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RESUMO

Infeccbes bacterianas tém aumentado drasticamente nos ultimos anos, afetando
milhdes de pessoas em todo mundo, resultando em elevadas taxas de morbidade e
mortalidade, especialmente nos paises em desenvolvimento. A resisténcia
microbiana resulta na busca de novos agentes antimicrobianos, mais potentes e
menos toxicos. O avanco nas pesquisas de novas substancias terapeuticamente
Uteis para cura ou controle dessas enfermidades tem resultado na produgdo de
novos farmacos com largo espectro de agdo biolégica. Derivados tiazolidinicos e
tiazolicos, tém se destacado por apresentarem propriedades bioativas. A literatura
refere-se aos compostos tiazolidinicos e tiazélicos como heterociclos potencialmente
ativos, com acao antimicrobiana e antiproliferativa. Com este potencial, e por
apresentarem, aplicacdo em sintese organica, derivados da tiazolidina-2,4-diona, da
4-tioxo-tiazolidina-2-ona e tiazolicos foram obtidos por substituicdo de hidrogénios do
anel heterociclico através da reacao de alquilacdo com cloretos de benzila, tionacdo
com reativo de Lawesson e condensacao com aldeidos aromaticos nas posic¢des 3,
4 e 5 respectivamente. Os derivados tiazolicos foram produzidos por reagdo de
ciclizacdo da tiouréia com haletos de acetofenonas substituidas, em meio acido com
pH ajustado. As reacdes seguintes ocorreram por condensacdo de benzaldeidos
substituidos com o grupo amina da posicédo 2 do anel tiazdlico. Apos a purificacéo,
os derivados apresentaram rendimentos variados entre 20 e 94% e foram
caracterizados por métodos espectroscopicos convencionais como RMNH,
RMN®C, IV e Andlise elementar, revelando consisténcia com as estruturas
esperadas. Os derivados 5-arilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-ona (llla-f) apresentaram
relevante atividade antimicrobiana em comparacdo com as seéries da 5-(arilideno
substituido)-tiazolidina-2,4-diona  (IVa-f), 3-benzil-substituido-tiazolidina-2,4-diona
(Va-b) e 5-arilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona  (Vla-g) sintetizadas. Isto
demonstrou a importancia do bioisosterismo na sintese organica. Apesar de néo
realizadas as curvas com ICsg, dos derivados tiazélicos, alguns revelaram importante
acao inibitéria celular (citotoxicidade) para células proliferativas derivadas de
carcinomas humanos como: HEP-2 (epidermadide de laringe) HT29 (de cdlon), MCF-
7 (de mama) e NCI H-292 (de pulmé&o).

Palavras-chave: Planejamento de farmacos. Sintese organica. Derivados
tiazolidinicos. Derivados tiazoélicos. Atividade antimicrobiana. Atividade citotoxica.
Derivados 4-tioxo- tiazolidinicos. Farmacos. Antimicrobianos. Sintese quimica.



ABSTRACT

The bacterial infections have increased dramatical in recent years, affecting millions
of people in everybody, what it results in high tax of morbidade and mortality,
especially in developing countries. Microbial resistance stimulates the search of new
antimicrobial agents more powerful and less toxic. The advance in the therapeutically
useful substance research for cure or control of these diseases has resulted in the
production of new drugs with wide specter of biological activity. In this context,
derived thiazolidine and thiazoles, mentioned in such a way to thiazolidine
compounds as potentially active the thiazoles as heterocyclic, mainly with
antimicrobial and antiproliferative activity. With this bioativo potential and by
presenting, potential application in the organic synthesis, derived from thiazolidine-
2,4-dione, of 4-thioxo-thiazolidine-2-one and thiazoles had been synthecized from the
substitution of hidrogénios of the heterocyclic ring through the alkylation with benzyl
halide, thionation with reagent of Lawesson and condensation with aromatic
aldehydes in positions 3, 4 and 5 respectively. The synthesis of the thiazoles
derivatives occurred for cyclization reaction of the tiouréia with halide of substituted
acetophenones, in acid way with pH adjusted. The subsequent reactions had
occurred for condensation of benzaldeidos substituted with the group amine of
position 2 of the thiazoles ring. After the purification the derivatives had presented
incomes varied between 20 and 94%. The compounds had been characterized by
conventional spectroscopic methods as IR, RMN 'H, RMN *3C and elemental
analysis, disclosing consistency with the respective waited structures. Derivatives of
4-thioxo-thiazolidine-2-one had presented excellent antimicrobiana activity, mainly in
comparison with the two other synthecized series. This study demonstrated that the
bioisosteric replacement of thiocarbonyl instead of carbonyl in thiazolidine ring,
results in an enhancement of antimicrobial activity, this that evidenced the
importance of the organic synthesis. Thiazoles derivatives, some had disclosed
important cellular inibitéria action (cytotoxicity) for proliferative cells HEP-2 (obtained
from carcinoma epidermoide of larynx) HT29 (obtained from carcinoma of célon -
human), MCF-7 (obtained from breast carcinoma - human) and NCI H-292 (obtained
from mucoepidermoid carcinoma of lung).

Key words: Thiazilidine-2,4-dione, 4-thioxo-thiazolidinone, Thiazol, antimicrobial
activity, cytotoxic activity, 4-thioxo-thiazolidine
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1 INTRODUCAO

A sintese e o planejamento de farmacos sdo atualmente ferramentas da
quimica medicinal, na busca de produtos bioativos por meio de rea¢cfes organicas.
Para isto, é necessario o planejamento de um farmaco aliado a sua sintese
utiizando grupos farmacoféricos, analogos estruturais, e isosterismo ou
bioisosterismo que resulte na obtencéo de produtos potencialmente ativos.

Outro aspecto importante deste arsenal no planejamento sédo as diferentes
técnicas computacionais da relacdo estrutura-atividade que visam estudar as
interacbes de um farmaco com seu receptor bioldgico. Tais fatos sdo determinados
por forcas intermoleculares, ou seja, interacdes lipofilicas, polares, eletrostaticas e
estéricas (ARROIO; HONORIO e SILVA, 2010).

A produc¢do de novos farmacos com amplo espectro de a¢do antimicrobiana é
um forte aliado no combate da mortalidade nas diversas faixas etarias da populacao
mundial. O grande desafio da ciéncia € buscar novas drogas que minimizem 0s
efeitos tdxicos, tornando-os menos agressivos, especialmente para o coracao,
pulma&o, rins e sistema nervoso em geral (BONASSA, 1998).

A resisténcia microbiana tem sido hoje, uma das principais causas da busca
por novos agentes antimicrobianos mais potentes e menos toxicos. O avanco nas
pesquisas de novas substancias terapeuticamente Uteis para cura ou controle de
enfermidades tem resultado na producdo de novos farmacos com largo espectro de
atividades bioldgicas.

Na sintese organica os derivados tiazolidinicos e tiazolicos compdem uma
classe de heterociclos com grande potencial reativo, podendo ser utilizados em
reacoes de condensacdo, oxidacdo, alquilacdo e transformacbes de grupos
funcionais. Estes compostos apresentam amplo espectro de atividades bioldgicas e
farmacoldgicas, tais como antimicrobiana, anti-inflamatoria, antituberculose, antiviral,
citotoxica, antidepressiva, anticonvulsivante, antitumoral, hipoglicemiante,
antifingica, analgésica, entre outras.

Diante do exposto, foram sintetizados derivados tiazolidinicos e tiazélicos
potencialmente ativos, por meio de substituicdes nas diversas posicdes destes anéis
heterociclicos, utilizando rotas que visam a otimizacdo da sintese e ampliacdo da
atividade biolégica, com a intencdo de obter resultados mais expressivos que 0s ja

descritos na literatura.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Com o aumento da resisténcia bacteriana ao tratamento com antibioticos, a
atencdo foi voltada para o desenvolvimento de novos derivados com acéo
antimicrobiana no controle terapéutico das infeccoes (DUNDAR et al., 2007). Os
antibioticos sdo substancias produzidas sinteticamente, ou por bactérias e fungos,
com a funcéo de suprimir o crescimento de micro-organismos (BENNET, 2005).

O farmaco é uma substancia usada nos processos terapéuticos de doencas
gue afetam os homens, animais ou plantas, agindo nos processos biologicos. A
descoberta de um novo farmaco requer, além do desenvolvimento de métodos de
sintese, estudar o mecanismo de acdo da substédncia no organismo e sua
adequacado para uso como medicamento, porém a experiéncia mostra que nenhum
farmaco é inteiramente seguro (THOMAS, 2003).

Pesquisas de novos compostos eficazes na cura de doencas infecciosas tém
resultado na producdo de novos farmacos com largo espectro de atividades
bioldgicas (SOUZA et al., 2005). Neste contexto, derivados tiazolidinicos e tiazélicos,
tém se destacado por apresentarem essas propriedades. A sintese de analogos
estruturais dessas substancias bioativas visa aumentar a atividade bioldgica
minimizando os efeitos colaterais. Os derivados tiazodlicos e tiazolidinicos sao
heterociclos potencialmente ativos, com propriedades antitumorais, antibacteriana,
antidepressiva, anti-inflamatdéria, anticonvulsivantes, hipoglicemiante, antimicrobiana,
analgésica, entre outras (BONDE e GAIKWAD, 2004, ROSTOM, 2006).

A literatura descreve a sintese de novos derivados tiazolidinicos e tiazoélicos
com atividade biologica e farmacologica como objetivo de pesquisadores das areas
de quimica e saude de vérios paises da América, Europa e Asia (THOMAS, 2003).

As tiazolidinas sdo uma classe de agentes antimicrobianos com amplo espectro
de atividade contra patégenos Gram-positivos. A literatura afirma que a introducéo
de substituintes arilidenos no anel tiazolidinico pode aumentar a atividade
antimicrobiana de seus derivados (LIMA et al., 1992). Compostos organicos que
possuem diferentes nucleos tiazdlicos tém apresentado potente atividade
antibacteriana e antifingica (DUNDAR et al., 2007).

Liesen et. al. (2008) descreveu varios estudos sintéticos envolvendo derivados
da tiazolidina realizados desde o século XIX. Varios tipos de reacfes foram usados

na obtencdo do anel tiazolidinico, tais como: sua ciclizagdo envolvendo &cidos a-
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haloacéticos ou derivados destes com tiouréias, acil-tiossemicarbazidas e
tiossemicarbazonas (BONDE e GAIKWAD, 2004).

Outros derivados da tiazolidina foram descritos através de reacbes de
cicloadicdo do acido a-mercaptoacético com tiossemicarbazonas, reacbes de
condensacao entre 4cido a-mercaptoaceético, aminas primérias e aldeidos (HOLMES
et al.,, 1995). Também foram descritas reacfes de ciclizagdo entre moléculas que
apresentam ligacao dupla ou tripla conjugada com o grupo carbonila, como anidrido
maléico ou acetilenodicarboxilato de dimetila e compostos que apresentam a funcao
tioamida, como as tiossemicarbazonas (TENORIO et al., 2005).

A combinagdo do nucleo tiazolidinico com outros heterociclicos € uma
abordagem experimental que visa potencializar moléculas de drogas para alcancar
novo perfil farmacoldgico, com reforco da atividade ou reducdo da toxicidade
(LESYK e ZIMENKOVSKY, 2004). Esta abordagem fez parte da descoberta de
novos compostos antitumorais ativos (LESYK et al., 2006; LESYK et al., 2007;
ATAMANYUK, ZIMENKOVSKY e LESYK, 2008; HAVRYLYUK et al., 2010).
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2.1 TIAZOLIDINAS E SEUS DERIVADOS

2.1.1 Obtencéo e reatividade das tiazolidinas e se  us derivados

A tiazolidina é representada por um anel pentagonal com enxofre e nitrogénio

nas posicdes 1 e 3. Esse nucleo pode sofrer substituicbes em varias posicoes

(Figura 1).
O
NH
4 3
L3
1
S

Figura 1 - Princinpais pontos de reatividade do anel 4-tigihadina

Diversas rea¢cdes envolvem o anel tiazolidinico como: oxidacdo na posicédo 1
(enxofre), reacbes de Mannich com N-alquilagdo na posi¢ao 3, tionacdo utilizando
reativo de Lawesson ou pentassulfeto de fosforo na posicdo 4 (carbonila) e
condensacdo com aldeidos, cetonas ou com sais de diazbénio na posicéo 5 (carbono
metilénico) (Esquema 1) (LIESEN et al., 2008)

. ~ N-alquilag&o
Tionagdo |- __, _--¥ | Reacdes de Mannich
LOJ -7
NH
4 3
T TNL
Conden sacdo com aldeidos ou cetonas A~ CSh

Reacdes com sais de diaz6nio -

T | Reacdes de oxidacdo

Esquema 1- Princinpais rea¢fes do anel 4-tiazolidinona

Entre os derivados tiazolidinicos encontram-se as tiazolidinonas com destaque
para a tiazolidina-2,4-diona, que apresenta varios sitios reativos facilitando
substituicdes no anel heterociclico. Por meio de reagbes de condensacdo e
alquilacao, pesquisadores buscam ampliar sua atividade biolégica e farmacolégica.

Alguns métodos de obtencdo da tiazolidina-4-ona foram descritos com
substituintes nas posicdes 2, 3, e 5, podendo variar suas propriedades de acordo
com o substituinte na estrutura. Porém, a maior diferenca na estrutura e nas
propriedades é exercida pelo grupo ligado ao atomo de carbono da posicédo 2 (R e
R’) na estrutura 2 ou (X) na estrutura 3. Varia¢des nos substituintes ligados ao &tomo
de nitrogénio e ao &tomo de carbono metilénico, sdo possiveis para as estruturas
representadas por 2 e 3 (Figura 2) (VERMA e SARAF, 2008).
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o o) o)
NH NH NH
4 3 43R 4 3
1 1
S Ry S X
1 2 3

X =S, 0, NR,NN=CRR;

Figura 2 - Substituic6es do anel 4-tiazolidinona

Liesen et al. (2008) descreveu a retrossintese de derivados 4-tiazolidindnicos
(Esquema 2), com duas estratégias de sintese desses compostos: a primeira com a
formacéo das ligacdes Cs-S e Cs-N, a partir de reagbes envolvendo compostos a-
halo-carbonilicos e tioamidas [1] e formacao das ligacbes C,-S e C4-N envolvendo
reacoes entre iminas substituidas e acido a-mercaptoacético mostrado na rota 2a e
a segunda estratégia por reagfes de condensacdo com trés componentes, do tipo

“one-pot”, entre aminas, aldeidos e acido a-mercaptoacético rota 2b.

(0]
R— CH=NR; + HS\/l\
OH
(4) iminas 4cido amercaptoacético

7 ®)
S

otaa
J
8 Sl o f_{
\/\om ¥ R/\NHRl \\/

compostos tioamidas R @ Rota b
a-halo-carbonilicos )

(©)

0]
NHR; + RCHO + HS \/I\
X=BrouCl OH
R =H, CHz ou C,Hs aminas aldeidos acido amercaptoacético

R1 = Aril ou Heteroaril

R, = Alquil (6) 7 (5)

Esquema 2 -Analise retrossintética de 4-tiazolidinonas

2.1.2 Reac0Oes envolvendo tecnologia de micro-ondas

Com o0 avanco das pesquisas e tecnologias foi possivel observar diferentes

métodos de sintese da 4-tiazolidinona (1), sendo alguns com reagfes contendo trés

componentes, envolvendo uma amina, um composto carbonilado e um acido
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mercaptoacético (VERMA e SARAF, 2008). A condensacdo e alquilagdo podem
ocorrer com a mistura dos tés componentes em meio reativo ou em duas ou trés
etapas (RAO et al., 2004; ALBUQUERQUE et al., 1999a).

Novos métodos de sintese da tiazolidina e seus derivados tém sido
apresentados como quimica limpa, por ser livre de solvente, utilizando micro-ondas.
Esse método tem sido descrito como eficiente e pode ser usado com rea¢cdes numa
Gnica etapa “one-pot” ou em etapas com tempo reacional baixo e bons rendimentos
(VISAGAPERUMAL et al., 2009).

Outra metodologia envolvendo reacdes “one-pot” com a condensacédo de trés
componentes para obtencéo de novas 4-tiazolidinonas (1), foi apresentada utilizando
nesta ocasido o solvente tetraidrofurano (THF) a 0 °C e dicicloexilcarbodiimida
(DCC), reagente que atua diretamente na formacao do anel tiazolidinénico. Durante
essa reacdo a DCC é transformada em dicicloexiluréia (DCU) que forma um sistema
bifasico com o THF, sendo assim, facilmente removida por filtragdo. Comparada com
reacoes que utilizam como solvente o benzeno seco ou tolueno esta apresenta
menor tempo reacional e melhores rendimentos, principalmente quando o DCC é
adicionado a 0 °C (Esquema 3) (SRIVASTAVA et al., 2002).

benzeno ou Q J/
tolueno seco N
ﬁ refluxo* )\
—
/\ ou R

R (7) H THE* S
Aldeidos DCC (1) _
o) 4-Tiazolidinona :*EZ:% = 25%?3?)//0
RNHz  + HS\/U\ + ou . =59-95%
Aminas ou ] OH /O
ésteres de Acido o —X
aminoacidos mercaptoacético | d \
®) ®) THE N
DCC
Cicloexano
(8) Rend. = 87-95%

R e R; = Arila ou Alquila ) . -
Espiro-4-Tiazolidinona

)
Esquema 3 -Sintese de 4-tiazolidinonas utilizando reacSesotelensacéo de trés componefibes-pot”

A vantagem da utlizagdo do micro-ondas, € atribuida ao aumento da
regiosseletividade induzida por este tipo de radiacdo, que atua promovendo a
formacdo de estados de transicdo dipolares (ET1 e ET2), reduzindo a energia de
ativacdo e consequentemente facilitando a formacdo do anel 4-tiazolidinénico
(KAVITHA et al., 2006).
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Dandia et al., (2006) propuzeram um mecanismo de reacdo para a sintese de
espiro-4-tiazolidinona (14) a partir de isatinas (10), utilizando reacdes de

condensacao de trés componentes “one-pot” (Esquema 4).

o) N—R;
microondas
RA@\’—\/E ' Rl_ NHZ - RA@\’—\/E
(o] (o]

| © |

H H
isatinas L _
(10) (11)
B T+
OH
H &
m —_— \\ Y, N=— R,
O s | T MO
HS
| o \/U\ oH ! o
L H . - H -
(11) ®) ET1

B f) T B _ s /\//o
OH O
j 5/\‘{
N
) +/ R- AN R
N ‘ - HO 1
SNTRy —_ N\ —2> o
— |R \ TR | Rend. 80-80%
(e] i H
(0] espiro-4-tiazolidinonas

|
(12) " - ez (19

T —

- (14

M~

R =5-F, H, 5,7-diCH 3, 5-CH3, 5-Br ou 5-Cl| Ry 4<\N/H

Esquema 4 Mecanismo de reagdo para sintese de derivadosiazofidinonas tbne-pot”em micro-ondas

Derivados tiazolidinicos foram sintetisados, utilizando nanoparticulas de cobre
como catalisador com excelentes rendimentos. O método descrito foi apresentado
como mais seguro, produtivo e menos toxico que aqueles utilizando acidos-bases. A
reacdo ocorreu pela mistura de tiazolidina-2,4-diona (15), amina aromatica (6),
benzaldeidos substituidos (7) dissolvidos em metanol, sob agitacdo por alguns

minutos com nanoparticulas de cobre (Esquema 5) (KUMAR et al., 2008).
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H H
N
Cu- np
o | | o
MeOH
N, atmosférico S S

50°C Rend. = 64-91%
(15)

R;= H, CHg, OCHs, Ne’N—Q (16)
Rzz H, OCH3, OH, N02

Esquema 5 -Sintese de derivados de 4-tiazolidinonase-pot” em micro-ondas

Rz

Singh et al., (2008) também utilizaram nanoparticulas de cobre (cu-np) como
catalisador para obtencdo de derivados tiazolidinicos com elevado rendimento e
curta duragdo, porém, a partir da tiazolidina-2,4-diona (15), aldeidos aromaticos (7) e
acetato de amonio (17) em meio liquido iGnico. Os produtos obtidos apresentaram
bons rendimentos. O material, contendo o catalisador foi recuperado para ser

reutilizado (Esquema 6 ).

(@]

S)KNH

CHO
S —_—
Cu-np
+ 2 O + NHOAc —— 3 HN Ar
liquido i6nico _
% H (17)
H S
@ (15) N\’(
o}
(18)

Rend. = 85 - 95%

Esquema 6 -Sintese de derivados de 4-tiazolidinonas cataligpad nanoparticulas de Cu (cu-np) em meio
liquido ibnico

Além da importancia bioldgica de derivados 5-benzilideno-tiazolidina-2,4-diona
e 5-benzilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-ona, foi estabelecido um comparativo da sintese
utilizando micro-ondas e 0s métodos convencionais, destacando o possivel
mecanismo do aumento de rendimento na condensacdo de Knoevenagel, em
presenca de acido acético e piperidina (KUMAR et al., 2006).

A sintese de  2-[3-(4-nitrofenil)-1-(piridina-4-carbonila)-1H-pirazol-4-il]-3-

substituido 1,3-tiazolidina-4-onas (23) foi obtida em trés etapas, sendo primeiro a
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condensacao da isoniazida (19) com 4-nitroacetofenona (20) na presencga de acido
aceético glacial para levar a hidrazida correspondente (21), que em seguida foi
tratada com o complexo de Vilsmeier Haack (obtido a partir da mistura de 0,012 mol
oxicloreto de fosforo em 10 mL de dimetil formamida) para levar a (22), que reagiu com
diferentes aminas aromaticas substituidas e acido tioglicélico (5) em tolueno e micro-
ondas, para levar aos compostos desejados com bons rendimentos.

Todos o0s compostos apresentaram de ligeira a moderada atividade
antibacteriana e antifungica, sendo que alguns dos compostos testados mostraram
acao antitubercular (Esquema 7) (VISAGAPERUMAL, 2009).

N CONHNH, (20) CONHN)
\ / CH3COOH

1)

(19)
DMF/POCI 5

_ Co_ -
L | \

N NS NO,
(22) o

HSCH,COOH
RNH,, tolueno (5)
S
(29) R
O Rend. = 77%

Esquema 7 -Sintese do 2-[3-(4-nitrofenil)-1-(piridina-4-carila)-1H-pirazol-4-il]-3-substituido-1,3-
tiazolidina-4-onas utilizando o complexo de Vilserdiaack e diferentes aminas aromaticas substit@idaeido
tioglicélico

Outras reacoes foram efetuadas para sintetizar derivados do (2,6-dialofenil)-3-
(pirimidina-2-il)-1,3-tiazolidina-4-ona (26) a partir do aldeido correspondente (25)
com uma quantidade equimolar de aminopirimidina dissubstituidas (24) com excesso
de &cido tioglicdlico (5) em tolueno sob refluxo por 48 horas. Os compostos foram
obtidos com bons rendimentos e caracterizados por métodos usuais (Esquema 8)
(RAO et al., 2004).
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R1

3

NN
A
| + HO + H _— | /)\
N/ Y\ SH tolueno R; N N
R
¢} o 4 A/S R4
(26) ©

(24) ) (25)
Rend. = 22-76%
R1 = H, CH3
R, =H, Cl, CH3, CH30, OH
R3=CILF

Ry = Cl,F

Esquema 8 -Sintese de derivados 2,3-diaril-1,3-tiazolidinako

O micro-ondas também foi usado para obter hidrazonas (31) (bases de Schiff)
a partir da acilacdo de 1,2,3,4-tetraidrocarbazol com cloreto de cloroacetila em DMF
seco, na presenca de carbonato de potassio anidro. Em seguida foi feita a
hidrazindlise do composto (27) com hidrato de hidrazina (28) levando ao produto
(29), o qual foi condensado com varios aldeidos aromaticos. As hidrazonas (31)
(bases de Schiff) obtidas foram entdo ciclizadas com acido tioglicélico (5) cloreto de
zinco anidro e cloreto de cloroacetila em trietilamina e dioxano para levar as 1,2,3,4-
tetraidrocarbazolil-tiazolidina-4-onas (32) com bons rendimentos (Esquema 9)
(SURENDIRAN; BALASUBRAMANIAN e SIVARAJ, 2009).

(28)
| _NHaNHaH0 |
|

(29)
COCH,CI COCH,NHNH,
o
" (30)

L)
H
ot
COCHy;NHN=C
(31) R

SHCH,COOH

®)

@@O ren. - 7701%

R
N
O)\/H\N
(32)
R = (a) H; (b) p-OH; (¢) 0-NO ; (d) p-CH 3; (e) p-OCH3 A/s
o

Esquema 9 -Rota sintética para obtencéo de derivados 1,&8dhidrocarbazolil-tiazolidina-4-ona
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2.2 REACOES DO ANEL TIAZOLIDINICO

As reacoes de alquilacao referem-se a substituicdo eletrofilica aromatica, onde
o eletrofilo € um carbocation (R+). No primeiro passo, o carbocéation é formado pela
reacdo de um cloreto de alquila com acido de Lewis. Outros haletos de alquila, como
brometos, fluoretos ou iodetos, também podem ser utilizados.

