiazolidinonas derivadas da piperazina. Os heterociclos de ambos
os trabalhos possuem estrutura semelhante ao anel da pirrolidina (Figura 26),
justificando o estudo da atividade antimicrobiana das tiazolidinonas obtidas nesta
dissertacdo. Para tanto tiazolidinonas contendo grupos doadores ou retiradores de
elétrons foram estudadas com o intuito de encontrar uma relagéo estrutura atividade.

o (@) O

) i
C/N/\/N S <:| C/N/\/N |:> HNCN/\/N(\E
| :—R | ;—

Figura 26: Estruturas das tiazolidinonas frente a atividade antifangica.

4.6.1. Avaliacao da atividade antimicrobiana das 4-tiazolidinonas

Nesse estudo, foram realizados testes de atividade antimicrobiana, pelo
Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia da UFPel, onde foram
utilizadas doze cepas de carater patogénico: Staphylococcus aureus ATCC 19095,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Enterococcus faecalis ATCC 4083,
Escherichia coli ATCC 29214, Candida albicans ATCC 62342 e isolados clinicos
orais de espécies de Candida albicans (3) e néo-albicans (C. parapisilosis, C.
glabrata, C. lipolytica, C. famata) isoladas da cavidade bucal de pacientes com
Candidiase Atrofica Cronica (CAC) atendidos no Centro de Diagnéstico de Doengas
da Boca da propria instituicdo e armazenadas na Micoteca do Laboratério de
Microbiologia.

A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizada através da técnica de
Microdiluicdo em Caldo de acordo com os documentos de referéncia M27-A3 (CLSI,
2008) e M7-A7 (CLSI, 2006). Os compostos foram primeiramente diluidos em
dimetilsulféxido (DMSO) e, a partir da solucdo-mae, as concentracdes foram obtidas
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por diluicdes sucessivas em uma progressao geométrica de 0,5, obtendo-se desse
modo dez concentracbes (100 mg/mL a 0,2 mg/mL). Posteriormente, as
concentracdes foram diluidas em uma razdo de 1:100 em meio de cultura (RPMI
para fungos e Mueller-Hinton para bactérias).

As cepas repicadas 24 horas antes foram suspensas em 5 mL de solucéo
salina estéril até a turvacdo correspondente a turvacdo 0.5 do padrédo de McFarland
(1,5x10® UFC/mL). Em seguida, a suspenséo foi ajustada para 10" UFC/mL, diluindo-
se essa suspensdo inicial em salina estérii em uma razdo de 1:100 e,
posteriormente, em uma razao de 1:40 em meio de cultura.

O teste de susceptibilidade foi realizado em microplacas plasticas estéreis de

96 pocos, constituidas de oito séries identificadas de A a H, cada qual com doze
pocos. A cada micropoco da placa foi adicionado 100 pL do inéculo final e 100 uL de
cada concentracdo dos compostos, obtendo concentracdes finais de 1 a 500 yg/mL.
As colunas de controle positivo e negativo receberam respectivamente 100 pyL de
in6culo mais 100 pL de meio de cultura, e 100 pL das concentragBes dos compostos
mais 100 pL de meio de cultura. A concentracao final de DMSO nao excedeu 0,5 %
em cada poco. Neste estudo, os farmacos utilizados como referéncia foram
fluconazol (antifungico), tetraciclina e cloranfenicol (antimicrobiano).

As microplacas foram lidas em leitor de microplaca (Thermo Plate Reader
Plus ELX800G) a 590 nm para fungos e a 630 nm para bactérias (t=0),

posteriormente foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 h (para bactérias) e 48
horas (para fungos) e novamente lidas (t=1). A atividade antimicrobiana foi expressa
em porcentagem de atividade (% AE) através da formula:
% AE =100 - (AE- AEB / AC — ACB) x 100.
Onde:
AE = Abs dos pocos testes apés incubacao (t=1)
AEB = Abs dos pocos testes no t=0
AC = Abs do poco controle positivo apés incubagéo (100% crescimento)
ACB = Abs do poco controle no t=0

Posteriormente, plotou-se um grafico absorbancia x concentracdo onde todos
os valores de IC5p e CIM foram calculados por regresséo nao-linear no programa
GraphPad Prism. Assim, determinou-se o ICsp como a primeira concentragdo dos
compostos que resultou em reducdo do crescimento do indculo em 50% em relacéo

ao poco controle positivo, e a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) foi considerada
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a menor concentragcdo capaz de produzir 100 % de inibicdo do crescimento das
cepas em relagdo ao poco controle positivo. Os valores de ICsg referentes a atividade
antimicrobiana dos compostos das tiazolidinonas estdo representados na Tabela 12,
e a concentracao inibitéria minima (CIM) das amostras foi verificada com valor maior
que 500 pg/mL devido ao crescimento em todos 0S pogos, assim ndo foram
determinados os valores de concentragdo microbicida minima (CMM), porque este &

calculado a partir do valor de CIM.