Tiazolidina-2,4-dionas substituidas na posicdo 3 por haletos de benzila ou
fenacilas através de N-alquilacdo foram  obtidas experimentalmente
(ALBUQUERQUE et al., 1999; MOURAO et al., 2005). Nesta sintese foram utilizadas
quantidades equivalentes de uma base forte (KOH ou NaOH) com tiazolidina-2,4-
diona em metanol, promovendo a formacéo do ion amideto através da abstracdo do
hidrogénio em N-3 e posterior ataque deste anion a 1,2-dibromoetano a temperatura
ambiente. A utilizacdo de uma base dura como o hidroxido de potassio é
imprescindivel para a formacao do anion amideto, uma vez que as tiazolidinonas nao

substituidas na posicdo 3 sao acidos fracos (LIESEN et al., 2008).

2.2.1 ReacOes de Alquilacéao da tiazolidina-2,4-dion  a

Uma série de novas 5-aril-tiazolidina-2,4-dionas (36) foram sintetizadas, com
potente e seletiva atividade agonista PPARYy (peroxisomo proliferativado receptor-y),
a partir do éster (33) utilizando varios reagentes (a) Br(CH,)s;-4-Br, Cs,COg3,
DMF(dimetilformamida); para levar ao interrmediario (34), que reagindo com
Cs,CO3;, DMF, fenoxifenol, ou 2-isobutil-4-fenoxifenol, formou o interrmediario (35),
gue ao reagir com acidos carboxilicos substituidos em meio (c) SOCl,, 85-90%; (d)
tiouréia, NaOAc, EtOH; (e) HCly, EtOH, conduziu aos produtos finais (36)
(Esquema 10) (KOYAMA et al., 2003).
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OH OH
MeO,
MeO Rz &) Br(CH)-4-Br R
Cs,CO3
> o
© DMF o/\(\ﬁ/\
B
(33) o (34) '
b) fenoxifenol
Cs,CO3
DMF
OH
MeO, R,
° o T i: N
(35)
Rend. = 71-82%

) socl,
d) tiouréia, NaOAc, EtOH

(0] - o o
e ) acidos carboxilicos substituidos

>\s HClaq), EtOH

HN

Rz Y
(36)

Rend. = 75-83%
Ry = "Pr

R, =H, F, Cl, CHz, CH30, "Pr
R3 = H, CH3, CF3, iBu, c’Pentyl, Ph, F, Cl, OMe, SO,Me, NHSO,Me, NHSO,-4-Tolyl

Esquema 10 Sintese de 5-aril-tiazolidina-2,4-diqndilizando diferentes meios reacionais.

Derivados 3-benzil (ou fenacil)-5-(arilideno-substituidos)-tiazolidina-2,4-dionas
(40), foram obtidos a partir da N-alquilacdo da tiazolidina-2,4-diona (15) na presenca
de hidréxido de potassio, formando o sal de potassio correspondente que reagiu
com haletos de benzila (37) ou fenacila em meio etandlico sob aquecimento. Estes
compostos intermediarios foram condensados com os 5-arilidenos-3-(4-metil)-
tiazolidina-2,4-diona (40) com ésteres 2-ciano-3-(fenil-substituidos)-acrilato de etila
(39) (Esquema 11) (ALBUQUERQUE et al., 1999b; MOURAO et al., 2005) e
testados como hipoglicemiantes, revelando atividade sobre o nivel de triglicerideos

proximo ao da rosiglitazona apresentando baixa toxicidade (MOURAO et al., 2005).

37) @£39) CH @CH
g - m - . zL“ 2
%} A=

KOH EtOH
S

(38) (40)

(15)
R Rend. = 30-89%

Esquema 11 Sintese de derivados 3-(benzil ou fenacila)-Sifano-substituido)-tiazolidina-2,4-dionas
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A obtencdo de derivados tiazolidinicos N-substituidos (42) também pode
ocorrer pela alquilagdo com haletos de benzila e haletos de fenacila, a partir da
reacdo da tiazolidina-2,4-diona (15) com um haleto adequado (37) ou (41) em
NaOH/etanol em presenca de hidroxido de potassio e metanol em refluxo (Esquema
12). Esse método reacional apresentou baixa duracdo e médio rendimento
(MOURAO et al., 2005; DUNDAR, et al., 2007).

l\/ @ Rend. = 37-50%

(37) T
ArCHzBr
NaOH/etanoI (38)

R=F, CHs
o} N/H
SXO o) Ry
15 Il
(15) (1) o o CHp— c@
ArCOCH,Br X Rend. = 22.9-64.5%
L 5
42
KOH/MeOH g (42) Ry = F. NO,

Esquema 12 -Obtencéo de derivados tiazolidinicos N-substitsidor alquilagédo

Dundar et al., (2008) obtiveram a N-alquilagcdo da tiazolidina-2,4-diona (15)
utilizando bromo-acetato de etila (43), THF e NaH resultando em 3-(metil-éster-
acético)-tiazolidina-2,4-diona (44) posteriormente condensado com flavonas

carbaldeidos com rendimentos entre 62-85%.(Esquema 13).

T)% TX Rend. = 62-85%

(15) (43) (44)

Esquema 13 N-alquilacdo da tiazolidina-2,4-diona com brometato de etila

Outro método de obtencao da 2,3,5-tiazolidinona trissubstituida (49) foi descrito
por Wrobel et al., (2006) por meio da condensacao da 3-amino benzoato de metila
(45), 4-benzil-oxibenzaldeido (46), acido mercaptosuccinico (47) e cianeto de metila

(48) a 80 °C. A reacao apresentou bom rendimento, 95%. (Esquema 14 ).
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o\ \\\\— Z
CH30,C / \
CO, CH3 CHO
0 (48) Z:= COH; CH,OH
OH  cheN
. + Ho — > Rend. = 95%
SH 0
NH;
OCH, Ph PhCH; O
45
(45) (47) (49)

(46)

Esquema 14 N-alquilacdo da tiazolidina-2,4-diona com brometato de etila

A literatura descreve que as reacOes de condensacdo ocorrem geralmente na
presenca de solucdo tamponada de acido acético glacial/acetato de sédio anidro,
onde o acetato de soédio funciona, tanto como base quanto como agente
desidratante, ou alternativamente em solucdo piperidina/etanol (ALBUQUERQUE et
al., 1999a; VICINI et al., 2006; OTTANA et al., 2005; DUNDAR et al., 2008;
GOUVEIA et al., 2009).

2.2.2 Reac0Oes de Condensacdao da tiazolidina-2,4-dio  na

As tiazolidinas podem sofrer reacdes de condensacdo do tipo aldolica
envolvendo grupo metileno na posicdo 5 do anel, devido ao carater nucledfilo do
carbono metilénico. A reducado do carater nucleofilico e a formagcéo de um anion em
presenca de uma base sédo dependentes do efeito retirador de elétrons da carbonila
adjacente, bem como da presenca de outros grupos retiradores de elétrons na
posicéo 2 do anel.

A literatura descreve o meétodo de obtencdo de compostos 5-benzilideno-
substituidos com bons rendimentos, através de uma condensacédo de Knoevenagel
entre 0s nucleos correspondentes, heterociclicos de rodanina, acido rodanina-N-
acetico, tiazolidina-2,4-diona, acido barbiturico e acido tiobarbitarico e uma série de
benzaldeidos substituidos (Esquemas 15) . Derivados da Thiazolidina-4-ona foram
sintetizados utilizando sintese por micro-ondas, com piperidina e acido acético
glacial como catalisadores (TOMASIC et al., 2010).

Teoricamente, os compostos 5-benzilideno-substituidos podem apresentar
isbmeros E e Z para ligacdo dupla exociclica (CH=C), porém o RMN'H dos
compostos apresentaram um sinal para o proton metileno na faixa de 7,46-7,82 ppm,

em valores mais baixos de campo do que 0s esperados para o isdbmeros E, isto
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indica fortemente que o0s compostos tém a configuracdo Z e sao

termodindmicamente mais estaveis (Esquemas 15) (TOMASIC et al. 2010).

: *X (a) piperidina,

ACOH, EtOH  Rj

(52)
(50) (51)

Compostos X R1 R> R3 R4 Rs Rend.
1 S F F F H H 87.8%
2 S H OCH; OCH; OCH; H 71.3%
3 O F F F H H 85.8%
4 O H OCH; OCH; OCH; H 39.0%
5 S F F F H CH,COOH 40.5%
6 S H OCH; OCH; OCH; CH,COOH 35.4%

Esquema 15 Condensacéo da tiazolidina-2,4-diona com benzaldesdbstituidos em micro-ondag (
piperidina, AcOH, EtOH, 30 W, 18 bar, 140 °C, 3Grmu 110 °C, 40 min

A tiazolidina-2,4-diona (15) com formilcromonas (53) em acido acético glacial e
acetato de sédio fundido (a) formam os derivados cromonil-tiazolidina-2,4-diona (54)
através da condensacdo de Knoevenagel. O RMN *H, revelou prétons da cromona
substituida entre 7,55 e 9,06 ppm; prétons de metileno (=CH) para cromonil-
tiazolidina-2,4-diona (54) foram observados em 7,58 e 7,77 ppm como um singleto
(Esquemas 16) (DUNDAR et al., 2008).

Ry O O
NH NH
H acetato de sodio
+
s o) amdo acético
R

(15) (53) H o (54)

Esquema 16 -Condensacédo da tiazolidina-2,4-diona com formil@onanformando o isdmetd

Com a finalidade de descobrir um composto com atividade PPAR-a e PPAR-y,

com melhor atividade antidiabética e hipolipemiante melhor que as drogas-padrao,
foram sintetizadas uma série de benzoxazinonas derivados de tiazolidinadiona. Esta
série partiu do 3-(2-hidroxietil)-2H-1,3-benzoxazin-4(3H)-ona (55) reagindo com 4-
fluorbenzaldeido (56) para em seguida condensar o aldeido formado com a
tiazolidina-2,4-diona (15) promovendo a condensagdo de Knoevenagel. Ainda
visando melhores propriedades fisicas como solubilidade em agua e elevado ponto

de fusédo, o composto insaturado (57), foi reduzido para (58) por hidrogenag¢do com
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Pd/C para evitar o efeito do envenenamento do catalisador (Esquemas 17)
(MADHAVAN et al., 2006).

Ry o (15)

| o (56)
R Q) NaH DMF O) PhCOzH piperidina (a)

tolueno refluxo
(55) Rend. = 75%

(57) (58)
Rend. = 86% Rend. = 74%

Esquema 17 Condensacéao da tiazolidina-2,4-diona com benzaldesdbstituidos em micro-ondas (
piperidina, AcOH, EtOH, 30 W, 18 bar, 140 °C, 3Gimmu 110 °C, 40 min.

2.2.3 Reag0es de tionagéo da tiazolidina

A tionacdo de 4-tiazolidinonas pode ser realizada utilizando o reativo de
Lawesson, para a sintese de 4-tioxo-tiazolidin-2-ona a partir de tiazolidina-2,4-diona,
em dioxano anidro (ANDRADE et al., 2002).

A densidade eletronica existente na carbonila e a temperatura influénciaram na
velocidade desta reacdo, porém quando O composto possui duas ou mais
carbonilas, a primeira tionacao ocorrera naquela que for mais rica em elétrons sendo
limitada (CLAUSEN, THORSEN e LAWESSON, 1981; CAVA e LEVINSON, 1985).

A 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (59) foi obtida a partir da tiazolidina-2,4-diona (15)
na presenca de pentassulfeto de fésforo (P,Ss) e dioxano seco sob atmosfera inerte
(Esquemas 18 ) (GRISHCHUK et al., 1967).

H
0 /H S N/

N
P,Ss5 Rend. =79%
S
i (0]

S 0 dioxano seco
(15) (59)

Esquema 18 -Tionacdo da tiazolidina-2,4-diona consp

Ainda é possivel obter a 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (59) a partir da tiazolidina-2,4-
diona (15), Reativo de Lawesson e dioxano seco em atmosfera inerte (59)
(Esquema 19 ) (ANDRADE et al., 2002).
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o dioxano seco

(15) (59)
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Reativo de Laweson: CH3@<;ﬁ_ OCH;,4
S

Esquema 19 Tionacéo da tiazolidina-2,4-diona com reativo devésson

Nesta reacéo o sulfeto de fosforo converte cetonas em tiocetonas pela troca de
uma ligacdo dupla fosforo-enxofre com uma ligacao dupla fésforo-oxigénio. A forca

7

motriz desta transformacdo € a formacédo da forte ligacdo dupla fésforo-oxigénio
(P=0). Isso porque a conversdo do grupo carbonila em tiocarbonila é atribuida a
ilideos de ditiofosfina (p-CH30-CgH4-PS,), formados a partir da quebra do anel de
quatro membros, contendo atomos de fésforo e enxofre alternados, existente no

reativo de Lawesson (Esquema 20 ) (STEFANI, 2009, p. 69)..

S s
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Esquema 20 -Mecanismo de reacdo da obtencao da 4-tioxo-tidmali#l-ona com reativo de Lawesson

2.2.4 Reag0es de Alquilagdo da 4-tioxo-tiazolidina-  2-ona

Derivados da 5-arilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-ona (61) foram alquilados por

brometo de bromofenacila (62) na presenca de hidroxido de potassio em metanol
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para levar a 3-(4-bromofenacil)-4-tioxo-5-arilideno-tiazolidina-2-ona (63) (Esquema

21) (ALBUQUERQUE et al., 1997; CHANTEGREL et al., 2002).
i
e
I % e e L
@ (61) (62) @ (63)
:

R

R=2Cl;3Cl;2Br;3Br; 2F

Esquema 21 Alquilacdo de derivados da 4-tioxo-5-arilideno-tikdina-2-ona alquilados por brometo de
bromofenacila na presenca de metonol e KOH

A tiazolidina-2,4-diona também foi submetida a alquilagdo com haleto de
benzila resultando em 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (38), em seguida ocorreu a
substituicdo do oxigénio da carbonila-4 por enxofre utilizando o pentassulfeto de
fésforo (64) obtendo o intermediario 3-benzil-4-tioxo-tiazolidina-2-ona (65) (Esquema
22). A seguir reagiu com acetato de arildiazénio (66) em dioxano produzindo o 5-
arilazo-3-benzil-4-tioxo-tiazolidina-2-ona (67) (ALBUQUERQUE, et al., 1999b). Este
intermediario foi condensado com o fenilhidrazina (68) em acido cloridrico formando
0 5-(4-sulfamoilfenilazo)-3-benziltiazolidina-2-ona-4-fenilhidrazona (69) (LABOUTA et
al., 1987).

(66) s Sty
+ —
0 v CHCeHs  (64) S N/ CH,C¢H; N NOA: N
N . PN
X —_— > X - N=nN 87 Yo
s o s” 7o o
(38) (65) ©7)
HeCONH N Sty
(68)
5cs NH NH, @7 X

(69)

Esquema 22 Tiazolidina-2,4-diona N-alquilada, tionada copsP
2.2.5 Reac0Oes de Condensacéao de 4-tioxo-tiazolidina -2-ona

O composto 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (48) reagiu com o pentassulfeto de
fosforo (64) para levar ao intermediario 3-benzil-4-tioxo-tiazolidina-2-ona (65) que a

seguir reagiu com acetato de arildiazénio (66) em dioxano seco produzindo o 5-
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arilazo-3-benzil-4-tioxo-tiazolidina-2-ona (67). Este intermediério foi condensado com
fenilhidrazina (68) em &cido cloridrico formando 5-(4-sulfamoilfenilazo)-3-
benziltiazolidina-2-ona-4-fenilhidrazona (69) (Esquema 22) (LABOUTA et al., 1987).

A 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (60) também foi condesada de duas maneiras: uma
com 4-tioxo-tiazolidina-2-ona ndo substituida na posi¢cdo 5 produnzido o composto
(70) reacéo (a) e outra j& substituida por um grupo benzil na posi¢do 3, conduzindo
ao produto (71) reacéo (b), (Esquema 23) (CHANTEGREL et al., 2002).

(59) (70)

R

. I“
fx R S
(1)
@

(65)

Esquema 23 -Condensacédo de derivados da 5-arilideno-4-tioxaslidina-2-ona alquilados por brometo de
bromobenzila na presenca de metonol e KOH

Derivados 5-ilideno-4-tioxo-2-tiazolidonas (72) foram sintetizados a partir da
condensacéao de 4 tioxo-tiazolidina-2-ona (60) com benzaldeidos substituidos (7) em
acido acético glacial a 100 °C por 20 minutos. Esta sintese objetivou aumentar a
lipofilicidade dos derivados tiopirano-tiazol-2-ona para facilitar a difusdo através de
biomembranas, aumentando assim, a eficacia citostatica. A reatividade do atomo de
enxofre na posicdo 4 foi usada como heterodieno ativo em uma reac¢ao de Diels-
Alder para obter novos compostos 9-substituidos-3,7-ditio-5-azatetraciclo-
tetradeceno-4-ona (Esquema 24 ) (LESYK, et al., 2006).

: 5* PS5 ArCHO hldroqumona
o dloxano O AC OH
ﬁg%r;l*a norbornano
(15)

H
R; = Arilidenos substituidos (62)

"Ry (72)

Esquema 24 Condensacéo de 4-tioxo-tiazolidina-2-ona pararaite de derivados tiopirano-tiazol-2-ona

Gouveia et al., (2009) descreveram um simples e efetivo método de sintese e
purificacdo de derivados da 5-arilidenos-4-tioxo-tiazolidina-2-ona (70) utilizando

reagente de Lawesson para carbotionacdo-4. Estas reacGes ocorreram por
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condensacdo de Knoevenagel com diferentes aldeidos arométicos substituidos
(Esquema 25) (ALBUQUERQUE et al., 1997).

(7)
H
N/ Reagente de x
X Lawesson *
AcONa
s dloxano A OH (70)

(15) (60)
Esquema 25 Sintese de 5-arilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-ona

2.2.6 Estereoquimica de derivados 5-arilidenos-tiaz  olidinicos

Apesar da ligacédo do carbono 5 em (=CH) metileno poder admitir configuracao
Z ou E, a literatura especializada aponta que a configuragdo mais estavel prevalece
na sintese destes derivados 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona ou derivados 5-
arilidenos-4-tioxo-tiazolidina-2-ona. Ao elucidar as estruturas quimica destes
derivados sdo realizadas analise de RMN'H e cristalografia por raio X, sendo assim,
varios autores mostram a configuracdo Z como a mais estavel nas reagfes de
condensacdo na posicdo 5 do anel tiazolidinico (ALBUQUERQUE, et al., 1999b;
TUNCBILEK e ALTANLAR, 1999; MOURAO et al., 2005; MADHAVAN et al., 2006;
DUNDAR, et al., 2007; GOUVEIA et al., 2009).

A determinacédo da configuracdo dos diastereoisébmeros formados na sintese
de 5-arilidenos-4-tiazolidinonas pode ser feita através de analises espectroscopicas
(RMN*3C, RMN'H) e através de cristalografia por raios X. Otanna et al., (2005)
determinaram a configuragdo Z para analogos 2-imino-5-arilideno-4-tiazolidinonas
verificando a influéncia magnética da carbonila sobre o deslocamento quimico do
hidrogénio metinico por meio de RMN*H. Este sinal aparece como singleto em 7,70-
7,75 ppm para a configuracdo Z, enquanto que, devido a menor influéncia magnética
do atomo de enxofre, este singleto aparece com deslocamento inferior a 7,70 ppm

para isdmeros E ppm (LIESEN et al., 2008).
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2.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE DERIVADOS TIAZOLIDINICOS

Derivados da tiazolidinona sdo uma classe conhecida de medicamentos
patenteados e de substancias em diferentes estagios de pesquisa, que tém
apresentado varias atividades como: hipoglicemiantes, anti-inflamatérios, antitumoral
colerético, imunoestimulante, diurético, entre outras (MALIK, UPADHYAYA e
MIGLANI, 2011).

Alguns derivados 2-alquilideno-tiazolidinadiona apresentaram atividade
antibiotica contra bactérias Gram-positivas como Bacillus subtilis e Staphylococcus
aureus. Porém nédo foi observada inibicdo do crescimento para Gram-negativas
como Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa ou a levedura Candida maltosa. A
inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus por derivados 2-alquilideno-
tiazolidina-4,5-diona torna estes compostos excelentes candidatos para o
desenvolvimento de antimicrobianos (ALBRECHT, 2005).

Sendo a lipofilicidade um conhecido fator fisico-quimico que afeta a atividade
biolégica, caracterizado pelo processo de distribuicdo do composto no organismo
humano como chave das propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas das
moléculas da droga (ligagdo com as proteinas plasmaticas, penetracdo da barreira
hemato-encefélica (BHE) e através das membranas celulares.

Lesyk et al., (2006) realizou ensaios in vitro da atividade anticancer de
derivados tiazolidindnicos para investigar a lipofilicidade dos compostos sintetizados.
Com base nesse estudo foi possivel concluir que o aumento da lipofilicidade destes
compostos facilita a difusdo através das biomembranas, aumentando assim a
eficacia citostatica. Alguns dos compostos testados mostraram citotoxicidade contra
linhagens de células tumorais com relativas selectividades a pulm&o, mama, rins,
leucemia e alguns tipos de melanoma.

Rao, et al., (2004) sintetizaram derivados 1,3-thiazolidina-4-onas contendo um
grupo 2,6-dihalofenil no C-2 e um anel pirimidinico 2-substituido na posicao 3. Estes
compostos foram sintetizados e avaliadas como agentes anti-HIV. Os resultados dos
testes in vitro mostraram que alguns deles foram inibidores eficazes do virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) em concentracbes de 10-40nm com
citotoxicidade minima.

Estudos da relacdo estrutura-atividade revelaram que a natureza dos

substituintes nas posi¢cées 2 e 3 do nucleo tiazolidinona teve impacto significativo
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sobre a atividade anti-HIV in vitro, desta classe de potentes agentes anti-retrovirais.
Todavia os compostos apresentaram uma significativa reducao da atividade frente a
formas mutantes do virus resistente (K103N e muta¢cbes Y181C RT), agindo assim
como néo-nucleosideos HIV-1 da transcriptase reversa inibitérias (NNRTIs) (RAO et
al., 2004).

A literatura ainda descreve varias atividades biolégicas e farmacolégicas dos
derivados tiazolidinicos que tém se destacado por serem heterociclos
potencialmente ativos e que apresentam propriedades anticancer (GUDUDURU et
al., 2005), antibacteriana (TOMASIC et al., 2010), antiproliferative (GOUVEIA et al.,
2009) antidepressiva (SHUKLA et al., 2004), hipertensédo (PATT et al., 1992), anti-
inflamatoria (VIGORITA et al.,, 2003, BARROS et al., 2010) anticonvulsivantes
(KUMAR et al 1970; DWIVEDI et al., 1972), hipoglicémico (GUPTA et al., 2005),
agentes antimicrobianos, inclusive contra isolados clinicos multirresistentes a drogas
(BONDE e GAIKWAD, 2004; GOUVEIA et al., 2009), hipinética (ERGENC et al.,
1999) entre outras (MAHRAN et al., 2003).

2.3.1 Derivados tiazolidinicos como agentes antimi  crobianos

Entre os mais graves problemas de saude, estdo as infec¢cbes bacterianas, que
tém aumentado drasticamente nos ultimos anos, afetando milhdes de pessoas em
todo mundo, o que resulta em elevada taxa de morbidade e mortalidade,
especialmente em paises em desenvolvimento. Doencas bacterianas como a
tuberculose, tifo, peste, difteria, febre tifdide, colera, disenteria, e pneumonia
tornaram elevado o custo para a humanidade (DUNDAR et al., 2007). Muitas vezes
o tratamento contemporaneo dessas doencas infecciosas envolve a administracédo
de multiplas drogas durante um longo periodo, o que pode contribuir para o
abandono do tratamento e o rapido aparecimento da resisténcia microbiana a essas
drogas (BONDE e GAIKWAD, 2004).