4.6.2. Avaliacéo da citotoxicidade das 4-tiazolidinonas

A citotoxidade das tiazolidinonas sintetizadas foi avaliada em relagdo ha
linhagem de células normais de fibroblastos de camundongos (NIH/3T3)
provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro, através do ensaio colorimétrico
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio), nas concentracdes
de 31,25 a 500 pg/mL. Dessa forma 20 uL de cada concentracdo foram diluidos em
1980 uyL de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). Este ensaio baseia-se na
medida do dano induzido pelo composto em estudo no metabolismo celular de
glicideos usualmente através da avaliacdo da atividade de desidrogenases
mitocondriais.

A viabilidade mitocondrial, e consequentemente, a viabilidade celular, é
qguantificada pela reducéo do MTT (um sal de coloragdo amarela e soluvel em agua)
a formazan (sal de coloracdo roxa e insolivel em agua) pela atividade daquelas
enzimas. Dessa forma, a reducdo do MTT a formazan, sera diretamente proporcional
a atividade mitocondrial e a viabilidade celular (Nedel et al., 2010; Fernandez et al.,
2010).

O meio de cultivo celular utilizado foi o meio essencial de DMEM com
suplemento de 10 % de soro fetal bovino (SFB). A linhagem imortalizada de
fibroblastos utilizada para o ensaio foi mantida em garrafas de cultivo celular em
estufa a 5 % de CO, a 37 °C. Para o teste de viabilidade celular, foram utilizadas
microplacas de 96 pocos. Em cada poco foram adicionadas 2x10* células
suspendidas em 100 pL de DMEM e a placa incubada em estufa a 5 % de CO,a 37
°C, por 24 horas. Em seguida, as células foram incubadas com 100 pL de diferentes
concentracdes do material experimental por 24 e 48 horas.

ApoOs este periodo, os produtos foram removidos e, em seguida, 180 pL de

DMEM e 20 puL de MTT foram adicionados em cada poco e a placa incubada por
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mais 3 horas. Passado o periodo, o meio foi descartado e os cristais de formazan
ressuspendidos em 200 yL de DMSO. Subsequentemente, os resultados foram lidos
em leitor de microplaca (MR-96A, Mindray Shenzhen, China) a um comprimento de
onda de 492 nm (Nedel et al. 2012). Os ensaios foram realizados em quadruplicata
nos tempos de 24 e 48 horas e os valores de absorbancia (u.a.) foram considerados
como indicadores da viabilidade celular.

Os dados dos efeitos da inibicdo da linhagem celular NIH/3T3 exposta a 24 e
48 horas séao expressos como média e desvio padrao (x SEM) de diferentes tipos de
concentragfes dos compostos. A avaliagdo da citotoxicidade foi através do Teste de
Tukey, o qual € um teste de multiplas comparac¢des que analisa as variagdes entre
todos os resultados, sendo a diferenca significativa considerada de p<0,05. Nas
Figuras 27 e 28, as letras mailsculas indicam diferencas significativas entre os
tempos de exposicao e letras mindsculas indicam diferencas significativas entre as

concentracoes testadas.



Tabela 12. Atividade antimicrobiana in vitro dos compostos e farmacos de referéncia sobre patdgenos humanos.
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Microrganismos

Ensaio
Composto R (Mg/mL)  ca cal Cca2 Cca3 Cp Cg CI Cf Sa Ec Pa Ef

ICs _ _ 269,6 1350 1715 _ _ _ _ _ _ _
5a 2-NO, CIM _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
ICso _ _ _ 432,5 384,9 _ _ _ _ _ _ _
5b 3-NO, CIM _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
ICxo _ _ _ 2414 161,6 443,1 _ 204,9 _ _ _ _
5¢ 4-NO, CIM _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