A atividade antimicrobiana de derivados tiazolidinicos sintetizados e testados,
tem demonstrado efeito positivo em varios estudos, até contra micro-organismos
multirresistentes (LABOUTA et al., 1987; SUP et al., 1995; DUNDAR et al., 2007;
GOUVEIA et al., 2009).
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Albuquerque et al., (1999a) investigando a atividade antimicrobiana de
compostos tiazolidinicos in vitro contra micro-organismos Gram-positivos e Gram-
negativos, verificaram que os derivados testados apresentam atividade inferior ao
antibiotico de referéncia ciprofloxacina. A sintese e atividade antimicrobiana de uma
nova série de tiazolil-tiazolidina-2,4-dionas foram considerados moderadamente
potente contra micro-organismos selecionados, embora o efeito antifingico de todos
0s compostos testados foram maiores do que a droga padrdo, miconazol. Neste
estudo ficou evidente que 0s grupos benzila ou fenacila no anel tiazolidinico néo
desempenham um papel notavel para aumentar esta atividade (DUNDAR et al.,
2007).

Compostos da tiazolidina-2,4-diona e 4-tioxo-tiazolidina-2-ona, s&do ativos
contra S. aureus, mas inativo contra bactérias Gram-negativas (DUNDAR et al.,
2007; GOUVEIA et al., 2009). A atividade significativa de alguns derivados destes
compostos contra S. aureus e a inatividade de outros, previamente identificado como
um inibidor de varios alvos de enzimas MurD-F que catalisam as etapas
intracelulares da biossintese do peptidoglicano bacteriano (BARRETEAU et al.,
2008), pode ser atribuida ao carater hidrofilico do grupo 2,3,4-triidroxibenzilideno que
dificulta a penetracdo da molécula na célula bacteriana. Esse fato foi verificado com
a substituicdo do grupo 2,3,4-tri-hidréxibenzilideno de um derivado tiazolidinico por
um grupo mais lipofilico 2,3,4-trifluorbenzilideno. Por meio de calculo estatistico foi
verificado aumento na poténcia antibacteriana destes derivados promovendo a
inibicdo do crescimento de S. aureus com CMI de 0,5 mg/mL (TOMASIC et al.,
2010).

A literatura relata que grupos retiradores e doadores de elétrons podem alterar
a lipofilicidade dos compostos testados, que por sua vez, alteram a permeabilidade
através da membrana celular bacteriana. De acordo com Bonde e Gaikwad (2004),
0s substituintes do anel tiazolidinico na cadeia lateral nas posi¢fes 3 e 4 exercem
uma influéncia significativa sobre a atividade biologica dos compostos, sendo em
geral, os compostos substituintes aromaticos na posicdo 3 mais ativo do que 0s
alifiticos. Além disso, a presenca de grupos retiradores de elétrons (como

substituintes halogénio e nitro), apresentam melhor atividade antimicobacteriana.
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2.3.2 Atividade antimicrobiana de derivados tiazol idinicos frente a isolados
clinicos

O uso extensivo de antibiéticos foi um dos fatores que contribuiram para o
surgimento de patdégenos multirresistente aos antimicrobianos conhecidos, fato este,
que ressalta a necessidade de desenvolvimento de novas classes de agentes
antibioticos. O desenho de novos agentes quimioterapicos € um fator
particularmente benéfico, gracas a previsdo de seu modo de acéo, podendo evitar a
resisténcia cruzada as drogas (GUZELDEMIRCI et al., 2010).

Derivados da 5-arilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-ona foram testados in vtro frente a
cepas multirresistentes, isoladas a partir de ambiente hospitalar e comparadas com
os padrbes ampicilina e canamicina apresentaram efeitos inibitorios significativos,
confirmando a importancia de buscar substituintes que possam potencializar a acéo
inibitéria destes compostos frente a bactérias Gram-positivas (GOUVEIA et al.,
2009).

Sendo estes derivados mais potentes que cefalexina contra a maioria dos
micro-organismos testados, destacando contra cepas de S. aureus, cujo efeito
inibitério foi muito maior do que a ampicilina e cefalexina, o que sugere que a
introducéo de trés atomos dos halogénios ao grupo arilideno pode ter exercido um
papel importante para aumentar as propriedades antibacterianas destes derivados
(GOUVEIA et al., 2009).

Com a subtituicdo do oxigénio por enxofre na posicao 4 do anel tiazolidinénico,
ficou evidenciada a potencializacdo da atividade antimicrobiana resultante da pratica
do bioisosterismo dos derivados 5-arilidene-4-tioxo-tiazolidina-2-ona, principalmente

contra cepas multirresistentes de isolados clinicos.

2.3.3 Derivados tiazolidinicos como agentes antipr  oliferativos contra células
neoplasicas
O céancer é basicamente uma doenca de células, geralmente causadas por
mutacdo ou por ativacdo anormal de genes (oncogenes) que controlam o
crescimento e a mitose celular (GUYTON, 2001). De acordo com dados do World
Health Organization (WHO, 2008), mais de 10 milhdes de casos de céancer séo
diagnosticados a cada ano. Alguns dos tipos mais frequentes de cancer podem ser
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curados por cirurgia, quimioterapia ou radioterapia, especialmente se forem
detectadas precocemente.

Os tumores malignos sdo uma das ameacas mais graves contra a saude
humana no mundo. O controle da proliferacdo celular continua sendo uma
importante estratégia terapéutica do cancer. Microtubulos de células eucaribticas sao
importantes no processo da divisao celular por mitose, esta estrutura tem sido um
alvo atraente para o desenvolvimento de drogas antitumorais por décadas.
Compostos que tem a propriedade de interferir no processo mitotico podem conduzir
a parada do ciclo celular e subsequente regresséao de tumor (LIU et al., 2009).

Um grande numero de produtos citotoxicos potentes atua em fases especificas
do ciclo celular e, conseqglentemente, s6 exercem acdo contra células que se
encontram em processo de divisdo. Portanto as neoplasias malignas mais
suscetiveis ao tratamento quimioterapico sao as que possuem um alto percentual de
células em divisdo (OLIVEIRA e ALVES, 2002).

Os compostos contendo anéis tiazolidindnicos ja foram relatados como
indutores de apoptose em linhagens de células cancerosas e mais recentemente
tem se mostrado ativo contra células cancerosas do pulméao resistentes a drogas.
Assim, embora essa inibicdo ainda ndo seja satisfatéria, torna-se necessario ampliar
as pesquisas buscando melhorar a propriedade antiploriferativa destas células. Isso
pode ser feito colocando um ou mais grupos volumosos no anel arilideno de
tiazolidinediona substituidas (GUDUDURU et al.,, 2005; ZHOU et al.,, 2008;
GOUVEIA et al., 2009).

Estudos da troglitazona, um derivado da tiazolidina, revelaram que apesar de
ser um agente antidiabético oral efetivo, apresenta efeito apoptético, isto €, morte
celular programada em hepatoma, que é o mais frequente cancer originado no
figado humano. O uso clinico de troglitazona tem sido restringido nos EUA e Japéo
por causa da inducdo severa de lesdo hepética (YAMAMOTO et al., 2001).

As propriedades antineoplasicas de  heterociclos  4-tiazolidinonas
provavelmente sdo relacionadas a sua afinidade com alvos bioldgicos
anticancerigenos, como JNK-estimulante fosfatase-1 (JSP-1) (HAVRYLYUK et al.,
2009), fator de necrose tumoral TNFa (CUTSHALL, O’'DAY e PRERZHDO, 2005),
biocomplexo anti-apoptoético Bcl-X -BH; (CARTER et al., 2001) receptor integrina
a,PB3 etc (DEGTEREV et al., 2001; DAYAM et al., 2006).
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Alguns derivados das tiazolidinonas como troglitazona e ciglitazona sao
agonistas ao receptor ativador proliferador de peroxissomo (PPARYy), exibindo assim,
além dos efeitos antiglicemiante a acao inibitoria da proliferacéo de algumas células
de cancer, embora, 0 mecanismo subjacente permanece indefinido. Analogos
estruturais da tiazolidinadiona revelaram capacidade de induzir apoptose em células
de céancer de prostata, sendo atribuido em parte a funcédo inibitoria da Bcl-xL/Bcl-2,
independente da ativacdo do PPARy e com poténcia semelhante (SHIAU et al.,
2005).

Compostos contendo anel tiazolidindnico foram relatados como indutores de
apoptose em linhagens de células cancerosas e mais recentemente tem se
mostrado ativas contra células de cancer de pulmdo, resistentes a drogas. Assim,
embora essa inibicdo ainda ndo sendo suficiente, fica evidente a necessidade de
outras pesquisas, buscando melhorar a propriedade inibitéria dos compostos
tiazolidinicos. Isso pode ser feito colocando um ou mais grupo(s) substituinte(s) no
anel 5-arilideno-tiazolidinona (GUDUDURU et al., 2005; ZHOU et al., 2008). Outra
altenrativa importante visando a potencializacdo da atividade antiproliferativa foi a
utilizacdo da substituicdo bioisostérica da tiocarbonilacdo na carbonila 4 do anel
tiazolidinona (GOUVEIA et al., 2009).

Estudo sobre a eficacia antitumoral de um derivado da tiazolidinona em ratos a
partir da inibicdo de secrecdo do hormoénio luteinizante (LH), mostrou que estes
derivados apresentaram potencial aplicacdo no tratamento clinico de canceres de
prostata e de mama. Isso foi verificado pela capacidade do derivado tiazolidinbnico
diminuir as concentracdes séricas do LH, embora esse mecanismo ainda néo esteja
compreendido, parece oferecer uma vantagem distinta sobre os agonistas LHRH e
antagonistas, pois, ao contrario dos derivados do LHRH, € ativo por via oral (IP,
SYLVESTER e SCHENKEL, 1986).
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2.4 TIAZOIS E SEUS DERIVADOS

2.4.1 Preparacéao do tiazol e seus derivados

Os compostos tiazolicos (73) (Figura 3), sdo descritos por Siddiqui et al.,
(2009) como composto heterociclico apresentando um atomo de nitrogénio e um
atomo de enxofre e duas duplas ligagdes no heterociclo como parte do anel
aromatico de cinco membros com amplo espectro de atividade biolégica. A literatura
ainda descreve suas atividades tais como: anticancer, antibacteriana, antidepressiva,
anti-inflamatoéria dentre outras (VICINI et al., 2003; HOLLA et al., 2003; SOUZA et
al., 2005).

(73)

Figura 3 - Nucleo Tiazélico

O tiazol € um liquido amarelo-claro com ponto de ebulicdo de 116-118 °C. Sua
densidade é de 1,2 g/mL, tem odor semelhante ao da piridina, sendo
moderadamente sollivel em &gua, solivel em alcool e éter. E utilizado como
intermediario na fabricacdo de drogas sintéticas, fungicidas e corantes. O anel
tiazolico é encontrado naturalmente na vitamina B; (tiamina) (SIDDIQUI et al., 2009).

Este anel apresenta aromaticidade com a deslocalizacdo de elétrons (1) e um
par de elétrons do atomo de enxofre para completar os 6 elétrons necessarios para

cumprir a regra do Huckel. Apresenta variadas formas de ressonancia (Figura 4 ).

N = D L - = S
(el ) ot e [
> ® o p
Figura 4 - Formas de ressonénci(z do anel tiazol

O ndcleo tiazolico esta presente, também, em diversas moléculas
biologicamente ativas, como a do sulfatiazol, um importante farmaco antimicrobiano,

o ritonavir (Norvir®) utilizado no combate ao virus HIV, as epotilonas A e B produtos
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naturais com potente atividade antitumoral e o pirofosfato de tiamina, presente em
uma variedade de descarboxilases e de aldolases (SOUZA et al., 2005).

Outras moléculas bioativas com nucleo tiazélico também apresentam potencial
aplicacao na sintese organica, podendo ser utilizadas em reacdes de condensacao,
oxidacdo, transformacdo de grupos funcionais e formagdo de ligagdo carbono-
carbono (SOUZA et al., 2005).

Um método de sintese do 4-(4-clorofenil)-2-amino-tiazol (75), foi proposto por
Pandeya et al., (1999) a partir de uma mistura de 4-cloro-acetofenona (74), tiouréia
(9) e iodo, apresentando bons rendimentos e rapidez na duracdo da reacao
(Esquema 26) . O composto (75) reagindo com hidrazona, NaOH, CO,, DMF e 4gua a

60 °C levou ao produto (76) substituido na posicao 4 do anel tiazolidinico.

Cl

cl
Rend. = 96%
O N N
NaOH, CS,, DMF
HZN/lKNHZ + C 2 L) / >\ : / )\ S
—_—
S NHzNH, S I
CHg NH; HO  80°C NH C NHNH,
(9) (75) z (76)

(74

Esquema 26 -Obtencédo do (N-[4 -(4-clorofenil-tiazol-2-il] tiosmicarbazida) a partir do 4-(4-clorofenil)-2-
amino-tiazol

Novos derivados tiazolidrazona foram sintetizados com a intengéo de avaliar a
atividade antituberculose destes compostos. Estas reacdes ocorreram a partir de
quantidades equimolares de tiossemicarbazida (77) com acetofenonas
dissubstituidas (78) na presenca de &lcool isopropilico, formando o 1-(1-aril-etilideno-
dissubstituido)-tiossemicarbazida (79). Os derivados N-(1-ariletilidene-
dissubstituido)-N-[4-(5-indanil)-tiazol-2-il]-hidrazona (81) foram sintetizados pela
reacao de 1-(1-aril-etilideno-dissubstituido)-tiossemicarbazida (79) com 1-(5-indanil)-
2-bromoetanona (80) (Esquema 27) (TURAN-ZITOUNI et al., 2008).
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Ry,
S
l NH, + R CH N/U\
3 —> R.
HZN/‘\’I\'/ isopropanol /N\
H

CH3

7) (78) (79)
Ry,
(0]
r@\/N\N/U\NHz + 1) oM ?_N "
CHs NaOH o
(79) (80) o (81) ‘

2) NH,NH,0H
Rend. = 59-78%

Esquema 27-Rota sintética de derivados tiazélicos

Raj et al., (2007) sintetizaram derivados do 2-bromo-5-metoxi-N’-[4-(aril)-1,3-
tiazol-2-ill-benzoidrazida (84) a partir da mistura de 1-(2-bromo-5-metoxibenzil)-
tiossemicarbazida (82) com brometos de acila aromético (83), KSCN em meio acido
e etanol sob refluxo. (Esquema 28). Todos os compostos foram purificados por

recristalizacdo numa mistura de methanol e DMF com bons rendimentos.

KSCN

o o
Hac” e \n/ \n/\ A H3C/ p
Eon

Br
(82) (83) (84)

Rend. 64-90%

Esquema 28 -Obtenc¢é&o de derivados 2-bromo-5’-n_1detoxi-N’-[4-Qali,l3-tiazo|-2-iI]-benzohidrazida em meio
aclao
Uma nova série de derivados 4-[(4-fenil-substituido)-tiazol-2-il]-hidrazina (88) foi
sintetizada com bons rendimentos. Diferentes compostos carbonilicos reagiram
diretamente com tiossemicarbazida (77) e quantidades cataliticas de acido acético
em 2-propanol, obtendo tiossemicarbazona (86) que, posteriormente foram
condensados com  4-bromo-metil-4-metoxi-acetofenona  (87) para 2,4-
dissubstituidos-1,3-tiazol (reacdo de Hantzsch) (Esquema 29). A escolha de 2-
propanol como solvente, deixou o produto final precipitado sem a necessidade de
purificacdo adicional (CHIMENTI et al., 2011).
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R
NH;
(77) (87) /
Het Het H
tiossemicarbazida / @ -bromo-acetofenona-4-substituido / s
o > N Rend. = 86-99%
K acndo acético 2-propanol
2-propanol
(88)
(85) (86)

Het = 2-furil; 2-tiofenil; 2-piridinil; 1-naftalenil; 5-benzodioxolil; 3-indolil; 3-cumarinil
3-piridinil; 2-naftalenil;
4-piridinil; 5-naftalenil;

Esquema 29 Sintese de derivados 2,4-dissubstituidos-1,3{t@mmgpresenca de propanol e acido acético

Outros compostos tiazolicos (93) e (95) também foram sintetizados em duas
etapas: na primeira com a mistura do 3-metil-butanaldeido (89) e bromo em
diclorometano/dioxano (4:1) a 0 °C por 6h, seguido da adicao de tiouréia (9) e etanol
para obter o 2-amino-5-isopropil-1,3-tiazol (91). Na segunda etapa o 2-amino-5-
isopropil-1,3-tiazol (91) foi acilado na presenca de N-etil-N-(diisopropilamino-etil)-
carbodiimida (EDCI) (92) e diclorometano a 0 °C . O 2-amino-5-bromo-1,3-tiazol (94),
obtido comercialmente, também foi acilado na presenca de clorobutano, trietilamina
(TEA) e diclorometano para levar ao N-(5-Bromo-tiazol-2-il)-propanoamida (95)
(Esquema 30) (VULPETTI et al., 2006).

Br
H Br, uourela )\ EDCI
—_— NH
W S EtOH , CHZClZ
dioxano Rend. 61-66%

(89) (90) (93)
Rend. 42%

N N
clorobutano / \ (e}
/ )\ A B N/U\/
—_— r
Br s NH,  CHCl> H

Rend. 48%
(94) (95)

Esquema 30 Rota sintética de derivados 2-amino-1,3-tiazol rimpde 2-amino-5-isopropil-1,3-tiazol e 2-
amino-5-bromo-1,3-tiazol

Vulpetti et al., (2006) também promoveu a reacdo do 2-amino-5-isopropil-1,3-
tiazol (91) com benzaldeido (7) em acido acético glacial, 1,2-dicloroetano (DCE) e
triacetoxiborohidreto de sédio (MesNaBH(OAc);) em temperatura ambiente

(Esquema 31). ApoOs 72 h de agitacdo, o pH da reacao foi ajustado para 7 com
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solugédo aquosa saturada de NaHCOg3. O produto obtido (2-benzilamino-5-bromo-1,3-
tiazol) (96) foi purificado por cristalizacdo em éter etilico.

@)

ArCHO

N N
/ k Me,NaBH(OAC)s / )\
— >

acido acético
(84) (96)
Rend. = 60%

Esquema 31 Rota sintética alternativa de derivados 2-aminetib 8l a partir de 2-amino-5-isopropil-1,3-
tiazol

Bilodeau et al., (2004) obtiveram uma série de N-piridina-2-amina-(1,3-tiazol-2-
i) (102), inibidores da quinase KDR, usando duas altenativas de sintese, visando a
producédo rapida de analogos estruturais de baixo peso molecular, usando o método
proposto Hantzsch, reagindo tiouréias substituidas (97) com haletos de alquila
aromaticos e heteroaromaticos (1-bromo-2,2-dimetoxietil)-benzeno (98) em meio
acido e etanol sob refluxo (A), obtendo 5-fenil-aminotiazol-substituido (99)
(Esquema 32 A) .

Na sequéncia aminotiazéis foram produzidos pela condensacdo de
aminoheterociclos (100) e 2-clorotiazéis (101) por substituicdo nucleofilica usando
hidreto de sédio (NaH) e THF sob refluxo para levar ao produto (102) (B) (Esquema
32 B) (BILODEAU et al., 2004).

s (98) )Br\ § /H N
R (MeO),HC PR \’/
(A S - L /

HCI, EtOH

(97) refluxo (99) Ph
H
R HN cl N R N
~ % NaH, THF N N\’%
l + / refluxo | N X. /
(B) N =
R R
(100) (101) (102)

Esquema 32-Sinteses alternativas de aminotiazois

Uma série de novos tiazol-2-iminas-glicosil foi sintetizada regiosseletivamente a
temperatura ambiente, apresentando bons rendimentos. A sintese foi realizada por
ciclizacdo de 1-benzil-3-tiouréia (2,3,4,6-tetra-O-pivaloil-B-D-glicopiranosil) (103) e

compostos carbonilicos adequados (105) na presenca de [hidroxi-(tosiloxi)-
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iodo]benzeno (HTIB) (104) e trietilamina (106) obtendo assim diferentes glicosil
tiazol-2-iminas (107) (Esquema 33) (ZHAO et.al., 2010).

Posteriormente na busca da otimizacdo para remoc¢éao completa dos grupos O-
pivaloil dos glicoconjugados de tiazol-2-(3H)-glicoconjugados imina (108) alguns
métodos foram testados como a utlizagdo de NaOMe em MeOH. No entanto, esta
condigéo reacional foi inadequada (ZHOU et al., 2008).

Outros meétodos cataliticos também foram investigados para a clivagem
quimiosseletiva das ligacbes éster. Ainda em condicbes acidas, como adicdo de
HCI/MeOH, HBF4Et,O em MeOH e &acido p-toluenosulfénico (p-TsOH-H,O) em
CH,Cl,/MeOH, usando 1-benzoil-4-metil-3-(2,3,4,6-tetra-O-pivaloil-B-D-glicopiranosil)
-tiazol-2-imino  como substrato de ensaio para as diferentes condicbes em
temperatura ambiente. A otimizacdo para depivaloilagdo completa do glicoconjugado
ligado a tiazol-2-(3H)-imina ocorreu em presenca de KOH/MeOH, obtendo assim

derivados 2-imina-tiazol glicosil (108) com bons rendimentos (ZHAO et al., 2010).

(104)
(@]

R
s _ OPIVR 1 3 _pH Rua

PivO oPIV 1) PhI(OH)OTs PivO >§\ )=~
N/U\N/U\Ph R'COCH, (105) N N 6

KOH

) S
PivO d —>2) EN (106) PivO. d ?(/S —>MeOH HO4. EN]/ h
Seiv OPiv Ph H 1 a
(103) (107) \Iol/ (108) \g/
Derivados R Rendimento %

3a Me 81

3b Fenil 79

3c 4-O,NCeH,4 87

3d 4-FCgH4 86

3e 4-CICgH4 82

3f 4-1CgHy 80

39 4-CH30CeH, 80

Esquema 33 Sintese geral de tiazol-2-iminas glicosil

Derivados  arilideno-2-(4-(4-metoxi/bromofenil)-tiazol-2-il)-hidrazinas ~ (111)
foram sintetizados a partir da ciclizacdo de tiosemicarbazona substituido (110) com
brometo de fenacila (41). Os produtos finais foram obtidos em duas etapas: na
primeira a base de Schiff tiosemicarbazona foi obtida por condensacdo de
guantidades equimolares de aldeidos substituidos ou cetona (109) e
tiossemicarbazida (77) em metanol ou etanol e catalisados por acido acético. Na
segunda etapa, quantidades equimolares de tiosemicarbazona, obtida na primeira

etapa, e brometos de fenacila substituidos sob refluxo, neutralizados por
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NaHCO3/K,CO3 obtendo os compostos desejados com bons rendimentos (Esquema
34) (BHARTI et al., 2010).

Aol e BT 71» ~

MeOH/EtOH
refluxo

refluxo
NaHCO4/K,CO.
77) (109) (110) e

(111)
Rend. 58-86%

Esquema 34 Sintese de arilideno-2-(4-(4-metoxi/bromofenillzb&2-il)-hidrazinas

Bharti et al., (2010) ainda afirmaram que as bases de Schiff sGo moléculas
contendo grupo azometina (-C=N-) na estrutura, normalmente sintetizadas pela
condensacdo de aminas primérias e grupos carbonila ativos. Esses compostos tém
se destacado pela sua comprovada acdo antibacteriana, antifingica, anticancer e

antiviral.

2.4.2 Mecanismos de reacao de derivados tiazélicos

A sintese de derivados tiazolideno-2-imina (115) foi realizada por meio da
reacdo do 3-benzoil-feniltiouréia (112) com bromo/EDPBT e grupo cetoendlico (113)
na presenca de trietilamina (Esquema 35) (SINGH et al., 2006), contestando relatos
anteriores de que o produto formado nesta reacdo era derivado imidazol-2-tiona
(ZENG et al., 2003).

(113)
o}

o S i
N/U\N/ i» S/J\
( :I/ N q Br,/EtsN \_=< (114)
R

(112)

Esquema 35 Sintese de tiazolideno-2-imina

Derivados tiazolicos (115a-c) foram complexados com metais como cobre,
zinco, manganés, cobalto e niquel. Esse processo foi iniciado com a reacdo de
acetofenonas substituidos (109) com iodo e tiouréia (9) na proporcao de 1:1:1 ou
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2:2:1. O produto 2-amino-4-feniltiazol-substituido (115a-c) obtido foi filtrado e
recristalizado em etanol (Esquema 36 ) (SADIGOVA et al., 2003).

. N/J\ e
S)\NH

(109) (115a-c)
Derivado R Rendimento %
115a H 70
115b 2,5(CH;0), 65
115c¢ Cl 43

Esquema 36 Sintese de 2-amino-4-feniltiazol a partir de aeatohas substituidos com tiouréia em presenca
de iodo

Numa segunda etapa o 2-amino-4-feniltiazol-substituido (115a-c) reagiu com
aldeidos aromaticos substituidos (7) em meio etandlico obtendo derivados tiazélicos
4-(4-fenil-substituido)-tiazol-2-ill-aminobenzilideno-substituido (116a-g) com rendi-
mento de 68-75%. O produto obtido foi resfriado com gelo, e o precipitado filtrado e

seco, em seguida cristalizado em etanol (Esquema 37 ) (SADIGOVA et al., 2003).