ICxo 153,1 139,3 243,7 307,7 479 77,8 1139 278,3 _ _ 294,0 489,3
5d 2-F CIM _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
ICso _ _ _ _ _ _ 448,2 162,4 _ _ _ _
5e 3-F CIM _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
ICso _ _ _ 152,6 _ _ 97,16 184,3 _ _ _ _
5f 4-F CIM B B B B B B B B B B B B
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

ICso 201,1 491,8 292,3 128,4 257,2 394,8 218,3 _ 153,6 _ 167,8 311,4
5g 2-Cl CIM _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
ICs 2289 230,4 87,8 2699 222,1 130.2 191,5 206,9 _ _ _ _
5h 3-Cl CIM _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
ICs _ _ _ _ _ _ _ 221,1 _ _ _ _
5i 4-Cl CIM _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
ICso _ 318 _ 455,8 390,7 _ 486,9 _ _ _ _ _
5] 2-OMe CIM _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
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Tabela 12. Atividade antimicrobiana in vitro dos compostos e farmacos de referéncia sobre patégenos humanos (continuac¢ao).

ICso _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
5k 3-OMe CIM _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
ICso _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
5l 4-OMe CIM _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
ICso _ _ _ _ 7,81 _ _ 191,4 _ _ _ _
5m 4-CHj; CIM _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
ICso _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
50 3-OH CIM _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
ICxo _ 458,4 _ _ _ _ 295,5 488,8 _ _ _ _
5q 2,3-OMe CIM _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
ICso _ _ _ _ 195,2 _ 135,4 70,95 _ _ _ _
5s 2,6-Cl CIM _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CMM nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Farmacos de Referéncia
1Cs0 534 21,21 <1 <1 <1 14,58 <1 <1 nt nt nt nt
Fluconazol CIM _ _ 1,95 31,25 3,9 125 3,9 3,9 nt nt nt nt
CMM nd nd 62,5 31,25 7.8 250 7,8 3,9 nt nt nt nt
1Cs0 nt nt nt nt nt nt nt nt 2,1 148,7 192 194
Cloranfenicol CIM nt nt nt nt nt nt nt nt 39 250 39 39
CMM nt nt nt nt nt nt nt nt 62,5 500 31,25 31,25
1Csg nt nt nt nt nt nt nt nt <1 36,39 <1 <1
Tetraciclina CIM nt nt nt nt nt nt nt nt <1 62,5 <1 <1
CMM nt nt nt nt nt nt nt nt 3,9 500 3,9 15,62

(-): >500 ug mL™; nd: ndo determinado como CIM foi maior que 500 pgmL™; nt: n&o testado

Microrganismos: C.a: Candida albicans ATCC62342, C.al: Candida albicans isolado clinico 1, C.a2: Candida albicans isolado clinico 2, C.a3: Candida
albicans isolado clinico 3, C.p: Candida parapsilosis isolado clinico, C.g: Candida glabrata isolado clinico, C.I: Candida lipolytica isolado clinico, C.f: Candida
famata isolado clinico, S.a: Staphylococcus aureus ATCC19095, E.c: Escherichia coli ATCC29214, P.a: Pseudomonas aeruginosa ATCC902.
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Figura 27: Avaliacéo da citotoxicidade das 4-tiazolidinonas 5a-i.
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Figura 28: Avaliagdo da citotoxicidade das 4-tiazolidinonas 5j-m, 50, 5q e 5s.
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4.6.3. Resultados frente a atividade antimicrobiana e citotoxicidade das 4-
tiazolidinonas

Os compostos sintetizados das 4-tiazolidinonas 5a-m, 50, 59 e 5s
demostraram moderada atividade antifangica frente as diferentes cepas de Candida
testadas. Os compostos 5b, 5e, 5i e 5m apresentaram seletividade por algumas
cepas, ja os compostos 5b, 59 e 5h foram o0s que apresentaram atividade
antifangica para diferentes cepas de Candida. Outro resultado relevante nesse
estudo foi para o composto 5m, o qual se revelou o mais potente antifingico da série
das 4-tiazolidinonas sintetizadas, com valor de ICsy de 7,81 pg/mL contra Candida
parapsilosis. Ainda, o composto 5d apresentou resultado significativo com valor de
ICs0 de 47,9 pug/mL, contra a mesma espécie, porem ambos com resultados foram
menores que o padréo fluconazol (Figura 29).

1Cs0 (Mg.mI™)
400 - = 5a
350 5b
300 5¢
250 =5d
200 - =59
m5h
150
100 o)
47,90 .
50 7,81 <1 X
0 = )
. B Flz
52 5b 5¢ 5d 59 5h 5 5m 5s Flz

Figura 29: Estudo da atividade antimicrobiana contra Candida parapsilosis.

A Candida parapsilosis € considerada uma importante causa de infecgbes
invasivas, que afeta principalmente pacientes em unidades de tratamento intensivo.
A resisténcia das espécies de Candida aos farmacos antifingicos é ainda um grande
desafio para o estabelecimento do tratamento e da profilaxia (Miceli et al., 2011).

O aparecimento e aumento de cepas resistentes entre infeccdes comunitarias
adquiridas e aos farmacos clinicamente existentes, levou a necessidade urgente da
descoberta de novos agentes antimicrobianos ativos. O aumento da resisténcia
antimicrobiana deve-se diretamente ao uso extensivo e muitas vezes inapropriado

dos antibiéticos, além do aumento do nimero de pacientes imunocomprometidos.
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Assim, durante os Ultimos 50 anos, esforcos significativos no diagnostico e
tratamento de doengas microbianas foram realizados (Jin et al., 2012 e Guimarées
et al., 2010).

Neste trabalho o estudo da avaliacdo da atividade antibacteriana frente aos
compostos das 4-tiazolidinona apresentaram baixos resultados comparado com a
atividade antifungica e com os padrdes cloranfenicol e tetraciclina. Essa atividade
somente foi observada nos compostos 5d e 5g, porém ainda assim o composto 5d

apresentou melhor atividade antifingica do que bacteriana (Figura 30).
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Figura 30: Estudo da atividade antimicrobiana dos compostos 5d e 5g.

Além disso, as tiazolidinonas sintetizadas ndo apresentaram citotoxicidade
frente a células normais de fibroblastos de camundongos (NIH/3T3), visto que néo
exibiram diferenca significativa de viabilidade celular até a dose de 250 pg/mL. Na
Figura 31 estdo destacados os gréaficos da citotoxicidade dos compostos 5d, 5g, 5h

e bm gque apresentaram melhor atividade antimicrobiana.
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Figura 31: Estudo da citotoxicidade dos compostos 5d, 5g, 5h e 5m.

Assim, analisando os resultados em comparacao com o controle, o composto
5g ndo apresentou citotoxicidade até 500 pg/mL e o composto 5h apresentou a
partir da dose de 250 pg/mL. Comparando os resultados da atividade antimicrobiana
com os de citotoxicidade podemos afirmar que o composto 5d teve o melhor
resultado da série, visto que revelou atividade de amplo espectro contra com
diferentes cepas fungicas, sem apresentar citotoxicidade até a concentracao de 250

pug/mL, além do composto 5m que revelou o melhor resultado antifingico e nao
apresentou citotoxicidade até 500 pg/mL.
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5. CONCLUSOES

De acordo com o0s objetivos deste trabalho, e frente aos resultados apdés

analises, pode-se verificar que:

» Foram sintetizadas 21 novas 4-tiazolidinonas 5a-u derivadas da 1-(2-
aminoetil)pirrolidina, pela metodologia de aquecimento térmico convencional, por
meio da reagao em “one-pot”, pelo periodo de 5 horas, sendo os compostos 5d, 5h,
5k e 5u os que apresentaram os melhores rendimentos da série superiores a 90%,
porém de maneira geral todos os compostos apresentaram bons rendimentos. A
identificacdo e caracterizacdo dos novos compostos foram realizadas por meio das
andlises de CG e CG-MS e RMN de *H e 3C e 2D-RMN de COSY, HMBC, HMQC.

» Também foi possivel obter as tiazolidinonas p-substituidas 5c, 5f, 5i, 5,
5m e 5p por meio de irradiagcdo ultrassénica e micro-ondas, a partir da reagdo em
“one-pot” e multicomponente, respectivamente, pelo periodo de 5, 6 e 9 minutos,
com rendimentos de moderados a bons. Assim o uso de metodologia alternativa
mostrou-se bastante eficiente frente a reducdo de residuos e de energia. A
metodologia em micro-ondas foi a mais eficiente por apresentar rendimentos
proximos ou superiores as outras metodologias, além da reducdo de tempo para 5

minutos comparado com a metodologia convencional, o qual foi de 5 horas.