R
)\ " 5)\
/\ "o
2 N=CH—R;

(115a-c) (@) (116a-g)
Derivado R R Rendimento %

116a H Fenil 69

116b 2,5(CH30), Fenil 75

116¢ H 2-HOC¢H, 75

116d 2,5(CH30), 2-HOC¢H, 68

116e H 2-HO-4-BrCgH3 80

116f 2,5(CH30),; 2-HO-4-BrCgH3 71

1169 4-Cl 2-HO-4-BrCe¢H3 68

Esquema 37 -Obtencao do 2-amino-4-feniltiazol-substituido afsda reacdo de 2-amino-4-feniltiazol com
aldeidos aromaticos

Esse mesmo autor reagiu o composto (116a-g) com uma solucéo de cobre (II)
em acetato e adgua a 60-70 °C em etanol sob agitacdo. O volume inicial foi dexado
para evaporar até 2/3 e o residuo foi resfriado a temperatura ambiente e foi deixado

em repouso por dois dias. O precipitado verde de Cu (C16H11N20S), . 2H,0 (117) foi
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filtrado com bons rendimentos. Os outros complexos foram sintetizados de forma

semelhante (SADIGOVA et al., 2003).
R\(i:: )\N— CH
N
/ )\ HO
S N= CH@ + M(CH3COO), W ::§
QCH_MQ

(117)

(116a-g)

M = Cu, Zn, Mn, Co, Ni
Rend. = 69-75%

Esquema 38 -Complexagdo do 2-amino-4-feniltiazol-substituidonometais como cobre, zinco, manganés,
cobalto e niquel

O seguinte mecanismo foi proposto para explicar a formacédo dos derivados
imidazol-2-tiona a partir da trietilamina catalitica. Esta atacou um hidrogénio de 1-
benzoil-3-ariltiouréia (118). A bromocéo da acetona (109) levou ao produto (120) que
foi atacado pelo atomo de hidrogénio do composto (119) conduzindo a (121). Neste
composto o hidrogénio foi atacado pela trietilamina formando uma carga negativa
gue em seguida num ataque interno a carbonila levou ao fechamento do anel de
cinco membros com carga negativa sobre o oxigénio negativo. Este intermediario
ataca a trietilamia protonada e em seguida desidrata formando o composto (124).
Este método € eficaz na preparacdo de 1-aroil-3-aril-4-substituido-imidazol-2-tionas
a partir da ciclizacdo de 1-aroil-3-ariltiouréias com uma variedade de compostos
carbonilicos tais como acetona, acetofenona e acetaldeido na presenca de bromo e
trietilamina (Esquema 38 ) (ZENG et al., 2003).



48

S o
o
R /U\ /”\ Et3N S
~N N N Ph R )J\ - /u\
. ) N N Ph

H H
(118) "(119) > :|_>
(\

Br,
N = "

(109) © (120)

o S H/\ o S
)J\ /U\ |- R EtsN /U\ /U\ R
Ph N N ——>  ph N N

(121) é‘(/ Hs—é CHg

H O-
0 (122)

.
EtsN- H

O S o) S
ph/U\N/U\ o F,h)J\N/U\ -
(123) HH CHs (124) >=<

N
N

Esquema 39 Proposta de mecanismo para sintese de derivaddszohi2-tiona usando trietilamina catalitica

Outro mecanismo dessa reacao foi proposto por Singh et al., (2006) com a
utilizacdo do reagente Bistribrometo de dipiridina-1,1'-(1,2-diil-etano) (EDPBT) (125)
ou bromo na formacdo do bromoacetona (126) (Esquema 39). Na sequéncia o
carbono da bromometila foi atacado pelo enxofre da tiouréia substituida (127), o que
é facilitado devido a uma abstracdo do proton NH por trietilamina formando o
intermediario isotiouréia (128). Para isto, o par de elétrons do nitrogénio ataca a
carbonila intramolecular fechando o anel (128). O oxigénio é protonado levando ao
(129) formando uma hidroxila que ataca o préton do bromo trietilamina levando ao
intermediario (130) que perdendo uma molécula de agua produz o composto 1-
benzoil-3-enil-4-metiltiazolideno-2-imino (131) (Esquema 39) (SINGH et al., 2006).
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Esquema 39 Proposta de mecanismo para sintese do 1-benzeili34-metiltiazolideno-2-imina

A literatura descreve outro mecanismo semelhante, porém, usando o reagente
hidroxi (tosiloxi)-iodobenzeno (HTIB) (132) menos corrosivo e toxico que o bromo. O
HTIB é capaz de converter cetonas em cetonas-tosiloxi correspondentes com
elevado rendimento (Esquema 40) (WANG et al., 2005; ZHAO et al., 2010).
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Esquema 40 Mecanismo de reagdo proposto para sintese do 2Hmairol

Reacdes do 5-metil-tiazol-2-il-amina (141) com metilboromoacetato (142)
resultou na obtencdo de derivados dissubstituidos (2-metoxicarbonilmetilimino-5-
metil-tiazol-3-il)-acetato de metila (143). O aspecto importante desta reacdo é que,
mesmo quando o 5-metil-tiazol-2-il-amina (141) reage com quantidade equimolar de
metilbromoacetato (142), a reacéo induz invariavelmente ao produto dialquilado. O
grupamento metilico dos derivados dissubstituidos (2-metoxicarbonilmetilimino-5-
metil-tiazol-3-il)-acetato de metila (143) em hidrdlise basica origina o sal dissodico (2-
carboximetilimino-5-metil-tiazol-3-il) diacetato de sodio (144). Esse sal dissédico
reage com o cloreto de niquel (ll), cloreto de zinco (Il) ou cloreto cobre (ll),
resultando em complexos mononucleares ou polinucleares (Esquema 41) (SINGH e
BARUAH, 2008).
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O
(144)

NayL = sal dissddico de (2-carboxImetil-imino-5-metil-t  iazol-3-il) &cido acético

Esquema 41 Dialquilagdo do 5-metil-2-aminotiazol com a pregdi@de ligantes e complexos metalicos

Buscando explicar o fato da reacdo de dialquilagdo do 5-metil-tiazol-2-il-amina
(141) com quantidade equimolar de bromoacetato de metila produzir invariavelmente
o produto dialquilado (143) (Esquema 42 ), foi proposto o mecanismo (Esquema 49)
destacando a velocidade da reacdo como fator predominante na formacgéo de
produtos dialquilados (147) em detrimento dos monoalquilados (149). Isso porque o
processo de alquilacdo 5-metil-thiazol-2-ilamina na posi¢do 2 do heterociclo ocorre
mais rapidamente quando a posicao 3 ja esta alquilada por bromoacetato de metila e
a reacdo de alquilacdo na posicdo 2 (145) torna-se mais demorada permitindo

concluir que esta rota sintética é mais lenta (SINGH e BARUAH, 2008).
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Esquema 42 -Possivel mecanismo da diaquilacdo do 5-metil-tizitdmina
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Novos compostos aminotiazoélicos foram sintetizados a partir da condesacao de
1-(4-hidroxifenil)-etanona (150) com &cido 2-cloroacético (151), NaOH e H,O
produzindo o 2-(4-acetil-fenoxi)-acido acético (152) que posteriormente foi cilizado
com tiouréia e iodo em DMF, resultando na formacdo do 2-(4-(2-aminotiazol-4-
ifenoxi)-acido acético (153), que em seguida foi alquilado na posi¢do 2 utilizando
halogeneto substituido em DMF para produzir o 2-(4-(2-aminotiazol-4-il-
substituido)fenoxi)-acido acético (154), (Esquema 43) (MOKALE; SANAP; SHINDE,
2010).

OH o} OH

L U T

OH
Acido
2-cloroacético Tioureia R-X
lod DMF
odo
NaOH, H,0O DMF
CHj CH3 / N / N
./ —(

(150) (152) 5
NH, NHR
(153) (154a-h)
Derivado R Rendimento %
154 - 61,2
154a COCH,CHg3 58,7
154b COCH; 61,6
154c COC¢Hs 56,5
154d COCHCI 59,1
154e CH,CgHs 52,3
154f CH,COCgHs, 4-Cl 55,8
154g CH,COCgHs, 4-NO, 52,0
154h CH,COC¢Hs, 4-NH, 51,7

Esquema 43 Ciclizacdo e alquilacéo de derivados aminotiazélico

2.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE DERIVADOS TIAZOLINICOS

Diferentes compostos derivados do anel tiazolico tém sido descritos como
importantes moléculas pesquisadas, por apresentar diferentes propriedades
bioldgicas e farmacoldgicas. A literatura descreve tiazois apresentando ampla gama
de atividades biologicas, tais como Sulfatiazol (antimicrobianos), ritonavir
(medicamento anti-retroviral), Abafungin (antifangico) e Tiazofurin (antineoplasico). O
potencial bioativo dessas moleculas tém sido ampliado com modificacdes do anel
tiazol, contribuindo também para reduzir a toxicidade (SIDDIQUI et.al., 2009)
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Por apresentar as diferentes atividades bioldgicas descritas, o nucleo tiazol tem
atraido muito interesse no desenvolvimento de compostos farmacologicamente
ativos. O tiazol parece ser um farmacéforo possivel em varios agentes
farmacologicamente ativos. Com base neste potencial, derivados tiazélicos foram
sintetizados combinando esta funcionalidade com a base de Schiff como possiveis
agentes antimicrobianos que possam fornecer melhores resultados terapéuticos
(BHARTI et. al., 2010).

Compostos tiazolicos foram sintetizados e testados quanto a sua atividade
analgésica, antifingica, antibacteriana e antiproliferativa. Dois dos novos compostos
sintetizados exibiram promissora atividade analgésica e um composto exibiu
atividade antiproliferativa (RAJ et al., 2007).

Diferentes tiazois substituidos foram sintetizados e avaliados quanto a sua
atividade anti-inflamatéria aguda e crénica. Este estudo revelou boa atividade anti-
inflamatéria, apontando estes compostos como potenciais moléculas no
desenvolvimento de novos agentes anti-inflamatorios. Estes compostos ainda
revelaram um seguro perfil gastrico para acdo ulcerogénica. Porém o mecanismo de

acao destas moléculas ainda estdo sendo estudados (FRANKLIN et al., 2008).
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Derivados tiazllicos com substituinte altamente eletronegativo no grupo
sulfidrila revelaram potente atividade antimicobacteriana, porém o0s que
apresentaram maior potencial inibitorio das bactérias foram os derivados com base
de Schiff (posicdo 2) ligada a anel aromatico substituido, provavelmente devido a
sua maior lipofilicidade e capacidade de aumentar a penetracdo na célula bacteriana
(SHIRADKAR et al., 2007).

A literatura tem descrito a classe de compostos tiazolicos como um grupo de
grande importancia no tratamento de sistemas bioldgicos. Alguns tiazois sintéticos
tém exibido uma gama de atividades bioldgicas tais como: anti-inflamatéria,
analgésico e antipirético antitumoral, antifilarial, antibiético, antibacteriana e
antifangica (GORCZYNSKI et al., 2004; JUNG et al.,, 2004; AMR et al., 2009).
Estudos recentes tém mostrado a sintese de alguns novos tiazéis com acao
antimicrobiana e anticancer (ZHOU et al., 2007).

Amr et al. (2009) sintetizaram uma série de novos derivados tiazolicos pela
condensacao inicial de metil-2-(tiazol-2-il-carbamoil)acetato com isotiocianato de
fenila e reacbes posteriores utilizando diferentes reagentes organicos. Todos o0s
compostos sintetizados foram testados para atividade antiarritmica e anticoagulante
e apresentaram elevada atividade antiarritmica em comparagdo com os padrdes
amida procaina e lidocaina.

Varios 6-substituido-2-benzotiazois tiossemicarbazonas foram sintetizados e
selecionados para avaliagdo da atividade anticonvulsivante utilizando convulséo
induzida por eletrochoqgue maximo (MES) e pentilenotetrazol subcutanea (scPTZ).
Estas convulsdes foram induzidas em modelos de camundongos. A neurotoxicidade
foi avaliada utilizando o método rotorod (avaliacdo da deficiéncia motora minima em
intervalos de 30 minutos durante 4 horas apdés a administracdo das drogas). O 6-
metil-2-benzotiazol tiossemicarbazona apresentou atividade anticonvulsivante em
ambos os meios induzidos. O derivativo 6-nitro-benzotiazol tiossemicarbazona
apresentou promissora atividade anticonvulsivante em camundongos. Porém todos
0S compostos exibiram menor ou nenhuma neurotoxicidade em comparagdo com o
padrao fenitoina (YOGEESWARI et al., 2005).

Novas 4-[4-(5-metil-3-arilisoxazol-4-il)tiazol-2-il]piperidina carboxamidas e
tiocarboxamidas foram sintetizados com base na boa inibicAo da protease D1
identificada por homologia de modelagem molecular e triagem virtual previsto pelo

programa Autodock. Ao realizar a avaliacdo da atividade bioldgica in vivo o estudo



55

revelou menor atividade que a prevista. Este fenbmeno pode ser atribuido
preliminarmente a baixa biodisponibilidade destes compostos, isto porque eles tém
baixa solubilidade em Tween® e agua, como observado no teste de atividade
biologica, e valores de obstrucdo lipofilicas relativamente elevados. O relativo
elevado peso molecular pode constituir outro problema, talvez por causar a baixa
biodisponibilidade. A moderada ou boa atividades herbicidas destes compostos in
vivo pode ser atribuida a inibicdo da protease D1 (HU et al., 2009).

Dolezal et al., (2006) sintetisaram novos 5-t-butil-6-cloro-N-(4-metil-1,3-tiazol-2-
il)pirazina-2-carboxamida e testaram para atividade antifingica in vitro contra oito
cepas fungicas. Os resultados revelaram que ndo houve atividade interessante
contra a maioria das cepas testadas. Apenas o 5-t-butil-6-cloro-N-(4-metil-1,3-tiazol-
2-il)-pirazina-2-carboxamida mostrou alguns resultados promissores para atividade
antifingica contra Trichophyton mentagrophytes, que foi a cepa mais suscetivel dos
fungos avaliados, (MIC=31,25-62,5 mmol/mL™), embora esta atividade tenha sido
apenas modesta em compara¢do com o padrdo fluconazol (MIC=3,91 mmol/mL™*
apos 120h. Nao foi possivel fazer conclusdes detalhadas sobre o potencial de
relagbes estrutura-atividade, porém ficou evidente, a notavel influéncia da
lipofilicidade crescente no aumento da atividade antifungica in vitro na série de

compostos avaliados.

2.5.1 Derivados tiazélicos como agente antimicrobi  ano

Compostos tiazolicos sintetizados foram avaliados quanto a sua atividade
antibacteriana e antifungica numa concentracdo de 100 mg. Alguns deles
apresentaram excelente atividade antimicrobiana comparado com medicamentos
padrdo. Os resultados revelaram que a maioria dos compostos sintetizados
mostraram diferentes graus de inibicdo contra os micro-organismos testados. Em
geral, a atividade inibitéria contra as bactérias Gram-negativas foi maior do que para
as bactérias Gram-positivas. O 1-(tiazol-2-il)pirazolina apresentou excelente
atividade contra bactérias Gram-negativas (zona inibitéria 25 mm) e boa atividade
contra bactérias Gram-positivas (zona inibitéria 20 mm). Observando a relacéo
estrutura-actividade (SAR), foi possivel concluir que tanto o grupamento quimico
pirazolina quanto o tiazol foram essenciais para a atividade antimicrobiana (ABDEL-
WAHAB, ABDEL-AZIZ e AHMED, 2009).
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Uma série de derivados 2-arilideno-(4-(4-metoxi/bromofenil)tiazol-2-il)hidrazinas
e 1-(4-(4-metoxila/bromofenil)tiazol-2-il)-2-hidrazinas cicloexilideno ou
ciclopentilideno foram sintetizados, caracterizados e avaliados quanto a sua
atividade antimicrobiana. As atividades anti-bacteriana e anti-fUngica com valores
CMI dos compostos foram avaliados. Os resultados mostraram que oito compostos
apresentaram atividade antibacteriana de moderada a boa enquanto dez dos novos
compostos sintetizados exibiram atividade antifUngicas de boa a excelente. Os
compostos com CMI mais eficazes foram na faixa de 6,25-25 mg/mL contra as trés
cepas fangicas, Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Aspergillus flavus
(BHARTI et al., 2010).

Estes autores ainda afirmaram que a introducdo do anel ciclico 2,4-
dissubstituido com bases de Schiff ligadas ao anel tiazol pode contribuir para
potencializar o efeito antifungico dos derivados tiazdlicos. Pois, o composto com o
substituinte imino-1,2-difeniletanol apresentou maior atividade antibacteriana com
halo de inibigdo entre 17-20 mm na concentragdo de 12,5 mg/mL, contra S. aureus e
V. cholerae. Outros compostos contendo um substituinte retirador de elétrons do
anel aromatico (Flour, bromo, nitro) ou grupo doador de elétrons (metoxila) néo

aumentou significativamente a atividade anti-bacteriana.

2.5.2 Atividade antimicrobiana de derivados tiazol icos frente a isolados
clinicos

O surgimento de varios cepas bacterianas resistentes tém evidenciado um
sério problema clinico. Entre estes o Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) é um dos patdogenos mais graves que causam infeccbes hospitalares.
Apenas algumas drogas, como arbecacina, vancomicina (VCM), teicoplanina,
linezolida, daptomicina estdo disponiveis para as infec¢cdes de MRSA. Muitos tipos
de drogas ja foram relatadas contra essas cepas resistentes (MARUYAMA et al.,
2007).

Devido a crescente resisténcia microbiana, as pesquisas tém assumido
importante papel em detectar a resisténcia aos antimicrobianos de uso clinico e na
sintese de novas drogas para serem utilizadas no tratamento de infec¢des causadas
por amostras de S. aureus multirresistentes. Como esta espécie desenvolve
facilmente resisténcia a antimicrobianos, € preciso testar novas moléculas

potencialmente ativas buscando descobrir novas opc¢bes terapéuticas para o
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tratamento de infec¢cdes causadas por S. aureus isolados em hospitais brasileiros
(FARIAS et al., 1997).

Uma série de derivados 2-[5-(piridina-2-il)-1,3,4-tiadiazol-2-il-tio]Jacido acético
(3,4-diaril-3H-tiazol-2-ilideno)-hidrazida foram sintetizados e testados in vitro quanto
a sua atividade antimicobacteriana. Alguns compostos mostraram atividade
importante contra uma cepa do M. tuberculosis e trés isolados clinicos de M.
Tuberculosis (MAMOLO et al., 2003). Este estudo evidenciou que a atividade
antimicrobiana dos derivados frente a cepa de M. Tuberculosis e aos isolados
clinicos desta mesma espécie nao dependeu dos efeitos eletronicos, elétron-doador
e elétron-retirador dos substituintes do anel aromatico ligado ao anel tiazol, mas o
potencial antimicrobiano sofreu variacdo em funcédo da posicdo do anel tiazol que
estava ligado o grupo fenila, para ou meta substituidos, com destague para 0s

derivados substituidos nas posi¢des 3 e 4 simultdneamente (155) (Figura 5).
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Figura 5 - Derivados 3,4-dissubstituido B-tiazol-2-ilideno-hidrazida

Visando pesquisa e desenvolvimento de novos compostos antimicobacterianos
derivados tiazolilidrazonas foram sintetizados e avaliados para a atividade
antituberculose e toxicidade. Alguns dos compostos testados apresentaram inibicao
importantes, que vao de 92% a 96%. O SAR mostrou que uma substituicdo de fenil
na estrutura tiazolilidrazona pode afetar a atividade. Os valores de ICs, obtidos para
0S seis compostos nao apresentaram significativa citotoxicidade nas concentracoes
abaixo de 49 mg/mL apds 24 h de incubacdo. Comparando resultados de toxicidade
e testes de atividade antimicrobiana, vé-se que a atividade antimicrobiana dos
compostos ndo é devido aos seus efeitos tOxicos como ocorre em geral, no entanto,
sua atividade antimicrobiana pode ser, possivelmente, devido ao seu efeito
antimicrobiano seletivo. Os resultados desta pesquisa indicam alguns destes
derivados para o desenvolvimento de novos agentes a partir da sua actividade
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antituberculose e nenhum ou moderado nivel de toxicidade (TURAN-ZITOUNI et al.,
2008).

Uma nova série de derivados [4-(4’-substituido-fenil)tiazol-2-illhidrazina foram
sintetizados com bons rendimentos (86-99%) e testados como antifungico in vitro
contra 20 isolados clinicos de Candida spp patogénicas e comparados com 0s
padrées clotrimazol e fluconazol. Os resultados mostraram que a presenca do
heterociclico biciclico ou anéis na molécula de tiazolhidrazona na posicédo C2 revelou
atividade seletiva inibitéria promissora especialmente contra Candida albicans e
Candida glabrata. Este estudo indica que os derivados de farmacoéforos tiazois séo
bons compostos para pesquisas de moléculas bioativas (CHIMENTI et al., 2011) e
como bioiséstero do anel imidazol, apresenta um modo de acéo diferente, inibindo o
crescimento dos fungos, em relacdo aos azois e anfotericina B, um perfil de baixa

toxicidade, e um amplo espectro fungicida (LOGU et al., 2005).

2.5.3 Derivados tiazdlicos como agentes antiprolif  erativos contra células
neoplasicas

O cancer é caracterizado por um desvio do mecanismo de controle que dirige a
proliferacdo e a diferenciacao celular. Um grande numero de produtos citotoxicos
mais potentes atua em fases especificas do ciclo celular e, consequentemente, s6
exercem acgao contra células que se encontram em processo de divisdo. Portanto as
neoplasias malignas mais susceptiveis ao tratamento quimioterapico sdo as que
possuem um alto percentual de células em divisao (OLIVEIRA e ALVES (2002).

O século XX foi marcado pela reducdo da mortalidade causada por doencgas
infecciosas e pelo aumento no controle de patologias neoplasicas. No entanto,
micro-organismo, virus e os tumores, ainda representam uma grave ameaca para a
saude humana e, portanto, um controle mais eficiente, requer o desenvolvimento
constante de novas e mais potentes drogas.

Foi realizado um ensaio antitumoral preliminar contra NCI-H (pulméo), MCF-7
(mama) e SF-268 (CNS) com trés novos derivados tiazolicos. Neste protocolo, cada
linhagem celular foi inoculada em uma placa de microtitulacdo pré-incubado. Os
compostos testes foram adicionados com uma concentragcdo Unica a cultura que &
incubada por 48h. Em seguida foi identificada a ligacdo as proteinas com corante

Sulfarodamina B. O composto 2-bromo-5-metoxi-N’-[4-(4-hidroxi-3-benzamida)-1,3-
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tiazol-2-illbenzoidrazida foi selecionado para ser avaliado frente a células
cancerosas de pulméo, colon, melanoma, renal, ovario e leucemia. Este composto
apresentou maior atividade antiproliferativa contra a linhagem celular de leucemia,
porém foi inativo para todas outras linhagems testadas. Foi observado que a
presenca do grupamento bioativo salicilamida aumenta a atividade antiproliferativa
(Figura 6) (RAJ et al., 2007).

O
O,

NH S
Hee”™ NH™ \( /
Br
(@]

(156) _<

NH,
OH

Figura 6 - Estrutura do 2-bromo-5-metoxi-N’-[4-(4-hidroxi-3-benzamida)-1,3-tiazol-2-il]-benzohidrazida

Véarios 4-ariloxi e 4-arilsulfanil-fenil-2-aminotiazois  substituidos foram
sintetizados e avaliados para atividade citotoxica contra estrogénio positivo, o
estrogénio negativo e adriamicina resistente a linhagens celulares de cancer. Este
estudo indicou que varias 2-aminotiazois sdo potente e seletivos para a adriamicina
resistente e linhagens celulares de cancer de mama estrogénio-negativas. Em geral,
tiazois com uma ligacdo de oxigénio mostrou seletividade estrogénio positivo e
ligacoes tioéter a seletividade estrogénio negativo (GORCZYNSKI et al., 2004).

Novos tipos de derivados tiazolilbenzimidazéis foram sintetizados e avaliados
quanto a sua atividade antitumoral contra linhagens celulares SMMC-7721 e A549. A
maioria dos compostos 2-(1-metil-1H-benzimidazol-2-il)-tiazol-4-il-éster etilico acético
(157) e 2-(1H-benzimidazol-2-il-1-substituido)-4-metil-tiazol-5-éster etilico acético

(159) revelaram boa atividade antitumoral, e o 2-(1-Bromo-1H-benzimidazol-2-
il)-tiazol-4-substituido-5-carboxico (158) exibiu notavel atividade anticancerigena in
vitro comparado ao padrao taxol. A citotoxicidade de cada composto foi expressa
como a concentracdo do composto necessaria para matar 50% das células tumorais.
A relacdo estrutura atividade (SAR) preliminar destes derivados foi discutido com
base nos dados experimentais obtidos. Estes resultados também indicam que os
compostos tiazolil-benzimidazoéis (Figura 7) sem porgdo quinona poderia também
servir como agentes antitumorais potentes, podendo apresentar menos efeitos

colaterais do que com as partes quinona (LUO et al., 2011).
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Figura 7- Estruturas de derivados 2-tiazoliH-benzimidazol

A maioria destes compostos exibiram de boa a moderada poténcia antitumoral
(ICs0 1,14-33,31) contra a linhagem celular SMMC-7721. Os compostos N-CH3; e N-
C,Hs apresentaram moderada atividade (ICso ¥4 13,88 e 9,85, respectivamente),
enquanto a substituicdo do grupo metila ou etila com o grupo benzila resultou num
aumento da atividade, sugerindo que o carater lipofilico dos substituintes na posicao
N-1 foi um determinante para a citotoxicidade. No entanto, 0 composto com um
grupo isopropila na posicdo N-1 exibiu poténcia antitumoral muito reduzida. O
composto (158) ndo foi somente ativo para células SMMC-7721, mas também exibiu
boa citotoxicidade contra célula A549, reforcando a teoria indica que 0 recurso
hidrofilico do anel tiazol foi determinante para a atividade antitumoral (LUO et al.,
2011).

Derivados glicosil-tiazol-2-iminas foram sintetizados regiosseletivamente a
temperatura ambiente, com a finalidade de descobrir novos compostos com
atividade antitumoral contra células Hela (carcinoma cervical), HCT-8 (carcinoma de
coélon) e Bel-7402 (hepatocarcinoma). Entre os compostos selecionados, o 1-benzoil-
4-(4-nitrofenil)-3-gD-glicopiranosil-tiazol-2-(3H)-imina  foi escolhido por ser o
composto mais ativo contra HCT-8 (carcinoma de célon). Os resultados apontaram
gue alguns derivados possuem fraca atividade antitumoral contra Bel-7402 e Hela,
mas o glicoconjugado 1-benzoil-4-(4-nitrofenil)-3-gD-glicopiranosil-tiazol-2(3H)-imina
foi o mais ativo contra HCT-8 (ZHAO et al., 2010).

Muitos tumores tém sido associados com a inibicdo por apoptose, e as
perturbacdes da funcdo apoptética que contribuem substancialmente para a
transformacdo de uma célula normal em uma célula tumoral (ROHAYEM et al.,
2000). Espécies reativas a oxigénio intracelular (ROS) sédo consideradas um sinal de

morte em apoptose, por induzir a perturbacdo do potencial de membrana
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mitocondrial (MMP) e liberacdo de citocromo C da mitocéndria para o citosol, onde
citocromo C ativa caspase-9 de ativacdo e inicia o efeito cascata-caspases que
termina na apopitose célular (LU et al., 2006; LI et al., 2010).

O derivado sintético benzotiazol 3-(4-(benzo[d]tiazol-2-il)-1-fenil-1H-pirazol-3-il)
fenil acetato - DPB-5 (160) (Figura 8) revelou atividade citotoxica, por induzir a
apoptose de células, mediadas por ROS (Espécies Reativas a Oxigénio Intracelular).
Sendo o composto DPB-5 (160) com efeito mais citotoxico para células hepatoma
que células hepaticas normais. Isso ocorreu por causa da maior suscetibilidade das
células malignas ao ROS. Isto porque DPB-5 causou acumulo de ROS e diminuicédo
de GSH (niveis de glutationa intracelular), que levam a interrup¢cdo do MMP brometo
de (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio), a ativacdo da caspase e finalmente

a apoptose celular induzida (LI et al., 2010).
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Figura 8 - Estrutura quimica do DPB-5
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar novos derivados tiazolidinicos e tiazélicos potencialmente ativos, bem
como elucidar a estrutura destes derivados e avaliar in vitro suas atividades

antimicrobiana e citotéxica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Sintetizar novos derivados tiazolidinicos com substituintes nas posicbes 3,4 e 5
do nucleo tiazolidinico a partir de aldeidos, reativo de Lawesson e cloretos ou
brometos de fenacila e benzila.

. Sintetizar novos derivados tiazolicos com substituintes nas posicdes 2 e 4 do
nacleo tiazélico a partir de tiuréia e acetofenona 4 substituido e posteriormente
condensar o nucleo 4-tiazolsubststituido com benzaldeidos-4-substituidos na
posicdo 2 para formar bases de Schiff.

. Caracterizar a estrutura quimica dos derivados obtidos, através de métodos
espectroscopicos necessarios a elucidacdo estrutural, usando as técnicas de
IV, RMN*H, RMN*3C e Andlise elementar.

. Avaliar a atividade antimicrobiana frente a diferentes cepas de Staphylococcus
aureus, isolados clinicos, obtidos de diferentes sitios de infeccdo, em ambiente
hospitalar e frente a representantes do grupo dos micro-organismos Gram-
positivos, Gram-negativos, acido alcool resistentes, leveduras e fungos
filamentosos dos derivados tiazolidinicos e tiazolicos sintetizados.

. Verificar a agao antiproliferativa “in vitro” destes compostos frente a diferentes

tipos de células neoplasicas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 PARTE EXPERIMENTAL
4.1.1 Cromatografia

As cromatografias analiticas em camada delgada foram efetuadas em placas
Merck Kieselgel 60 F254 de 0,25mm de espessura. As revelacdes foram realizadas

sob luz ultravioleta (254nm).

4.1.2 Pontos de fusdo

Os pontos de fusédo foram medidos em tubos capilares imersos em banhos de
silicone, no aparelho para ponto de fusdo modelo 340.27 marca QUIMIS.

4.1.3 Espetroscopias de IV, RMN *H, RMN'C e Anélise Imediata

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrofotdmetro de
infravermelho — Perkin-Elmer 1310.

Os espectros de RMN'H e RMN®C foram obtidos em equipamento Varian
Modelo Unity Plus 300 MHz, utilizando CDCIl; e DMSO-ds como solventes. Os
deslocamentos quimicos (6) foram descritos em ppm, utlizando o solvente
tetrametilsilano como referéncia interna. As constantes de acoplamento foram
indicadas em Hz e as multiplicidades dos sinais foram designadas da seguinte

forma: s — singleto, d — dubleto, dd — duplo dubleto, t — tripleto e m — multipleto.

4.1.4 Reagentes e solventes

Todos os reagentes (Merck ou Aldrich) e solventes (Vetec ou Quimis) utilizados

apresentaram a especificacédo PA.

4.2 ESTUDO QUIMICO DOS DERIVADOS DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA

A sintese dos derivados tiazolidinénicos descritos neste trabalho ocorreu pela

substituicdo de hidrogénios do anel heterociclico por reacdes de alquilagdo com
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cloretos de benzila, tionagdo com P,Ss ou reativo de Lawesson condensagdo com
aldeidos aromaticos nas posicdes 3, 4 e 5 respectivamente (Figura 1).

As reacOes foram iniciadas com a condensacdo da tiouréia e o acido
monocloroacético, em meio aquoso, originando a tiazolidina-2,4-diona (I). Em
seguida, ocorreu a reacéo de tionacdo da tiazolidina-2,4-diona (l) na posicao 4, na
presenca de dioxano seco (com sodio) e pentassulfeto de fésforo ou Reativo de
Lawesson formando a 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (11).

Na etapa seguinte, houve a condensacédo da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (Il) com
benzaldeidos substituidos, na posicdo 5 do anel heterociclico em meio acido e
acetato de sodio.

A partir da condensacdo com benzaldeidos foram obtidos onze compostos
(Illa-f) e (IVa-e) substituidos na posicao 5, dois compostos por alquilagdo na posicao

3 (Va-b) e sete compostos nas posicdes 3 e 5 do anel, respectivamente.

|| Y
? /¥ \S/-O oo n 7 s/k
dioxano seco IS acetato de sédio

ac. aceuco
(1) (IVarf)
4-tioxo-tiazolidina-2-ona tiazohdlna 2 4-diona plpendlna

etanol

5-arilideno- tlazolldlna 2,4-diona
R1

R acetato de sédio /_@ KtOH |
ac. acético metano
piperidina
etanol @
S ’\/
R acetato de sodio @
Va-b) 4c. acético
@ " ’ ( ( Ve g

3-benzil-tiazolidina-2,4-diona plpendlna
(Ma-f) etanol

5-arilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-ona

@

5-arilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona

Illa R =3-OH; 4-OCHj, IVa R =4-OCH3 Va R,;.3-Cl Vla R=24-(OCHg);; R;=3-Cl
Illb R = 3-OCHg, 4-OH IVb R=4-OH Vb R;_4-NO, VIb R =345-(0CHg);; Ry=3-Cl
lllc R=2-OH IVc R=3-CHg Vic R=2-NOy; Ry =3-Cl
llld R=4-0OH IVd R =4-NO, Vid R=3-Cl; R; =3-Cl
llle R =2-OH;5-Cl IVe R =3-NO, Vle R=3-OCHg; R = 4-NO,
f R=4-Br IVf R =3-CH30, 4-OH VIf R=345-(CHz)s R;1=4-NO,
Vig R =3-Cl Ry =4-NO,
Esquema 44 Rota de sintese empregada na preparacao doadtesitiazolidinico§l; II; llla-f; IVa-f; Va-b e

Via-g)
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4.3 METODOLOGIA DE SINTESE DOS DERIVADOS TIAZOLIDINICOS

A sintese dos derivados tiazolidinénicos descritos neste trabalho ocorreu pela
substituicdo de hidrogénios do anel heterociclico por reacbes de alquilacdo com
cloretos de benzila, tionagdo com reativo de Lawesson e condensagcdao de
Knovenagel com aldeidos aromaticos nas posi¢cdes 3, 4 e 5 respectivamente
(Esquema 44 ).

As reacOes foram iniciadas com a condensacdo da tiouréia e &acido
monocloroacético com posterior ciclizagdo por aquecimento, em meio aquoso
originando a tiazolidina-2,4-diona (I). Em seguida ocorreu a reagao de tionacao da
tiazolidina-2,4-diona (I) na posicéo 4, por aquecimento em presenca de dioxano seco
e reativo de Lawesson formando a 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (l1).

Na etapa seguinte houve a condensacéo da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (lI) com
benzaldeidos substituidos, na posicdo 5 do anel heterociclico em meio acido e
acetato de sodio produzindo os compostos (llla-f). Esse mesmo tipo de reacéo foi
seguido com a tiazolidina-2,4-diona e bezaldeidos substituidos, obtendo os
compostos (IVa-f).

Outra rota seguida foi a partir da alquilacdo na posicdo 3 do nucleo tiazolidina-
2,4-diona na presenca de KOH em metanol (0,165 mol/L), utilizando haletos de
benzila para sintese dos intermediarios (Va-b), que em seguida também foram
condensados com benzaldeidos substituidos na posicédo 5 catalizados por acetato
de sédio fundido na presenca de &cido acético ou catalizados por piperidina em
etanol sob refluxo para formar os compostos (Vla-g).

4.3.1 Sintese da tiazolidina-2,4-diona (1)

A tiazolidina-2,4-diona (I) é o composto de partida, foi obtida por condensacao

do &cido monocloroacético e tiouréia em agua sob-refluxo.

-

("
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A sintese da tiazolidina-2,4-diona (1), foi produzida pela mistura de quantidades
equimolares de acido monocloroacético 17 g (6.57 x 10 mol) e tiouréia 5.0 g (6.57

x 102 mol) em &gua sob refluxo, promovendo a ciclizacdo da molécula
(CsH302NS). A reacdo apresentou rendimento de (5,99 g), 78%; ponto de fuséo
118-120 °C e R; 0,48 (0,9:0,1 CHCI3/MeOH) e foi recristalizado em agua.

4.3.2 Sintese da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (1)

S N/H
LA
(1)

A 4-tioxo-tiazolidina-2-ona foi sintetizada a partir de quantidades equimolares
de tiazolidina-2,4-diona (I) 5 g (4,27x102 mol) e reagente de Lawesson 17,25 g
(4,27x102 mol) em 35 mL de dioxano seco (com sddio) sob refluxo e agitacdo
magnética durante 7 horas. Apos resfriamento, o composto foi evaporado até
metade do volume original. O produto sélido de cor creme foi filtrado, lavado com n-
hexano e recristalizado em etanol. Foram obtidos (4,82 g) 85% do produto

desejado;. ponto de fusdo 140-141 °C; R; 0,46 (0,95:0,05 CHCIz/MeOH), Formula
molecular C3H3;ONS,.

4.3.3 Sintese do 5-arilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-  ona (llla-f)

Os compostos llla-f foram sintetizados a partir de quantidades equimolares de
A-tioxo-tiazolidina-2-ona (11) 0,299 g (2,25%10° mol) com acetato de sodio e aldeido
aromatico 0,342 g (2,25x10° mol) em &cido acético glacial (7,0 mL). A mistura foi
aguecida sob refluxo e agitacdo magnética durante 2-6 horas. Apds o término o
conteudo do baldo foi resfriado, o composto evaporado até metade do volume,
resfriado e recristalizado em solvente apropiado.

llla R =3-0OH,; 4-OCH3
Illb R =3-OCHjs, 4-OH
lllc R=2-OH

Ild R=4-OH

Ille R =2-OH; 5-Cl

if R =4-Br (asd)
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4.3.4 Sintese do 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona  (IVa-f)

Os compostos |Va-f foram sintetizados a partir de quantidades equimolares
de uma solucdo de tiazolidina-2,4-diona () 0,263 g (2,25x10° mol) em 7 mL de
etanol e duas gotas de piperidina com aldeidos aromatico 0,342 g (2,25x107 mol). A
mistura foi aquecida a 70 °C e continuamente agitada pelo periodo de 10 horas.
Apos o término da reacdo que foi acompanhada por cromatografia em camada
delgada, o produto foi resfriado em banho de gelo, o volume reduzido a metade, e 0
produto filtrado e recristalizado no solvente apropriado.

IVa R =4-OCH3
IVb R =4-OH
IVc R =3-CH3
IVd R =4-NO,
IVe R =3-NO2

IVf R =3-CH30, 4-OH (IVa-f)

4.3.5 Sintese do 3-benzil-substituido-tiazolidina-2  ,4-diona (Va-b)

Os compostos Va-b foram sintetizados a partir de quantidades equimolares
de uma solucéo de tiazolidina-2,4-diona (1) 0,386 g (3,3x10° mol) dissolvida em em
15 mL de etanol e adicionado uma solucdo de KOH dissolvido em metanol 0,0585
g/mL (0,165 mol/L), gota a gota em temperatura ambiente sob agitacdo magnética
durante 30 minutos. Em seguida foi adicionado 0,706 g (3,3x10" mol) de brometo ou
cloreto de 3-clorobenzila ou 4-nitrobenzila. A mistura foi aquecida em banho de 6leo
a 75 °C sob refluxo e agitacdo por 2 horas. Apds o resfriamento, o volume foi
evaporado a metade e submetido a banho de gelo. Os compostos foram filtrados e

o CH,
VA
Va R;-3-Cl 7; /K S

S
Vb R;-4-NO;

recristalizados em etanol.

Ry

(Va-b)
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4.3.6 Sintese do 5-arilideno-3-benzil-tiazolidina-2  ,4-diona (Vla-g)

Os derivados 5-arilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona foram sintetizados
usando quantidades equimolares 0,844 g (3,3x10° mol) de 3-(3-clorobenzil)-
tiazolidina-2,4-diona ou 0,881 g 3-(3-nitrobenzil)-tiazolidina-2,4-diona os quais foram
dissolvidos em 15 mL de metanol e duas gotas de piperidina juntamente com
aldeidos aromaticos substiduidos 0,501 g (3,3x10™ mol). A mistura foi aquecida a 55
°C por 2 horas. As reagOes foram acompanhadas por cromatografia em camada
delgada e recristalizados no solvente apropriado.

Vla R=24-(OCHg);; R1=3-Cl
Vib R =34,5-(0CHg)3;; R;=3-Cl

Vlc R=2-NOy; Ry =3-Cl

Vid R=3<Cl R1=3-Cl

Vle R =3-OCHjs; R1=4-NO;

VIf  R=345(CH3)s R1=4-NO;

Vlg R=3-Cl R1=4-NO; R

(Via-g)

4.4 MECANISMOS DE REACAO DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA (1)

A sintese dos derivados tiazolidinicos € explicada pelo seguinte mecanismo: a
tiuréia (a) entra em ressonancia e ocorre o ataque nucleofilo do enxofre de seu
hibrido (b) ao 4tomo de carbono a do acido monocloroacético, liberando o &nion
cloreto, pelo mecanismo Sy2. Na etapa seguinte, ocorreu perda de um préton do
intermediario formado, levando a estrutura (c), que sofreu ataque intramolecular
pelos pares de elétrons livres do nitrogénio a carboxila, formando a ciclizacdo do
anel (d), que entrou em equilibrio, transferindo o préton do nitrogénio positivo, para o
oxigénio negativo, favorecendo a estrutura (e). Esta foi protonada e perde agua,
levando a estrutura (f) que também perdeu um préton deixando a carbonila livre,
estrutura (g) que foi atacada por uma molécula de agua formando (h), esta entrou
em equilibrio e sendo protonada perde uma molécula de amobnia, produzindo o
intermediario (i) que foi atacado pela base para formar a tiazolidina-2,4-diona
(ALBUQUERQUE, 1996) (Figura 10).
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Figura 9 - mecanismo de sintese da tiazolidina-2dlena (I)

4.4.1 Mecanismo de reacao do 5-arilideno-4-tioxo-ti  azolidina-2-ona (llla-f)

O atomo de hidrogénio do carbono da posi¢do 5 da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (ll)
€ abstraido pela base (ion acetato) para formacdo do carbanio. Este carbanio
originado atacou a carbonila do benzaldeido, formando o intermediario (a’) que
captura um préton do meio reacional formando a hidroxila em (b’) que em seguida
foi protonada levando a (c¢’). O ion CH3COO™ atacou o hidrogénio Cs formando a
dupla ligagdo e expulsando a molécula de H,O, formando a estrutura (Il
(ALBUQUERQUE, 1996) (Figura 11) .
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Figura 10 - mecanismo de sintese do 5-arilideno-#xo-tiazolidina-2-ona (llla-f)

4.4.2 Mecanismo de reacao do 5-arilideno-3-benzil-t iazolidina-2,4-diona (Vla-g)

O préton ligado ao nitrogénio da posicdo 3, do composto 5-(benzilideno-
substituido)-tiazolidina-2,4-diona (IV) tem carater levemente acido, uma vez que o
nitrogénio esta hibridizado em sp® e atribui ao hidrogénio o carater parcialmente
positivo. Dessa maneira, a remocdo do hidrogénio pela base é facilitada. O
intermediario formado (a”) atacou o carbono do grupo benzila, pelo mecanismo Sy2,
formando o produto final (VI) (Figura 12) .

e s 354 o

(V1)
V) @)

Figura 11 - mecanismo de sintese do 5-arilideno-2hzil-tiazolidina-2,4-diona (Vla-g)



71

45 METODOLOGIA DE SINTESE DOS DERIVADOS TIAZOLICOS (Vlla-e) e
(Villa-f)

Os derivados tiazolicos (Vlla-e) foram obtidos a partir da reacdo de
condensacao da tiouréia com haleto de fenacila substituido na presenca de acido
cloridrico e metanol sob refluxo e agitacdo magnética. O processo de otimizacéo
desta reacao conduziu ao tempo reacional de 2 horas.

Os compostos (Vlla-e) obtidos nestas reagdes foram usados como compostos
de partida na obtencdo dos derivados [4-(4-fenil-substituido)-tiazol-2-il]-
aminobenzilideno-substituidos  (Vllla-f) usando quantidades equimolares (2,3x107
mol) de 4-(fenil-substituido)-2-aminotiazol e bezaldeidos substituidos em meio
levemente acido, com pH do meio reacional controlado entre 4 e 5. A rea¢&o ocorreu
sob agitacdo em banho de 6leo a 90 °C com tempo reacional variado entre 2-50
horas.

A sintese de amino-tiazdis deste trabalho foi realizada utilizando um método
simples e eficiente que teve como base a metodologia desenvolvida por Hantzsch
em 1887, descrita por Souza et al. (2005), baseada na condensacao de compostos
a-halocarbonilicos com tiouréia, sendo um dos primeiros e mais amplos métodos

sintéticos empregados para obtencao de tiazois substituidos (Esquema 45 ).

R
(0]
s X N
PY HCl / )\
—_— >
H,oN NH, + MeOH S NH»

Tiouréia Haleto de fenacila substituido (Vila-e )
4-fenil-substituido-2-aminotiazol

cro HCl

Ry MeOH

benzaldeido substituido

\J

R
Vila R =4l Villa R = 4-Cl; Ry = 2,4-Cly . H
VIIb R =4-Fenil Villb R=4-Cl; R 1 =3-CH30; 4-OH Ry
Vilc R =4-NO, Vilic R =4-Cl; R, = 4-OH / )\ Y/
Vild R=4-Br VIld R =4-Cl; Ry =3-OH s N
(Vllla-f)

Vile R=4-F Vllle R=4-Cl;R;=4-NO,
VIlIif R =4-Cl;Ry=2-NO,
[4-(4-fenil-substituido)-tiazol-2-il]-aminobenzilid eno-substituido

Esquema 45 Rota de sintese empregada na preparacao dosdievivazolicogVlla-e) e (Vllla-f)
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4.5.1 Derivados do 4-fenil-substituido-2-aminotiazo | (Vlla-e)

A sintese dos derivados tiazolicos ocorreu por reacao de ciclizacéo da tiouréia
com haletos de acetofenonas substituidas, em meio acido com pH ajustado. As
reacfes subsequentes ocorreram por condensacdo de benzaldeidos substituidos

com o grupo amina da posic¢ao 2 do anel tiazdlico.

4.5.2 Sintese dos 4-(4-fenil-substituido)-2-aminoti  azol (Vlla-e)

Os compostos 4-(fenil-substituido)-2-aminotiazol foram obtidos a partir da
mistura de quantidades equimolares 0,175 g (2,3x10 mol) de tiouréia dissolvida em
15 mL de metanol seguido de adicdo lenta de 0,513 g (2,3%x10° mol) do haleto de
acetofenona substituido dissolvido em 20 mL de MeOH, formando uma suspenséao
de aspecto leitoso. A reacgdo foi deixada por 15 minutos a temperatura ambiente sob
agitacdo, apos a mistura estar totalmente dissolvida foi adicionado 0,6 mL de HCI
(gota a gota), a reacao foi aquecida a 90 °C em banho de dleo, tendo o pH ajustado
entre 4-5. O tempo reacional variou entre 2-50 horas. As reacdes foram
acompanhadas por cromatografia em camada delgada. Ao término das reacdes o
material foi submetido a banho de gelo e filtrado. Os compostos foram purificados

por cristalizacdo em metanol.

Vlla R=4<Cl N

VIb R = 4-Fenil / \

Vilc R=4-NO; NH,
Vild R=4-Br

Vile R=4F (Viia-e)

4.5.3 Sintese dos 4-(4-fenil-substituido)-2-aminoti  azol (Vllla-f)

A condensacéo de benzaldeidos na posicdo 2, foi outra rota sintética usada
para a obtencédo de derivados tiazodlicos neste trabalho. Este método de sintese foi
baseado na obtencdo da base de Schiff, descrita com muita propriedade pela
literatura (Esquema 37 ) (SANGOVA et al., 2003).
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4.5.3.1 Procedimento geral para a sintese das imina s (Vllla-f)

Os derivados 4-(4-cloro-fenil)-tiazol-2-il-amina-arilideno-substituido  (Vllla-f)
foram sintetizados a partir da mistura de quantidades equimolares 0,483 g (2,3x107
mol) de 4-(4-clorofenil)-2-aminotiazol (Vlla) e 0,350 g (2,3x10° mol) de benzaldeidos
substituidos. Nestas reacdes, os benzaldeidos substituidos foram dissolvidos em 15
mL de MeOH sob agitacdo a temperatura ambiente e adicionado 0,08 mL de
HClconc) gota a gota dissolvido em MeOH. Apos 5 min. sob agitacdo a frio, foi
adicionado também gota a gota o 4-(4-clorofenil)-2-aminotiazol (Vlla) previamente
dissolvido em 15 mL de MeOH, o pH foi entdo ajustado entre 4-5 e a reacao foi
aguecida a 75 °C e mantida sob agitacdo e refluxo em banho de 6leo durante 2-24
horas. O progresso da reacéo foi acompanhado por cromatografia em camada
delgada. Ao término, o solvente foi reduzido a metade do volume e adicionado gelo.