» Os melhores resultados antimicrobianos foram obtidos para as
tiazolidinonas 5a-m, 50, 5q e 5s testadas contra o fungo Candida parapsilosis.
Destague para a substancia 5d e 5m, que apresentaram as melhores atividades
antifingicas e ndo apresentaram citotoxicidade até 250 pg/mL conta células de
NIH/3T3, porém os compostos 5d e 5g destacaram-se por apresentar atividade de
amplo espectro principalmente para os fungos testados. A grande maioria dos
compostos ndo apresentou citotoxicidade em células NIH/3T3 até a concentracdo
de 250 pg/mL, um fator relevante para o estudo de outras atividades farmacologicas
do nudcleo da 4-tiazolidinona.
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Anexo |: Espectroscopia de RMN

Figura 32: Espectro de RMN *H da tiazolidinona 5a (200 Hz).
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Figura 33: Espectro de RMN *3C da tiazolidinona 5a (50 Hz).
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Figura 35: Espectro de RMN *3C da tiazolidinona 5b (50 Hz).



Anexo |: Espectroscopia de RMN

+ |
O -_.:.El:l:
4 I
9 is ey !
N/\/N S L
6 2 |— 1500
9 8 -
1 -_1-:-:-:[]
NO, i
H5b I
H2 H5a J | =00
| / L
| . \ I
l Il UL
| ' L_ L.
(5] K l K K : i
= : b BEB [
T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I i
20 T S0 50 40 il 20 10 g
e 515
Figura 36: Espectro de RMN *H da tiazolidinona 5¢ (200 Hz).
JE - m o —1IZIZIZIIE'J
i K B o AEF & BB § ® @
= 2z Ea rEE B 2B s H A |
0
9:8 S in [
6 2 r
9 8
| S0
1 [m]

150 100 S0

Figura 37: Espectro de RMN *3C da tiazolidinona 5c (50 Hz).
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Figura 38: Espectro de RMN *H da tiazolidinona 5d (200 Hz).
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Figura 42: Espectro de RMN *H da tiazolidinona 5f (200 Hz).
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Figura 43: Espectro de RMN *3C da tiazolidinona 5f (50 Hz).
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Figura 45: Espectro de RMN *3C da tiazolidinona 5g (200 Hz).
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Figura 47: Espectro de RMN *3C da tiazolidinona 5h (50 Hz).
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Figura 49: Espectro de RMN *3C da tiazolidinona 5i (50 Hz).
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Figura 51: Espectro de RMN *3C da tiazolidinona 5j (50 Hz).
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Figura 53: Espectro de RMN *3C da tiazolidinona 5k (50 Hz).
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Figura 55: Espectro de RMN *3C da tiazolidinona 5! (50 Hz).
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Figura 57: Espectro de RMN *3C da tiazolidinona 5m (50 Hz).
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Figura 59: Espectro de RMN *3C da tiazolidinona 50 (50 Hz).
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Anexo |: Espectroscopia de RMN
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Figura 63: Espectro de RMN *3C da tiazolidinona 5s (50 Hz).
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ANEXO Il — Espectros de CG/ CG-MS



Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 66: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5a.
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Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 67: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5b.
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Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 68: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5c.
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Figura 69: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5d.
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Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 70: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5e.
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Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 71: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5f.
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Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 72: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5g.



Anexo II: Espectrometria de Massas
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Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 74: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5i.



Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 75: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5j.
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Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 76: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5k.
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Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 77: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5I.
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Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 78: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5m.
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Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 79: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5n.



Anexo II: Espectrometria de Massas
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Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 81: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5p.
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Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 82: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5q.



Anexo II: Espectrometria de Massas
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Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 84: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5s.
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Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 85: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5t.



Anexo II: Espectrometria de Massas
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Figura 86: Espectro de CG/ CG-MS tiazolidinona 5u.
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ANEXO Il — Espectros de ESI-FTMS
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Anexo lll: Espectrometria de Massas em Alta Resolucéo
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Figura 87: Espectro de Massas em alta resolucéo (ESI-FTMS) da tiazolidinona 5c
(Experimental e Calculado).
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Figura 88: Espectro de Massas em alta resolugao (ESI-FTMS) da tiazolidinona 5f
(Experimental e Calculado).
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Espectrometria de Massas em Alta Resolucao
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Figura 89: Espectro de Massas em alta resolucédo (ESI-FTMS) da tiazolidinona 5i
(Experimental e Calculado).
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Figura 90: Espectro de Massas em alta resolucéo (ESI-FTMS) da tiazolidinona 5m
(Experimental e Calculado).
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Anexo lll: Espectrometria de Massas em Alta Resolucéo
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Figura 91: Espectro de Massas em alta resolugdo (ESI-FTMS) do composto 50
(Experimental e Calculado).