O precipitado foi separado por filtracéo e recristalizado em solvente apropiado.

R
Villa R=4-Cl; Ry = 2,4-Cl / N\ Y, !
VIl R = 4-Cl; Ry = 3-CH30; 4-OH N

Vlllc R=4-Cl;R;=4-OH IS
VIlld R=4-Cl;R; =3-OH
Ville R=4-Cl;R;=4-NO,

VIIIf R =4-Cl; Ry = 2-NO, (Vila-f)

4.5.4 Mecanismos de reacao dos 4-(4-fenil-substitui  do)-2-aminotiazol (Vlla-e)

O mecanismo desta reacdo pode ser explicado pelo ataque nucleofilico da
tiouréia (a") sobre o carbono a-carbonilico do halo-cetona (b”"), fornecendo assim,
o intermediario (c”). ApOs esta etapa, ocorre a ciclizacdo pelo atague nucleofilico
intramolecular do par de eletrons do nitrogénio a carbonila, originando o
intermediario (d”’), que protonado pelo meio reacional e substituicdo nucleofilica

intramolecular seguido de eliminacdo de dgua formou o produto (VII) (Figura 13).
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(Vi)

Figura 12 - Mecanismo proposto para sintese de dedados tiazélicos 4-(4-fenil-substituido)-2-aminotizol
(Vlla-e)

4.5.4.1 Mecanismo de reacdo dos  4-(4-fenil-substitu  ido)-tiazol-2-il]-
aminobenzilideno-substituido (Vllla-f)

O mecanismo proposto para esta série de derivados tiazolicos partiu do ataque
nucledfilo do grupo 2-amina do tiazol-4-substituido (VII) & carbonila do benzaldeido
substituido, que foi protonado pela acao catalitica do acido, originando o equilibrio
acidoo-base que ao eliminar uma molécula de agua formou a base de Schiff ou

grupo imina resultando no produto final (V1) (Figura 14) .
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Figura 13 - Mecanismo proposto para sintese de deddos tiazélicos 4-(4-fenil-substituido)-tiazol-2H-
aminobenzilideno-substituido (Vllla-f)

4.6 ATIVIDADE BIOLOGICA

A atividade biolégica dos compostos sintetizados foi avaliada pelo teste de
difusdo em disco e posterior determinagdo da CMI (concentracdo minima inibitéria) e
CMB (concentragdo minima bactericida) para determinacdo da atividade
antimicrobiana. A atividade citotoxica foi verificada com quatro linhagens celulares
de tumores, HT29 (carcinoma de colon-humano), MCF-7 (carcinoma de mama-

humano) e NCI H-292 (cancer de pulmao-humano) e Hep-2 (carcinoma de laringe)

4.6.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos der  ivados tiazolidinénicos

A atividade antimicrobiana foi avaliada in vitro, pelo método convencional de
difusdo em disco de papel preconizado por Bauer et al., (1966). Os testes foram
realizados em triplicata e a andlise qualitativa dos derivados tiazolidindnicos e
tiazolicos foi realizada pela medicdo do halo de inibicdo do crescimento dos micro-

organismos ao redor dos discos.

4.6.2 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados na avaliagdo antimicrobiana dos compostos
sintetizados foram: Sabouraud-agar, Mdueller-Hinton agar, Glicose-extrato de

levedura-agar (Tabela 1). Para preparacdo dos inoculos, manutencdo dos micro-
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organismos, teste bacteriostatico (CMI) e teste Bactericida (CMB), foram utilizados
meios sélidos e liquidos.

Tabela 1— Meios de cultura utilizados no experimento

Meio de cultura Utilizacao no experimento

Mueller-Hinton agar (MH) Realizagcdo de experimentos com bactérias
Gram-positivas Enterococcus faecalis e Gram-
negativas Mycobacterium smegmatis.

Glicose extrato de levedura agar (GL) Manutencéo e realizacdo de experimentos com
Mycobacterium smegmatis e Enterococcus
faecalis.

Sabouraud agar Manutencdo e realizacdo de experimentos com

Candida albicans e Monilia sitophila.

Os meios de cultura foram solubilizados em agua destilada estéril, e tiveram o
pH ajustado, de acordo com as normas preconizadas pelos fabricantes. Em seguida
foram distribuidos em Erlenmayer e esterilizados em autoclave por 15 minutos a

temperatura de 121 °C.

4.6.2.1 Micro-organismos-teste e padronizacdo dosi  néculos

Os testes foram realizados frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas,
alcool-acido resistentes, uma levedura e um fungo filamentoso, pertencentes a

Colecao de Micro-organismos do Departamento de Antibioticos da UFPE (Tabela 2).

Tabela 2: Cepas de bactérias e fungos utilizadas na avaliag@imicrobiana dos compostos
sintetizados

Bactérias Gram -positivas Staphylococcus aureus DAUFPE 01
Bacillus subtilis DAUFPE 16
Micrococcus luteus DAUFPE 06
Enterococcus faecalis DAUFPE 138
Bactérias Gram -negativas Pseudomonas aeruginosa DAUFPE 39
Escherichia coli DAUFPE 224
Serratia marcescens DAUFPE 398
Bactérias alcool -acido resistentes Mycobacterium smegmatis DAUFPE 71
Levedura Candida albicans DAUFPE 1007
Fungo filamentoso Monilia sitophila DAUFPE 2083
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4.6.3 Testes de atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi verificada pelo método de difusdo em disco de papel
no meio gelosado Miueller-Hinton, Glicose extrato de levedura e Sabouraud Agar
(Oxoid). As suspensodes padronizadas dos micro-organismos-teste foram semeadas
em placas de Petri contendo 10 mL do meio, com auxilio de al¢ca de Drigalsky (100
uL/placa). Foram utilizados discos de papel (Whatman n° 2) com 6 mm de diametro,
embebidos em solugdo a 15000 pg/mL das substancias em estudo dissolvidas em
dimetilsulféxido (DMSO), adicionada em cada disco e colocados sobre a superficie
do meio semeado com 0s micro-organismos-teste. Apos a colocacéo dos discos, as
placas foram deixadas na geladeira a 10 °C, durante 20 minutos, para difusdo da
substancia no meio, antes de serem incubados a temperatura adequada ao

crescimento do micro-organismo teste (Tabela 3).

Tabela 3: Condicdes de crescimento dos micro-organismozaditis nos testes de antagonismo
diferentes compostos.

para

Micro -organismo Meio de cultura Temp.(°C) Tempo(h)

Staphylococcus aureus Muller-Hinton agar 35 24
Micrococcus luteus
Bacillus subitilis

Pseudomonas aeruginosa

Mycobacterium smegmatis Glicose-extrato de levedura agar 35 48
Enterococcus faecalis 35 24
Escherichia coli Muller-Hinton agar 35 24
Serratia marcescens 27 24
Candida albicans Sabouraud agar 30 48
Manilia sitophila 30 48

As placas Serratia marcecens, cuja temperatura 6tima € em torno de 27 °C
foram deixadas a temperatura ambiente, durante 24 horas. Os testes foram
realizados em triplicata e os resultados expressos em mm, pela média aritmética do
diametro do halo de inibicdo formado ao redor dos discos nas trés repeticbes. O
teste controle foi realizado com discos embebidos em DMSO. Como padrao foram
utilizados cetoconazol (Neoquimica), para fungos e leveduras e cefalexina

(Eurofarma), para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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4.6.4 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéri a (CMI) e da
Concentragao Minima Bactericida (CMB)

A Determinagdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e da Concentracéo
Minima Bactericida (CMB), foi realizada de acordo com o método adotado pelo

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2010) utilizando placa multipocos.

4.6.4.1 Determinacao da concentracdo minima inibitd  ria (CMI)

A concentragcdo minima inibitéria (CMI) corresponde a menor concentracdo do
produto expressa em pg/mL, em presenca da qual ndo ocorre crescimento
microbiano visivel a olho nu.

A determinacdo da CMI foi avaliada segundo os critérios adotados pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2010). Foi utilizada uma placa multipogos
(96 pocos), enumeradas de 1 a 12 na horizontal e em ordem alfabética, de A a H, na
vertical. As substancias foram totalmente dissolvidas em DMSO até formar uma
mistura homogénea a 1280 pg/mL intitulada solucdo mae. Foi feito uma suspensao
padronizada dos micro-organismos teste de acordo com o tubo 0,5 da escala de
MacFarland.

O método para determinar a CMI dos compostos testados consiste em colocar
100 pL do meio caldo Mueller-Hinton, nos pocos de todas as colunas da placa, com
excecdo da terceira. A primeira coluna contém apenas o caldo Mueller-Hinton, sendo
considerado “controle negativo”, na segunda, foram adicionados 10 pL da
suspensao microbiana padronizada aos 100 pL do meio caldo Mdueller-Hinton,
formando o “controle positivo” e na terceira coluna, foram colocados 180 pL do caldo
Mueller-Hinton e adicionado 20 pL da solu¢cdo mée (dos compostos testados).

A partir dessa ultima coluna foram feitas diluicbes seriadas de 1:2, ou seja,
foram retirados 100 pL da coluna atual e adicionados na coluna seguinte, até a
décima segunda coluna. Aos pocos das diluicbes foram colocados 10 pL da
suspensao dos micro-organismos-teste. A placa foi incubada durante 18 horas e
apos o periodo de incubacéo foi aplicado um corante revelador (resazurina sédica),
capaz de exibir de forma mais precisa se houve ou néo turbidez no poco.

O valor da CMI foi determinado na concentracdo do ultimo poco que ndo houve

turbidez visivel.
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A partir deste poco foram feitos semeios por esgotamento em placas com meio
Agar Mueller-Hinton, para estabelecer a CMB, que serd a concentracdo onde nao
houve crescimento de colbnias. Toda a analise foi feita em triplicata (Figura 9)
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2010).
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(controle negativo)

!

7

+

100 pL do caldo
10 pL da suspenséao microbiana (controle positivo)

100 pL do caldo Mueller-Hilton |

180 pL do caldo Miieller-Hilton
+

| 20 pL da solugédo mée a 1280 pg/mL |

100 pL I 10 pL de suspenséo microbiana I

o o
B, p) /
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00000000 _
00000000
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Revelador: Resazurina Sodica (20ul)

Resultados: . Positivo . MNegativo

Figura 14 - Esquema metodoldgico para determinacada CMI do composto-teste contendo diferentes
concentracfes do composto em caldo Mieller-Hintomaculados com o micro-organismo-teste.

4.7 ATIVIDADE CITOTOXICA in vitro

Verificar a citoxicidade in vitro de substancias puras em 4 linhagens de células
tumorais. Essa analise faz parte de um screening inicial para determinacdo do

potencial antitumoral destas amostras.
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4.7.1 Linhagens celulares

As linhagens celulares tumorais utilizadas foram, HT29 (carcinoma de colon -
humano), MCF-7 (carcinoma de mama-humano) e NCI H-292 (cancer de pulmé&o—
humano), HL60 (leucemia promielocitica). Estas linhagens foram obtidas do Banco
de células do Rio de Janeiro, BCRJ/UFRJ, tendo sido cultivadas em meio RPMI
1640 ou DMEN, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibiéticos
e mantidas em estufa a 37 °C sob atmosfera contendo 5% de CO,. As amostras

foram diluidas em DMSO puro estéril e testadas na concentracdo de 25 pg/mL.
4.7.2 Viabilidade celular

Andlise da citotoxicidade pelo método do MTT - brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium, vem sendo utilizada no programa de
screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de
10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método rapido, sensivel e
barato. Foi descrita primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de
analisar a viabilidade e o estado metabolico da célula. E uma analise colorimétrica
baseada na conversdao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes
somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotéxico pelo método do
MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de agao
(BERRIDGE et al., 1996).

As células foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 10° células/mL. As
substancias previamente dissolvidas em DMSO foram diluidas em série no meio
RPMI para obtencdo das concentragdes finais e adicionadas em placa de 96 pocos
(100 pL/poco). As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5 % de CO; a
37 °C. Em seguida, foram adicionados 25 pL da solucdo de MTT (sal de tetrazolium),
as placas foram incubadas por trés horas. A absorbancia foi lida apos dissolugcéo do

precipitado com DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595nm.
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4.7.3 Método de Analise dos Resultados

Os experimentos foram analisados segundo suas meédias e respectivos desvio
no programa GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em duplicata.

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotéxico das
amostras testadas. Amostras sem atividade (1 a 20 % de inibicdo), com pouca
atividade (inibicdo de crescimento celular variando de 20 a 50 %), com atividade
moderada (inibicido de crescimento celular variando de 50 a 70 %) e com muita
atividade (inibicdo de crescimento variando de 70 a 100 %).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho seguiu dois esquemas de sintese diferentes, tendo como
composto de partida na primeira rota sintética a tiazolidina-2,4-diona e na segunda
rota o 2-amino-tiazol-4-substituido. Os resultados estdo descritos considerando 0s
aspectos quimicos como: meios reacionais, rotas sintéticas, mecanismos de reacéao,
dados fisico-quimicos, estereoquimica, elucidacéo estrutural por meio de espectros
de infravermelho, RMN'H e RMN'C, massa e andlise elementar e atividades
biolégicas como citotoxidade e acao antimicrobiana destes produtos.

Os deslocamentos quimicos dos protons (8) dos derivados listados nas tabelas
estdo expressos em ppm (parte por milhdo). A multiplicidade dos sinais estéo
representadas por s (singlete), d (dublete), dd (duplo dublete), t (triplete), q
(quadriplete) e m (multiplete) e as constantes de acoplamentos (J) estdo expressas
em Hz (Hertz).

Sinais na regido 3 e 4 ppm apresentaram a absorcdo de agua em alguns
compostos. Proétons residuais do DMSO-dg também foram observados na regido
entre 2 e 3 ppm, j4 os picos de absor¢do observados na regido entre 1 e 2 ppm,
foram devido a provavel impureza do solvente.

O esquema abaixo apresenta as rotas de sintese empregada na obtencdo dos

derivados tiazolidinicos.

5.1 DADOS FiSICO-QUiMICOS DOS DERIVADOS DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA
E DA 4-TIOXO-TIAZOLIDINA-2-ONA (I, I, llla-f, IVa-f, Va-b, Vla-g, Vlla-¢;
Vllla-f)

Os dados Fisico-quimicos dos derivados da tiazolidina-2,4-diona e da 4-tioxo-
tiazolidina-2-ona e tiazolicos aqui descritos foram obtidos apdés o processo de
sintese de cada composto sintetizado, utilizando os procedimentos laboratoriais

descritos pela literatura especializada nesta area de estudo (Tabela 4,5,6,7,8¢e 9).
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Tabela 4: Propriedades fisico-quimicas e rendimentos dosvatiws da tiazolidina e 4-tioxo-5-
benzilideno-tiazolidina-2-ond; 11 ; llla-f )

Derivados Tiazolidinicos Sintetizados

Estrutura dos compostos PF(°C) Recristalizagao Ry Eluente Rd.%
H
o
Ny
( s)\ 118-120 agua 0,48 CHCIs/MeOH (0,9:0,1) 78%
¢}
|
H
S /

N N
; }\ 140-141 etanol 0,46 CHCIs/MeOH (0,95:0,05) 85%
o

S
HO, N\ N/
- )\ 180-181 metanol 0,51 CHCI3/MeOH (0,97:0,03) 20%
CH30 HC— S —o0
Illa
H
S
CH,0 AN N/
,)/ )\ 215-216 metanol 0,50 CHCI,/EtOH (0,94:0,06) 35%
HO HC ~o0
Iib
H
S
OH N\ N/
209-210 acetona 0,48 Hex/Acet.(0,7:0,3 57%
HC™ )Q ) ¢ )

H
s
/
N—n
i - 149-150 metanol 0,49 CH_Cl,/Hex. (0,5:0,5) 45%
HO HC /( s o)

Ild
H
S
OH N\ N/
Q— HC— : s)§ o 211 metanol 0,61 CHCIs/MeOH (0,98:0,02) 58%
cl
llle

H
S
/
N N
BrO He = S)\ o 147-149 metanol 0,46 CHCI5/EtOH (0,96:0,04) 61%
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Tabela 5: Propriedades fisico-quimicas e rendimentos dosatiws da tiazolidina-2,4-dior{f/a-f)

Derivados Tiazolidinicos Sintetizados

Estrutura dos compostos PF(°C) Recristalizacéo Ry Eluente Rd.%

H
o
/
N—n
A )\ 210-211 cloroformio 0,48 CHCI3/MeOH (0,96:0,04) 55%
CH30 HCT N7 7 0°

IVa

H
o
/
N N
: : 5} 249-250 metanol 0,50 CHCI3/MeOH (0,95:0,05) 71%
HO HC— 0
Vb

H
(0]
/
HaC N\ N
@ . S)\ 195-196 acido acético 0,50 Hex/Acet. (0,85:0,15) 52%
HC— ~o
Ve
H
o
Ny
A 278-279 THF 0,52 Hex/Acet.(0,7:0,3) 69%
O,N HC™ s o

Ivd
H
o
O,N AN N/
~ 250 acido acetico 0,51 CHCI3/MeOH (0,96:0,04) 71%
HC™— ~o0
Ve

CH30

H
o
3 3\ N/
HO@— HC//< 5)§ o 220 acido acético 0,50 Hex/Acet. (0,85:0,15) 72%
IVf

Tabela 6: Propriedades fisico-quimicas e rendimentos dosatis 3-benzil da tiazolidina-2,4-diona

(Va-b)
Derivados Tiazolidinicos Sintetizados

Estrutura dos compostos PF(°C) Recristalizacéo Ry Eluente Rd.%

CH

O\\ N/ 2
cl 70-71 etanol 0,50 CHCI5(100%) 52%

[ ~o

S

Va

° /CHZO "
f } 116-117 etanol 0,50 CHCI/EtOH (0,99:0,01) 57%
0
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Tabela 7: Propriedades fisico-quimicas e rendimentos dosatiws da 3-benzil-5-benzilideno-

tiazolidina-2,4-diongVla-g)

Derivados Tiazolidinicos Sintetizados

Estrutura dos compostos PF(°C) Recrist. R¢ Eluente Rd.%
CH,
S
CHsO N N/
Cl
B  Va 131-133 etanol 0,51 Cgc;?{)H;‘)X' 75%
CH3O HC — —~— o il . 1
/C”ZQ
(o]
N
i ) a 108-109 tolueno 039  CHCl/Hex. 42%
. ’ (0,90:0,01)
CH30 HC— o0 Vib
CHs0
CHCly/Hex.
y 157-158 etanol 051 (glasose) 33%
HC = =0 v
/CH Q
) CHCl3/Hex. 0
., 136138 etanol 052 (50080 56%
HC — ~~0
/CHZO .
(o]
CH0 NN . CHCls/MeOH
5) 144-145 acetona 0,61 (0,9:0,1) 54%
HC™= o)
Vie
CH O e
189-190 acetona 057 (Cl'gé% 30%
HC— =~ (o]
/CHZO "o
(o]
Q N—n 174176 cloroformio 055 CHCl/Hex. 35%

f (0,8:0,2)
HC™= S)Q o

Vig
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Tabela 8: Propriedades fisico-quimicas e rendimentos dosvatis 4-(4-fenil-substituido)-2-
aminotiazol Ylla-e)

Derivados Tiazélicos Sintetizados

Estrutura dos compostos PF(°C) Recrist. Rf Eluente Rd.%
Cl
N ) CHCIy/MeOH o
/ \ 183-184 metanol 0,52 (0,96:0,04) 92%
S)\NHZ
Vila
Hex./Acet. o
\ 194 metanol 0,48 (0,7:0,3) 70%
s)\ NH,
Viib
O,N,
N Hex/Acet. o
/ \ 228 -229 metanol 0,50 (0,6:0,4) 90%
NH,
Vilc
Br
N Hex/Acet. o
/ \ 216-217 metanol 0,50 (0,7:0,3) 98%
NH,
Viid
F
N Hex/Acet. o
213-214 metanol 0,48 (0,7:0,3) 90%

3™

Vile




Tabela 9: Propriedades fisico-quimicas e rendimentos dosvaltos 4-(4-cloro-fenil)-tiazol-2-il-

amina-arilideno-substituidp/Il1a-f)

Derivados Tiazélicos Sintetizados

Estrutura dos compostos PF(°C) Recrist. Rf Eluente Rd.%
d
s 223224 acetona 0,44  CHCl/MeOH. 23%
N , (0,96:0,04) ’
iy
S N a
Villa
cl
H
CH30 _ CH,CIl,/MeOH. o
/ Q 234-235 metanol 0,45 (0,92:0,08) 35%
N OH
Vilib
Cl
" 187-189  metanol 0,50 CH,Cl/MeOH 33%
I '\\‘ ' (0,96:0,04) 0
N OH
Vilic
cl
" oH 260-261  metanol 0,42 CHCl/MeOH 35%
f '\“ : (0,9:0,1) 0
)\N/
S
Viiid
d
H
N
I\ CHCIyMeOH .
. N NO,s 195 metanol 0,48 (0,95:0,05) 84%
Ville
Cl
H NO,
N Hex/Acet.
/ \ // 203-204 metanol 0,50 (0.7:0.3) 40%
N
S

VIIIf
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5.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS DERIVADOS TIAZOLIDINICOS (I; II;
llla-f; IVa-f; Va-b e Vla-g )

A caracterizacdo estrutural dos derivados tiazolidinicos (I; 1), 5-arilideno-4-
tioxo-tiazolidina-2-ona (llla-f), 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona (IVa-f), 3-benzil-
tiazolidina-2,4-diona (Va-b) e 5-arilideno-3-(benzil)-tiazolidina-2,4-diona (Vla-g), foi
feita através de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio,

de Carbono, infravermelho, massa e analise elementar.

5.2.1 Caracterizacéo estrutural no Infravermelho do s derivados tiazolidinico (I;
II; Ila-f; IVa-f; Va-b e Vla-g)

As principais bandas de absor¢cédo nos espectros de Infravermelho (IV) para os
derivados da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (llla-f) estdo descritas na (Tabela 10). A
analise destes dados permitiu observar que cada um dos compostos em estudo,
revelaram bandas de absorcdo entre 3115-3170 cm™, referente a vibracdo de
deformagéo axial de N-H (Figura 15) (GOUVEIA et al., 2009).

Ainda foram observadas fortes bandas de estiramento (v ) de deformacéo axial

simétrica entre 1688-1610 cm™, caracteristica do grupo C=0 (LESYK et al., 2006).
Outros estiramentos (v) em destaque séo as bandas de absorcao entre 1460-1570

cm™ caracteristica da deformacdo axial de C=S (LESYK et al., 2007). Outras
bandas de absorcdo também foram reveladas para alguns compostos (llla-d) entre
3443-3440 cm™ caracterizando a presenca do grupo O-H, com deformacéo axial
nesta faixa (Figura 15) (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

O grupo da 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona (IVa-f) revelou bandas de absorcéo
compreendiada entre 3115-3170 cm™, evidenciando assim o grupo amida N-H com
estiramento de deformacao axial. Foram percebidas bandas de estiramento entre
1747-1688 cm™ para ligacdo C=0 com deformacao axial simétrica (MADHAVAN et

al., 2002). Esta mesma faixa de absor¢cao com estiramento (v) de deformacao axial

foram percebidos para os compostos (IVa-f, Va-b e Vla-g) (Tabela 11, 12 e 13)
(MADHAVAN et al., 2002; SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Tabela 10: Principais frequéncias de absor¢cdo dos espectrasfidgerermelho para os derivados

tiazolidinicos(l; II; llla-f)
c . Espectros IV (KBr 1%, Vimax cm™)
ompostos (NH) (C=0) (c=s) (c=0) (OH)
H
(0]
S~
2 /\Q 3115 1727-1685 _ 1670 _
(o]
|
H
S
Ny

( s)\ 3115 1683 1460 B B
~o0
H
s
HO \ N/
A — 3170 1680 1460 1540 3440
CH30 HC— o

Ila
H
s
CH;0 AN N/
{ — 3161 1688 1570 _ 3443
HO HC— ~O0
11lb

OH

H
S
Ny
| }\ 3147 1694 1462 _ 3440
HC— (o]

llic

H
s
/
N—n
i 5)\ 3140 1610 1462 1540 3443
Ho— »— HC = ( o

lid

H
S
/
NS—n
Q HC //( S)Q o 3160 1660 1420 1560 _

OH
Cl

e

H
S
N
S}\ 3161 1688 1460 1582 _
Br — »— HC /( o

I
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Tabela 11: Principais frequéncias de absorgdo dos espectrogrdeermelho para os derivados 5-
arilideno-tiazolidina-2,4-dionéVa-f)

Espectros IV (KBr 1%, Vimax cm™)
(NH) (C=0) (OH)

Compostos

H
o
N
A ~— 3151 1723-1688 _
CHZ0 HC— o
IVa

(o]
N
. — 3153 1725-1688 3443
Vb
H
(@]
HsC N\ N/
G s/\Q 3155 1745-1675 B
HC™ )
Ve
H
(@]
Ny
/ — 3157 1740-1713
OZNO HC™ } o -
vd
9y
(o]
O,N A\N N/
- 3159 1740-1710
g¥ _
Ve

H
3
O &Z )\ o 3160 1747-1715 3443
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Figura 15 - Espectro de infravermelho do compostdib

Tabela 12: Principais frequéncias de absorgdo dos espectrogrdgermelho para os derivados 3-
benzil-tiazolidina-2,4-dionéva-b)

Espectros IV (KBr 1%, Vimax cm™)

Compostos

(NH) (C=0) (OH)
o CH,
Ny
f 17511670
Cl - -
} o
Va

N N
_ 1770-1760 _
S/Lo
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Tabela 13: Principais frequéncias de absorcdo dos espectrasfragermelho para os derivados 5-
arilideno-3-(benzil)-tiazolidina-2,4-dion&la-g)

Espectros IV (KBr 1%, Vimax cm™)
(C=0) (C=S) (C=C) (OH)

Compostos

CH30 N\ N/
| 1744-1695 B 1605 _
CH30 HC = S)§ (e} Via

/CH2
o
CHs NN
Cl 1729-1673 _ 1582 _
— I~ Vib
CH;0 HC o

CH30

CH,
o
O,N N\ /
N 1744-1695 1602
CH,
o

a N4

N 1735-1645 1602

CHs0, N—n 1727-1670 1580

H3C
{ % 1730-1669 _ 1590 _
HaC HC=

H3C

Cl

1740-1676 _ 1610 _
HC /( )\ o
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5.2.2 Caracterizacdo estrutural por espectroscopia de RMN'H dos derivados
tiazolidinicos (I; II; llla-f; IVa-f; Va-b e Vla-g)

A caraterizagdo estrutural dos derivados tiazolidinicos, das séries da
tiazolidina-2,4-diona e da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (ll; llla-f; IVa-f; Va-b e Vla-g) por
espectroscopia de RMN'H (Tabela 14, 15, 16 e 17), possibilitou observar que os
sinais do hidrogénio do grupo NH destes anéis heterociclicos como um singleto largo
compreendidos na faixa entre 1390-1271 ppm, (1 H), conforme ja havia sido
destacado por Gouveia et al., (2009) e Tomasic et al., (2010). O sinal do hidrogénio
do grupo metileno (-CH=) do anel tiazolidinico aparece na forma de um singleto
entre 7,86-8,05 ppm (Figura 16 e 17).

Essa caracterizagcdo em funcdo do deslocamento quimico do hidrogénio do
carbono metilénico tanto para os 5-arilideno-substituidos, derivados da tiazolidina-
2,4-diona como para os derivados da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona, indicam que o0s
compostos sintetizados apresentaram configuracdo Z para estas moléculas. Isso
porque de acordo com a literatura, a influéncia magnética da carbonila (C=0) ou
tiocarbonila (C=S) sobre o deslocamento quimico do hidrogénio metilénico em RMN
'H, aparece como singleto em 7,70-7,75 ppm para a configuracdo Z, enquanto que,
devido a menor influéncia magnética do atomo de enxofre, este singleto aparece
com deslocamento inferior a 7,70 ppm para isobmeros E (LIESEN et al., 2008;
Gouveia et al., 2009).

Em especifico, a tiazolidina-2,4-diona revelou singleto em 4,60 ppm, referente
aos 2 H do grupo CH, do ndcleo tiazolidinico. Generalizando, os protons aromaticos
de todos os compostos (llla-f e IVa-f) tiveram deslocamentos quimicos entre 7,96 e
8,50 ppm, (Tabela 14 e 15), comprovando as caracteristicas estruturais destes
produtos (ALBUQUERQUE et al., 1999b; TUNCBILEK et al., 2003).

Os hidrogénios presentes nos seguintes substituintes do anel benzilidénico:
OH, CH3; e OCH3; apresentaram deslocamentos quimicos variados. Os hidrogénios
do grupo CH30O, apresentaram singlete com deslocamento entre 3,84-3,80 ppm, 0s
protons do grupo CHg, presentes no composto IVc, como singleto em 2,36 ppm e 0
Hidrogénio do OH como um singlete largo entre 10,85 a 7,20 ppm (llla-e) e IVb e IVf,
(Tabela 14 e 15) (OTTANA et al., 2009).
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Tabela 14: Principais deslocamentos quimicos observados npscess de RMRAH (300 MHz,
CDCl;, DMSO-ds ou acetonal;) para os derivados da 4-tioxo-tiazolindina-2-¢ig, 5-
arilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-onélla-f)

Derivados da Tiazolindina Sintetizados

CH CH, CH:O NH  OH
O OO0 (s)

Compostos Proétons Benzilidénicos

\ N
460 _ 1354  _
(0]

H
S
HO N\ N/
7,0 (s, 1H2)
A - 793 381 1390 9,28 7,11 (d, 1H5) J = 8,0 Hz
CHZ0 HC o 7,14 (d, 1H6) J = 8,0) Hz
llla
H
S
CH;0 N N/
7,25 (s, 1H2)
. — 806 384 1368 10,20 6,96 (d; H5) J = 8,29 Hz
HO HC o 7,19 (d; H6') J = 8,29 Hz
lib

OH 7,42 (d; H3") J = 7,86 Hz

H
S
N
{ 7.0 (td; H4') J = 7,80; 0,34 Hz
— S)s o 845 _ 1377 108 7,36 (td; H5") J = 8.50; 1,42 Hz
6,99 (d; H6') J = 8,28 Hz

llic
H

S
N
{ 8,50 (dd, 2 Hp, He) J = 8,18, 1,85 Hz
HOO _— } o MO - - 1380 818 8,50 (dd, 2 Hy, Hs) J = 8,18, 1,85 Hz

lld

H
S
N
A 7,61 (s, 1H6)
HC= o 810 13,69 10,25 6,97 (d, 1H3) J = 8,4 Hz

7,16 (d, 1H4) J = 8,4 Hz

OH

Cl
llle

H
S
/
\TN
U - 7,78-7,73 (m, 2H);
Br@”c 5) Teo B 3% 7.68-7.63 (m, 2H)

Inf
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Figura 16 - Espectro de RMNH (300 MHz, DMSO-d6) para 0 composto 5-(3-metoxi-4-
hidroxibenzilideno)-4-tioxo-tiazolidina-2-ona (lllb)
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Figura 17 - Espectro de RMNH (300 MHz, DMSO-d6) para 0 composto 5-(2-hidroxi-5
clorobenzilideno)-4-tioxo-tiazolidina-2-ona (llle)
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Tabela 15: Principais deslocamentos quimicos observados rusctss de RMAH (300 MHz,
CDCl,) para os derivados do 5-arilideno-tiazolindina-@igna(IVa-f)

Derivados da Tiazolindina Sintetizados

CH= CHz CHsO NH OH

Compostos Prétons Benzilidénicos
2 ® ) 6 6
H
(e}
N
i i 7,51-7,50 (dd, 2H, Hs-Hs) J=8,62; J=1,86 Hz
CHSOOHc¢ 3)<o 7.89 380 12,90 7,20-7,18 (dd, 2H, Ha-Hs) J=8,61, J=2,49 Hz
IVa

(0]
N~y
{ i i 7,48-7,41 (dd 2H, Hp-He) J=8,49, J=1,81 Hz
HOO HC— } o 7,99 1338 891 7,42-7,40 (dd 2H, Hz-Hs) J=8,49, J= 2,61 Hz
IVb

HsC N\ N/
7,40 (dd 1H, Hy) J=2,40 J=2,10 Hz.
4 - 805 236 - 1320 -  6.84-6,82 (ddd, Hy J=7,70; J=1,84; J=1,60 Hz
HC o 7,52 (t, 1H, Hs) J=7,60 Hz..
Ve
H
(e}
N
[ ] ] 7,71 (ddd 2H, H,-He) J=8,71, J=1,86 Hz
OZNO He = S)< o 801 13,37 8,10 (ddd 2H, Ha-Hq) J=8,71; J=2.20 Hz

Ivd

N Ny 7,71 (dd, 1H, Hp) J=2,19, J=2,01 Hz.
[ ] ] 831 (dd, 1H, Hi) J=2.22, J=2,00 Hz.
G He = =, 800 13,27 7.62 (t 1H, Hs) J=8,0, J=7,68 Hz.

7,80 (ddd, 1H, He) J=7,70, J=2,00 J=1,90 Hz

Ve
H
o
CH;0 AN N/
7,19 (s 1H, H,)
HO HC = <0 7,86 - 380 12,71 7,20 7,18 (dd 1H, Hs) J = 8,30, J=1,05 Hz
7,15 (dd 1H, He) J = 8,30, J=1,60 Hz
IvE

Tabela 16: Principais deslocamentos quimicos observados ruscess de RMAH (300 MHz,
CDCl,) para os derivados do 3-benzil-tiazolindina-2 dndi(\Va-b)

Compostos CH () CH; Prétons Aromaticos
heterociclo (s)
o /(:H2
\\ N 4,75 3,99 7,40-7,27 (m, 4H)

/ 5)\ o
° Va

NO.
N ik ( > ’ 7,54 (d, 2H; J = 8,70 Hz)
N
4,84 4,00 8,16 (d, 2H; J = 8,80 Hz)
S)io Vb
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Tabela 17: Principais deslocamentos quimicos observados rusctss de RMAH (300 MHz,
CDCl,) para os derivados do 3,5-dissubstituidos-tiadalia-2,4-diongVla-g)
Derivados da Tiazolindina Sintetizados
CH= CH; CH50 CHjs Prétons aromaticos
Compostos ) (s (s) (s) Benzilideno Benzila
6,90 (s, H2)
oH 7,48 (ddd, Ha)
o o 6,57 (S, Ha) ji;i;
CH30 "N 3,89(3H) 6,42 (dd, Hs) 1=101 Hz
c 791 518 387 3=855,J=056 Hz 775 1 5o
= I~ (3H) 7,17 (d, He) PO
CH;0 HC o J=8,56 Hz 7,0 Hz
Via : 7,27 (dd, He)
J=7,0,J=1,83
Hz
6,90 (s, H2)

o /CH2
3,86
CHy N—nN '
f Cl 8,21 5,40 (338H2)
—4 T~ !
CHZ0O HC o (6H)
Vib

CH50
o /
o N—n 819 484
0 /
N 792 4,83

6,86 (S, 2 Hz, He)

8,42 (dd Ha)
J=8,0, J=1.12 Hz
7,41(t Ha)

J=7,78 Hz

7,20 (t Hs)
J=7,8Hz

7,28 (dd He)
J=17,92, J=1,42 Hz

7,31 (s, Hz)
7,31(ddd, H.)
J=8,02, J= 2,23,
J=1,92 Hz

7,41 (t, Hs)
J=8,05Hz
7,41 (ddd, He)
J=8,01, J=2,05,
J=1,91 Hz

7,31 (dd, Hz)
J=7,82,J=1,71 Hz
7,55-7,45 (M, Ha,
Hs, Hs)

CH30, N—n 8,10 559 3,81
Hcéz s)\o Vie

HsC N\ N

8,31 5,60 2.27
! VIf
HsC HC S o

7,27 (s, 2H, Hz, He)

H3C
7,34 (s, Hy)
7,32 (ddd, Hy)
CH, NO, J=8,04, J=2,23,
o ° ./ J=191Hz 7,37 (,
N 8,48 5,60 Hs) J=7,9, J= 8,05

Hz
He = /\Qo Vig 7,40 (ddd, He)
J=7,8, J=2,04,

J=190 Hz

7,48 (ddd, Hs)
J=7,97,
J=2,15,
J=1,01 Hz
7,46 (t, Hs) J=
7,0)

7,27 (dd, He)
J=7,0,J=1,83
Hz

6,90 (s Hy)
7,48 (ddd H,)
J=7,97,
J=2,15,
J=1,01 Hz
7,46 (t Hs)
J=7,0 Hz
7,27 (dd He)
J=7,0,J=1,83
Hz

6,90 (s, Hy)
7,48 (ddd, Hs)
J=7,97,
J=2,15,
J=1,01 Hz
7,46 (t, Hs)
J=7,0 Hz
7,27 (dd, He)
J=7,0,J=1,83
Hz

7,51 (d, Ha,
Hs) J=9,0 Hz
8,38 (d, Ha,

Hs) J=9,0 Hz

7,51 (d, Ha,
Hs) J=9,0 Hz
8,38 (d, Ha,

Hs) J=9,0 Hz

7,51 (d, Ha,
He) J=9,0 Hz
8,38 (d, Hs,
Hs) J=9,0 Hz
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5.2.3 Caracterizacdo estrutural por espectroscopia de RMN*®C dos derivados
tiazolidinicos (I; II; llla-f; IVa-f; Va-b e Vla-g)

As andlises espectroscopicas de RMN'C dos derivados da tiazolidina-2,4-
diona e 4-tioxo-tiazolidina-2-ona possibilitaram observar picos que caracterizam o
namero de carbonos ou ainda o numero de hidrogénios ligados a estes carbonos
(PAVIA et al.,, 2010), portanto algumas moléculas com um numero de carbonos
maior que o numero de picos dos deslocamentos quimicos, sdo devido a
sobreposicao de alguns picos.

Os deslocamentos quimicos do carbono da tiocarbonila (C=S) aparecem entre
185,02-184,79 ppm, a carbonila (C=0) entre 170,83-170,77 ppm e os carbonos
aromaticos na faixa entre 138,88-128,61 ppm (OTTANA et al., 2009; GOUVEIA et
al., 2009). Outra evidéncia de caracterizacdo molecular foram os deslocamentos
quimicos entre 57,44-55,64 ppm, do carbono do grupo OCHj; presente nos
compostos llla e Illb tabela 18.

Os compostos da série IVa-f apresentaram picos caracteristicos para 0s
carbonos C=0 entre 172,41-166,31 ppm, respectivamente tabela 19 (LESYK et al.,
2006). Os derivados Va-b apresentaram picos caracteriticos do CH, do heterociclo,
entre 36,27 — 36,22 e CH; do carbono benzilico entre 51,93 — 51,80 tabela 20 .

De acordo com os espectros de RMN'C, todos os derivados tiazolidinicos
dissubstituidos apresentaram deslocamentos quimicos referentes aos carbonos da
carbonila C=0 entre 168,29-166,26 ppm. Os compostos Vla, VIb, Vle e VIf
apresentaram picos caracteristicos dos grupos metoxila e metila nos seguintes
deslocamentos quimicos 57,76-57,41 ppm (Vla), 58,54-63,16 ppm (VIb) e 57,66
ppm (Vle) dos grupos metoxila e entre 23,39-17,35 ppm (VIf) caracteristicos dos
substituintes metila nas posicfes 3, 4 e 5 do anel aromatico, aparecendo apenas

dois picos de deslocamentos quimicos nos derivados VIb e VIf (Tabela 21).
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Tabela 18: Principais deslocamentos quimicos observados npscess de RMMNC para os
derivados 5-arilideno-4-tioxo-tiazolindina-2-ofila-f)

RMN **C (75.4 MHz, CDCls)

Compostos C=0 C=S Cc=C CH= OCHg Aromaéticos
H
HO S\\ N/
o " 4(950 170,81 184,99 149,64 136,08 57,44 ﬁggi Eg:gg; 151,74, 151,19;
llla
y
CHZ0 S\ N/
. . /LO 17083 18502 14959 13608 5564 1agco 1opge 0 o0t
lllb
OH S\\ N/H
@HC /[950 170,81 185,02 150,39 134,73 ig;i; ig%gg? 119,76; 133,49
lic
s\\ N/H
. ::; HC?QO 170,81 184,99 149,64 135,16 ﬁgég gg:gg; 119,50, 161,62;
liid
OH S\\ N/H
HC= } o 170,77 197,79 137,44 13533 gzgi ig;g? 120,61 135,95
Cl
llle
s\\ N/H

{ 138,88 133,97, 135,12 125,93
o : : o= S)io 170,81 185,02 149,59 135,10 13512 133.97

1If
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Tabela 19: Principais deslocamentos quimicos observados nuecess de RMNC (75,4 MHz,
CDCl,) para os derivados do 5-arilideno-tiazolindina-@ignha(IVa-f)

RMN **C (75.4 MHz, CDCl5)

Compostos C=0p C=04 C=C CH= OCH; CH; Benzilideno

H

(o]
Ny
y 172,41 166,31 119,10 14319 55,66 129,49, 130,23, 114,09,
CH30 HC— o0 155,51
IVa

o Y

. ::: HC¢(3)§O 17151 167,28 117,07 14349 ﬁg:g? 129.72; 157,95
Vb

e, N 7
» ét 17151 16738 119,06 14379 e A
IVe

H
(@]
N
_ 17151 166,48 118,09 142,49 141,51, 130,21, 130.23;
ON HC//< = 124.69
Vd
H
(o]
O,N \ N/
2 135,66; 139,47;  129,00:
OHC/ }O 171,41 166,31 118,10 144,19 125,30 130,01 130,50
Ve

CH30

HO

y
(@]
Ny
129,59; 110,80; 148,01;
HC = =0 172,41 166,38 119,09 144,49 55,56 146,44
115,32; 123,92
\Yi

Tabela 20: Principais deslocamentos quimicos observados nuectss de RMNC (75.4 MHz,
CDCl,) para os derivados do 5-arilideno-tiazolindina-@igha(Va-b)

RMN **C (75.4 MHz, CDCl5)

CH CH .
Compostos Cc=0 2 2 Benzil
(heterociclo) (benzil)
o\ /(:HZ
N—~n 142,19; 127,20; 136,88; 128,22;
{ 3} o 178,97-174,38 36,22 51,93 132,33 127,49
0
Va
CH NO,
SN2 145,93; 130,87; 125,96; 150,38;
N 178,94-174,32 36,27 51,80 125.96. 130,87
N
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Tabela 21:Principais deslocamentos quimicos observados mestss de RMNC para os
derivados do 3,5-dissubstituidos-tiazolindina-2i@nd (Vla-g)

RMN *°C (75,4 MHz, CDCl,)

g C=0 C=C CH= CH, Outros Aromaticos

cH; 119,65,  142,07;

165,04;  129,47;

CHs0 168,58- (OCH9)  13166; 136,91
. ' 119,35 146,27 52,15 57,76 o Dol

on /
N—n
| 166,26 163,41; 128,28,
! )Q Via 574l 12926;  132.28;
CHz0 HC s © 13381 129,76
o /CHz 132,77, 142,12;
cH, Ny (OCHs) 109,75,  129,51;

168,70- 5854 154,33,  136.88;

| , , 33; 88;

] oy 16620 M998 4TI 92126346 143340 12822

CH:0 HC o 5854 154,33,  132,33;

109,75 129,80

CH;0

oH 13353,  142,12;
o / 2 147,60 129,48:
Oz NS—n y 10870 12147 14423 5212 oo B
| 136,84  132.40;
HC™— % 0 Vic 134,12 129,82
ogs 14212
CH, ! 129,48;
o / 16504, 13710,
< N—n 168,71 11998 14657 52,12 131,66:  15g28:
o 166,29 16341, 1557
HC = ~o0 vy 129,26; 129,82

133,81
- - 13846;  14587:
cH NO 46; 87;
o s ’ 117,33, 133,12
CHeQ N—n 11‘2386"72%' 110,98 14657 52,12 (Sf'gg) ﬁg:ggé iggig
o <~ Vie 13322, 125.93:
s 12498 13312

CH NO, . .
o y Z‘Q 137,53; 145,86

(CHs) 126,50; 133,20

HaC NN
7\— 168,70- 2339 13925,  125.98.
166,20 12004 14873 5191 1235 136740 150,33
HaC HC= o Vif 23,39 139,25 125,98:

126,50 133,20

C.4;<j%wo2 137,57;  145,87;
o / 131,58; 133,12

cl N\ N 168,70- 119,98 14657 5212 136,51, 125,93;

166,29 131,58;  150,16;
HC = S Vig 133,08;  125,93;
129,65 133,12

HsC
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5.2.4 Caracterizacdo estrutural no Infravermelho do s derivados tiazoélicos
(Vlla-f; Villa-b)

As principais bandas de absorcao nos espectros de infravermelho (1V) para os
derivados da 4-(4-fenil-substituido)-2-amino-tiazol (Vlla-e; Vllla-f) estdo descritas
nas tabelas 22 e 24 . Este estudo revelou bandas de absorgéo entre 3436-3264 cm™,
referente ao estiramento com deformacéo axial para NH, (PAVIA et al., 2010;
SADIGOVA et al., 2003).

Foram também identificadas bandas de estiramento (v ) de deformacéo axial

entre 1630-1595 cm™, caracteristicas do grupo azetina C=N (RAJ et al., 2007).

Outros estiramentos (v) foram percebidos em bandas de absorcao entre 3124-3105

cm?, caracteristico da deformacdo axial de (C-H) aromatico (SILVERSTEIN e

WEBSTER, 2000). Outras bandas de absorcdo também foram observadas para os
compostos (Vlla-e; Vllla-f) entre 1562-1492 cm™, caracterizando a presenca do
grupo C=C aromatico (KUMAR et al., 2007; BHARTI et al., 2010).

Para os compostos de (Vllla-f) a auséncia de banda de absorgdo em 1700-
1750 cm™ também confirma a converséo do grupo -CHO do benzaldeido em grupo
N=CH, o que possibilita caracterizar os compostos (BHARTI et al., 2010). Outras

bandas de absor¢céo encontram-se descritas na tabela 24 .
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Tabela 22: Principais frequéncias de absor¢do observados specteos de infravermelho para os
derivados do tiazqVlla-e)

Espectros IV Vmax (KBr, cm ™)

Compostos
(-NHy) (C-H)Ar  (C=N) (C=C)Ar (C-N) (C-S-C) (C-Ar) (Ar-Cl)

Cl

N 3420-3310 3105 1630 1497 1185 1092 826 747

3436-3286 3106 1630 1522 1331 1040 853 -

O,N

Br,

3390-3314 3110 1624 1572 1184 1047 821 738

3390-3317 3110 1624 1570 1185 1058 815 739

3385-3233 3104 1631 1535 1236 1160 833 -




Tabela 23 Analise elementar os derivados do tigxtla-e)
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Férmula Molecular

Compostos -
=L Massa C H N s
Molecular
cl
Tedrico CoH-CINLS 210,00 51,31 3,35 13,30 15,22
N Calculado orir-TN2 210,68 51,37 3,30 13,34 15,19
Vila / \
NH,
Tedrico CocHNLS 252,07 71,40 4,79 11,10 12,71
Calculado 1522 252,33 71,45 4,82 11,08 12,74
N
Viib /}
NH,
O,N
Tedrico
221,03 48,86 3,19 18,97 14,49
N Calculado  CoH-CINsO-S 221,23 4889 324 18,99 14,57
Viic / \
NH,
Br
Tedrico CoH-BIN-S 253,95 42,37 2,77 10,92 12,57
N Calculado orirETNe 255,13 42,47 2,82 10,99 12,68
w03
NH,
F
Tedrico CoH-ENLS 194,03 55,65 3,63 14,42 16,51
Calculado oz 194,23 55,69 3,68 14,49 16,56
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Tabela 24: Principais frequéncias de absorcdo observadas spescteos de infravermelho para os
derivados do tiazqVllla-f)

Espectros IV Vimax (KBr, cm ™)

Compostos
(NH2)  (C-H)Ar (C=N) (C=C)Ar (C-N) (C-S-C) (C-An) (Ar-Cl)
a
H (o}
N
/ \ / 3385-3312 3120 1595 1497 1178 1049 823 724
N a
Villa
a
H OCH
N % 3385-3312 3125 1600 1498 1179 1050 824 712
N OH
Vilib
Cl
H
N
/ »\ / 3385-3312 3123 1605 1498 1182 1048 822 711
s N OH
Vllic
a
H
N OH 3390-3315 3125 1614 1492 1183 1049 825 698
S/LN/
Viiid
cl
H
N 3395-3315 3125 1617 1492 1169 1052 825 697
/ )\
N NO.
s Ville ’
a
H NO,
N
/S>\ / 3373-3264 3106 1630 1572-1496 - 1091 826 747
NI
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Tabela 25 Analise elementar os derivados do tigxalla-f)

Formula Molecular

Compostos

Férmula
Molecular Massa C H N S
c
v @ Teérico o HCLNLS 365,92 5228 2,46 7,62 870
; {‘ Calculado 16-19C13N2 367,68 52,32 2,49 7,68 872
s N a
Villa
cl
H
ocH o 34404 5919 3,78 810 9,33
N *  Teorico CiHisCNoS 540’81 5927 387 815 939
/ »\ Calculado
N
S Viiib OH
d
H
. 31403 6105 352 890 10.19
N Teorico CisHuCIN2OS 31479 6125 359 897 1029
/ \ / Calculado
N
s Vilic o
Cl
H
on . 31474 6105 342 895 10.29
N Tebrico CisHi1 Cl N,O S
T p Calesiado 31477 6125 3.45 898 10.32
N
S Viiid
d
H
. 34377 5585 2,85 1227 9.33
N Teorico CisHwCINsOoS 54579 5589 289 1236 9.39
/ \ Y Calculado
s N NO,
Ville

a
H NO,
N Tebrico 34375 5590 2,90 1222 9.30
;N\ Calculado ~ C16M0CINO2S 54578 5506 2193 1224 935
N
S

VIIf
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Figura 19 - Espectro de RMN®C (75 MHz, DMSO-d6) para o composto 5-(2-hidroxi-Slorobenzilideno)-
4-tioxo-tiazolidina-2-ona (llle)
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5.2.5 Caracterizacdo estrutural por espectroscopia de RMN'H dos derivados
tiazolidinicos (Vlla-e; Vllla-f)

Para os compostos tiazolidinicos (Vlla-e) os principais deslocamentos quimicos
que caracterizaram estas moléculas foram o hidrogénio do grupo CH=C do
heterociciclo ciclopentano, os hidrogénios do grupo NH, e os hidrogénios aromaticos
(Tabela 26).

A partir dos espectros de RMN'H dos derivados tiazolicos (Vlla-e) (Tabela 26),
foram observados deslocamentos quimicos de dois hidrogénios do grupo NH, como
singletos compreendidos entre 7,22-5,43 ppm, (SADIGOVA et al., 2003; MOKALE;
SANAP; SHINDE, 2010; GORCZYNSKI et al., 2004), o hidrogénio caracteristico da
funcdo azometina (CH=N) mostrou deslocamentos entre 7,40-6,99 ppm (CHIMENTI
et al., 2011).

Para os compostos (Vllla-f) foram observados os deslocamentos do grupo
CH=N em substituicdo aqueles do grupo NH, das moléculas anteriormente citadas
(Vlla-e), o que facilita a diferenciagdo das moléculas e a comprovacao das reagdes
pela presenca dos hidrogénios dos dois aneis aroméaticos (Tabela 27).

Os prétons aromaticos dos compostos foram observados entre 8,24-7,41 ppm
(Vlla-f) e 8,20-7,05 ppm (Vllla-f) com diferentes multiplicidades, dependendo do
composto (Tabela 26 e 27). Desse modo, as caracteristicas estruturais destes
produtos, foram comprovadas conforme ja descrito por (KUMAR, RAJPUT e BHATI,
2007; CHIMENTI et al., 2011).

Para os compostos (Vllla-f) os deslocamentos quimicos do hidrogénio do
grupo N=CH-Ar foram observados na faixa comprendida entre 4,92-4,53 ppm
(Tabela 27).
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Figura 23: Espectro de RMNH (300 MHz, DMSO-d6) para o composto 4-(4-clorofenil)-2-aminotiazol
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Figura 24: Espectro de RMNH (300 MHz, DMSO-d6) para o composto 4-(4-difenil)-2-amino-tiazol (VIb)



Tabela 26: Principais deslocamentos quimicos observados ngscess de RMAH (300 MHz,

DMSO-d,) para os derivados do tiaZMlla-e)

Derivados de Tiazol Sintetizados

Compostos | -NH> (s) =CH (s) Prétons aromaticos
Cl
7,79-7,61 (d, 2H) J=8,43 Hz
N 543(s,2H)  7.29(s. 1) 7’55 7'41 (d. 2H) 1=8.43 Hz
Vlila />\
NH,
S
5,01 (s, 2H) 6,77 (s, 1H) 7,58 (m, 9H), Ar - difenil
N
w LN
NH,
O,N
8,24-8,21 (d, 2H) J=8; 8,99 Hz
f \ 7,22(s,2H) 7,40 (s, 1H)  g'5.8'0 (d. 2H) J=8: 8,99 Hz
Vlic s>\
NH,
Br,
7,77-7,74 (d, 2H) J=8,50 Hz
; N 6.39(s,2H)  6,99(s, IH)  7'76.7'71 (d. 2H) J=8.50 Hz
vild S)\NHZ
F
7122(5.2H) 849 (s, 1H) 109701 (d 2H) J=8,28 Hz

Vile / }NHZ

8,04-7,93 (d, 2H) J=8,28 Hz
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Figura 25: Espectro de RMNH (300 MHz, DMSO-d6) para o composto 4-cloro-benzilideno-[4-(4-cloro-
fenil)-tiazol-2-il]-amina (Vllle)
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Figura 26: Espectro de RMNH (300 MHz, DMSO-d6) para o composto 2,4-dicloro-beilideno-[4-(4-
cloro-fenil)-tiazol-2-il]-amina (Vllla)
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Tabela 27: Principais deslocamentos quimicos observados npscess de RMRAH (300 MHz,

DMSO-dg) para os derivados do tiazdllla-f)

Derivados dos Tiazois Sintetizados

N=CH C=CH CH30 OH Prétons aromatico s
Sl e (s) (s) (s) (s) Fenil Benzilideno
d
Zﬁ;”'% @, 7,61-7,58 (d, 1H)
v 1) A T T
R Y ' ' oy G =830, 32,00 Hz
" ] 99 7,66 (s, 1H)
Vilia
c
(7(1'52';)'54 7,07-7,05 (d,
H CHO 453 593 367 939 J=8,43Hz %'*3)33(38'123)'*2
N 1H)  (s1H) (s3H) (s1H) 7,43-7.41 =23,
I\ y G J=8,20 Hz
N J=843Hz 06 IH)
OH !
Vilib
c
7,56-7,54
(d, 2H) 7,90-7,88 (d,
H 488 560 9,47 J=843Hz  2H)J=8,46 Hz
N s1H)  (s.1H) (s.H) 743741 7,60-7,58 (d,
I \\ o (d, 2H) 2H) J=8,46 Hz
N on J=8,43 Hz
Vilic
(o]
7,45-7,43 (dd,
Jseg5y 1M=L 211
501, Hz
H 4,92 d 2H) 7,35-7,31 (t, 1H)
\ OH o1y 587 978  J=843Hz [ 7SI N
' (s.1H) (s.1H)  7,42-7,39 ,80; 7,
I\ o 7,24-7,21 (dd,
VY Qo 1H)J=8,80;2,70
N s Hz
i 7,07 (s, 1H)
(o]
7.60-7.57
(d, 2H) 8,20-8,17 (d,
H 477 574 ) | J=843Hz  2H)J=8,69 Hz
N s1H)  (s.1H) 7.46-7.44  7,55-7,51 (d,
/ \ Y (d, 2H) 2H) J=8,60 Hz
N NO =843 Hz
Ville
a 8,08-8,06 (dd,
1H) J=8,00; 1,27
Hz
Ho NO, @a® 1173
N 467 570 ] ] J=8,43 Hz %Fé)o‘-]:lsiioﬁz
I\ y 1H)  (s.1H) 7,55-7,52 o
@ 7,55-7,64 (td,
N G 1H)J=8,00;
' 7,80; 1,27 Hz
vilif 8,03-8,01 (d,

2H) J=8,00 Hz
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5.2.6 Caracterizacdo estrutural por espectroscopia de RMN*®C dos derivados
tiazolicos (Vlla-e; Vllla-f)

As (Tabelas 28 e 29) apresentam os principais deslocamentos quimicos
observados nos espectros de RMN*3C para os derivados tiazélicos (Vlla-e; Villa-f).
Os dados abaixo (Tabela 29) mostram picos caracteristicos dos carbonos (C=N);
(HC-S); (C=C) aromatico. Para a série dos derivados 4-(4-fenil-substituido)-2-amino-
tiazol (Vlla-e) foram observados picos entre 171,76-168,25 ppm caracteristicos do
carbono (C=N). Entre 147,93-138,84 ppm caracteristicos do carbono C=C e entre
117,65-101,79 ppm que identifica o (HC-S). Os carbonos aromaticos de todos os
compostos (Vlla-e) apresentaram picos entre 154,66-114,38 ppm, porém, o0
derivado Vlla também apresentou deslocamentos na faixa entre 133,77-127,58 ppm
(Figura 27), conforme ja descrito por Bharti et al., (2010).

Para os derivados 4-(4-fenil-substituido)-2-amino-tiazol  benzilideno-
substituido[4-(fenil-substituido)-tiazol-2-il]-amina (Vllla-f) conforme demonstrado na
tabela 21, os espectros de RMN*3C dos compostos desta série, além dos picos
caracteristicos do anel, apresentaram deslocamentos na faixa entre 159,62-147,85
ppm, caracteristicos do carbono do grupo imino (CH=N), evidenciando a substituicao
no grupo amina da posicao 2 do anel tiazdlico e confirmando a formacéo da base de
Schiff e formagé&o do anel tiazol-2,4-dissubstituido Figura 24 (ZHAO et al., 2006).
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Tabela 28: Principais deslocamentos quimicos observados noscees de RMMNC (75 MHz,
DMSO-dg) para os derivados do tiazdla-g)

RMNC (Acetona-d ¢, 75,4 MHz, & ppm)

Composto
C=N HC-S Cc=C Aromaticos

Cl

170,17 103,61 138,84 133,77;129,05; 128,16; 127,58

Vila / }NHz

139,71, 138,68, 134,06, 128,98, 127,41,

168,25 101,79 149,48 126,71; 126,44, 126,12

N
Vlilb / \
NH,
O,N
N 169,49 107,45 143,18  140,09; 138,36; 126,30; 127,07;
Vllc / \
NH,
Br
N 167,89 109,65 144,32 129,42; 126,05; 125,05; 119,35
Viid NH,
F
154,66; 154,30; 129,05; 128,87; 115,78;
N 171,76 117,65 147,93 114,38
Vile / \
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Tabela 29: Principais deslocamentos quimicos observados npscees de RMMNC (75 MHz,
CDCI;) para os derivados do tiazMI(la-f )

() Deslocamentos Quimicos

Composto .
N=C-N HC-S C=C-N CH=N CHs30 Aromaticos
d
y g 137,25; 133,18;
132,86; 132,13;
N 169,17 113,46 148,22 159,62 - 12048 12778
[\ 126,38; 124,83
S N a
Vllla
d
y 146,47; 146,13;
CH,0 135,50; 134,28;
N 167,95 114,15 148,46 15544 53,47 50" 5 1567
/I \\ o 122,98 108,11
S N OH
Vilib
a
136,10; 135,84;
H 135,14; 132,58;
N 169,71 113,41 148,36 157,84 - 129,14; 130,58;
I\ o 128,38; 113.11:
N 111,71
OH
Vilic
d
155,82; 136,53;
H 135,62; 133,88;
N OH 168,99 113,10 147,89 157,96 - 129,21; 128,46;
I\ 120,58; 128,38;
N 120,36; 117,23;
S
Viiid
(o]
H 134,14; 130,12;
N 167,74 119,62 147,09 147,85 - 129,34;128,73;
/ \ 124,16
N/ NO
S 2
Ville

147,19; 135,20;
138,95; 134,17,

cl
H NO,
N 129,81; 127,36;
A 169,15 109,12 146,83 149,61 - 130,73; 147,46;
)\ V4 123,76; 129,81;
s N 131,66; 129,34;

126,78
VIl




118

5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS

Entre os compostos testados ficou evidente uma acado antimicrobiana mais
efetiva pelos compostos derivados da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona, evidenciada pela
formacao dos maiores halos de inibigéo e apresentarem, um maior espectro de agao

frente as cepas dos micro-organismos testados.

5.3.1 Halos de inibicdo dos derivados da tiazolidin  a-2,4-diona e 4-tioxo-
tiazolidina-2-ona frente as cepas testadas

Entre os 23 compostos testados, 16 formaram halos de inibicdo em pelo menos
um micro-organismo testado, confirmando a potencial atividade antimicrobiana
desses heterociclos conforme observado por Tomasic et al. (2010). Os derivados
tiazolidinicos, que possuem o0 grupo tiocarbonila foram os que apresentaram maior
potencial contra os S. aureus.

Dentre os compostos avaliados, llla, lllb e llle foram os que apresentaram 0s
maiores halos de inibicdo frente ao maior numero de micro-organismos testados.
Outro fato importante € que estes compostos apresentaram melhor desempenho
frente as bactérias Gram-positivas (Tabela 28).

H H

O\ N/ S\ '\/ ] N/

[\ PN Pe
pe s @J :
(h () (llla-f)

Ila R =3-OH; 4-OCH,

llb R =3-OCHjs, 4-OH

lllc R=2-0OH

llld R=4-OH

llle R=2-OH;5-Cl

llIf R=4-Br

0 H Ry R1
NN
: S e
O o
oA
(IVa-e) S
(

Via-g)
IVa R =4-OCHs Va R,_3-Cl Vla R=24-(0CHz)y; R;=3-Cl
IVb R=4-OH Vb R, _4-NO, VIb R =3,4,5-(0CHg)s; Ry =3-Cl
IVc R=3-CHg Vic R=2-NOy; R;=3-Cl
IVd R= 4-N02 Vid R= 3-Cl; R1=3-Cl
Vle R= 3'OCH3; Rl = 4'N02

IVe R =3-NO,

IVf R =3.CHO, 4.0H VIf  R=34,5(CHs)s; Ri=4-NO

V|g R =3-Cl; R, =4-NO,



Tabela 30:halo de inibi¢gdo dos derivados tiazolidinicos
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Micro-organismos-teste

Compostos Gram-positivo Gram-negativo AéI\_((::(iijocl; Levedura Fil ;#12?]?050
300ug resistente
(X£9) S. M. E. B. P. E. S. M. C. M.
aureus luteus  faecalis subtilis aeruginosa  coli marcescens smegmatis albicans sitophila
1 6 138 16 39 224 398 71 1007 2083
| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1] 19,3:0,47 25,8:0,16 22,2:0,62 21,0:0,16 0 0 0 18,5 0,41 19,2:0,62 0
Ila 21,#0,47 35,0:0,82 21,8:0,25 11,#0,47 13,:0,82 13,1+0,19 0 455%0,41 20,%0,19 9,2+0,16
b 18,3:0,09 48,8:0,16 21,0:0,16 25,80,16 10,2:0,09 11,2:0,16 10,90,09 24,9:0,09 20,9t0,19 Nt
lllc 19,3:0,47 24,7#0,94 21,8:0,62 30,8:0,62 0 0 0 24, 70,85 0 0
Id 18,50,41 27,0:0,82 22,2:0,62 51,2:0,24 0 11,4:0,80 0 45,5:0,41  26,7#0,47 0
Ile 20,3:0,47 40,50,41 25,#0,57 30,0:0,41 11,%0,09 11,3:0,47 12,0:0,12 29,80,62 20,0:0,82 10,3:0,24
I 22,90,09 21,0+0,16 17,1+0,19 18,0t0,41 0 0 0 17,1+0,19 15,20,62 nt
IVa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 nt
IVb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 nt
Ve gom062 0  10,9:0,09 13,0:0,82 0 0 0 0 0 nt
VA 203047 0 10,2095 153:0,47 0 0 0 0 0 nt
Ve 102095 0 0  12,0:0,12 0 0 0 0 0 nt
v 10,9+0,09 27,1+1,15 0 11,8:0,56  15,3:0,47 0 0 19,3:0,77 16,0:0,82 nt
Va 9,4+0,08 28+0,16 8,4+0,17 8,4+0,05 0 0 0 12,1+0,09 0 0
Vb 8,2+0,62 0 11,0:0,82 0 0 0 10,5:0,81 11,8:0,56 11,3:0,47 0
Via 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vib 8,5+0,41 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vic 8,3+0,47 0 0 17,8:0,62 0 0 0 0 0 0
Vid 8,2+0,62 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vie 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VIf 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vig 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Can®(30ug) 23,0:0,82 28,3:0,09 0 14,:0,82 20,:0,12 15,%0,19 15,0:0,12  40,&:0,12 nt nt
Cef®30ug) 35,3:0,09 54,0:0,12 24,1+0,19 45,0:0,12 0 24,3:0,09 0 0 nt nt
Cet®(300ug) nt nt nt nt nt nt nt nt 24,1+0,19 22,0:0,82

Compostos padré@: Cef = Cefalexina; Cet = Cetoconazol; Can = Canamajant = ndo testado
X = Media
4 = Desvio padréo

Os compostos (lllb e llle) inibiram 100% dos micro-organismos testados e o

composto (llla) também se mostrou eficaz, porém n&o inbiu o crescimento de

apenas um micro-organismo Gran-negativo da Serratia marcescens (DAUFPE-398).

Os halos formados pelo composto llid frente ao B. Subtilis e Illa e llld ao M.

smegmatis foram maiores que os formados pelos padrdes testados (Tabela 30).
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Trés compostos (llla, llld e llle) apresentaram halos de inibicdo maiores do que
0s padrdes testados, estes compostos foram considerados exelentes. Os compostos
com maior atividade antimicrobiana foram 0s que possuem 0 grupo tioxo na posicao
4 do anel tiazolidinico, indicando que, conforme ja mostrado por Gouveia et al.,
(2009). O bioisosterismo na sintese organica constitui um elemento potencializador
da atividade microbiolégica desses compostos.

Os derivados tiazolidinicos que revelaram halos de maior expressao nos testes
de disco foram escolhidas para a determinacdo da (CMI) Consentragdo Minima

Inibitéria e (CMB) Consentracdo Minima Bactericida.

5.3.2 Halos de inibicdo dos derivados tiazdlicos fr  ente as cepas testadas

Os derivados tiazélicos Vlla, Vlle e VIIf formaram halos de inibicdo frente aos
micro-organismos testados, com destaque para o Vlle que apresentou maior
espectro de acdo antimicrobiana, com halos que se aproximam dos expressos pelos
compostos padrao para as cepas S. marcescens, M. smegmatis (Tabela 31). Este
mesmo produto formou halo significativo frente a C. albicans, indicando também
potencial antifungico, como ja é relatado pela literatura (MAMOLO et al., 2003;
BHARTI et al., 2010).

Mamolo et al., (2003) afirmaram que o potencial antimicrobiano dos derivados
tiazdlicos ndo estdo condicionados aos efeitos retiradores ou doadores de elétrons
dos substituintes do anel aromatico ligado ao anel tiazol, embora que,
contraditoriamente, afirmem que estar relacionada a posicado para ou meta do anel
aromatico que além do fator estérico, também implica na questao eletrénica. Porém,
nesse estudo os composto com os substituintes CI (cloro) e F (fluor) na posicao
para, apresentaram maior acao antimicrobiana frente as cepas testadas.

Siddiqui et al., (2009) associaram a ampliagdo do potencial bioativo e a
reducdo da toxicidade desses derivados as modificacbes do anel tiazélico. Todavia
Bharti et al., (2010) atribuiram a potencializacdo antimicrobiana, em especial o efeito
antifangico a introdug¢é@o do anel ciclico 2,4-dissubstituido do anel aromatico ligados
ao gropo azometina (N=CH) das bases de Schiff ligadas ao anel tiazol. Embora
neste estudo os compostos Vllle e VIIIf tenham apresentado acdo antimicrobiana

com halos que variaram entre 8 e 20 mm. Isto mostra que 0S compostos que
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apresentam em sua estrutura a ligacdo (N=CH) das bases de Schiff ligadas ao anel

tiazolico ndo foram os que apresentaram maior potencial antimicrobiano.

R R
H
N
N
I\ Ry
/ >\NH )\N)\Q/
s 2 S
Vlla R=4-Cl Villa R=4-Cl;R,=2,4-Cl,
VIIb R =4-Fenil Ville R=4-Cl;R;=4-NO,
Vilc R =4-NO, VIIIf R =4-Cl; R, = 2-NO,
Vile R=4-F

Tabela 31:halos de inibicdo dos derivados tiazdlicos em distmpapel de 6 mm

Micro-organismos-teste

Alcool-4cido

Compostos Gram-positivo Gram-negativo - Levedura

3oqlg resistente

X+8) S. M. E. - P. E. S. M. C.
- aureus luteus faecalis subtilis 16 aeruginosa  coli marcescens  smegmatis albicans

1 6 138 39 224 398 71 1007

Vila 11,670,47 20,670,47 11,66:0,47 8,66t0,47 0 0 0 17,3%0,47  8,670,47
Vilb 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vil 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vile 14,330,47 20,3%0,47 12,670,47 12,6%0,47 0 11,670,47 11,3%0,47 34,6047  20,6%0,47
Villa 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ville 10,330,47 10,0Gt0,00 0 8,33t0,47 0 0 0 0 0
Vit 11,670,47 0 8,330,47 8,33t0,47 0 0 0 20,6#0,47  8,330,47

Can®(30ug) 23,:0,82 28,3:0,09 0 14,0:0,82  20,8:0,12 15,1¥0,19 15,0t0,12 40,0:0,12 nt

Cef®@30ug) 35,30,09 54,0:0,12 24,10,19 45,0:0,12 0 24,3t0,09 0 0 nt

Cet®(300ug) nt nt nt nt nt nt nt nt 24,1+0,19

Compostos padré@: Cef = Cefalexina; Cet = Cetoconazol; Can = Canamajant = ndo testado
X = Media
0 = Desvio padréo

5.3.3 Concentragédo minima inibitéria (CMI) e Concen tragdo minima bactericida
(CMB)

A CMI e CMB foram determinadas para os produtos testados que obtiveram
maiores espectros de acdo antimicrobiana. Com isso essa parte do estudo foi feita
apenas para os deridos da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona (llla-f) (Tabela 32).

A CMI dos compostos llle e llIf quando expostos ao Micrococcus luteus (2
pg/mL) foi semelhante a CMB obtida com a droga padréo (2 pg/mL). Quando
exposto ao Enterococcus faecalis, tanto a CMI quanto a CMB para os compostos llle

e llIf foram maiores do que aquela observada para a cefalexina.
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llla R =3-OH; 4-OCH,
lllb R =3-OCHg, 4-OH
llic R=2-OH

llld R=4-OH

llle R =2-OH;5-Cl
if R=4-Br

Tabela 32 -Determinacdo da CMI e CMB dos derivados 4-tioxadi@in-2-ona

Micro-organismos-teste

c Staphylococcu  Micrococcus Bacillus Mycobacteriunr  Enterococcus Candida
ompostos - . . .
aureus luteus subtilis smegmatis faecalis albicans
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Ila 64 128 16 32 16 32 32 64 128 >128 nt nt
Ilb 32 64 4 8 16 32 nt nt 128 >128 16 32
Ilc 32 64 4 8 4 8 8 16 64 128 4 8
Id 8 >128 4 64 4 16 nt nt 64 >128 nt nt
e 8 16 2 4 2 4 2 4 16 32 4 8
lnif 8 16 2 4 4 8 16 32 16 32 16 32
Cefalexina 8 16 <2 2 <2 <2 >128 >128 >128 >128 nt nt
Cetoconazol nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt <2 2

5.4 ATIVIDADE CITOTOXICA DE DERIVADOS TIAZOLICOS

Os derivados tiazolicos sintetizados e testados mostraram atividade citotoxica
entre moderada e boa para os quatro tipos de células utilizadas nesse estudo. De
acordo com o percentual de inibicdo mostrado na tabela 33, ficou evidente que o
derivado tiazoélico Vllle apresentou maior espectro de acdo frente aos quatro tipos de
células testadas, exercendo uma acéo citotoxica significante (percentual de inibic&o
acima de 50%) para células HEp-2, HT29, MCF-7 e NCI-H-292 (Tabela 33),
chegando a exibir um potencial de inibicdo das linhagens celulares testadas que
variaram entre 55,4 e 100%.

O derivado Vllla também aprsentou acgao citotoxica significante para as células
HEp-2, HT29 e NCI-H-292 com percentuais de inibicdo entre 82,4+0,4 e 98%0,2. O
derivado VIIIf s6 apresentou boa acao inibitéria frente as células NCI-H-292 com
percentual de inibicdo de 65,7+5,1.

Os demais derivados tiazolicos testados apresentaram apenas moderada acéo

citotoxica evidenciando a melhor citotoxidade dos derivados que possuem na sua
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estrutura quimica a presenca da ligagdo (N=CH) referentes as base de Schiff do

anel tiazdlico-2,4-dissibstituido.

Tabela 33 - Percentual de inibicdo do crescimento celular (I@#y amostras em quatro linhagens
tumorais testadas na dose Unica de 25 pg/mL.

A HEP-2 HT29 MCF-7 NCI-H-292
%IC £ & %IC + & %IC + & %IC + &
Vila nt 43,2449 26,7+1,6 33+5,7
Viid nt 0+0 0+0 0+0
Vile nt 26,7+4,2 0+0 26,7+4,2
Villa 82,4+0,4 98+0,2 40,3£10,1 94,2+0,1
Ville 84,4+0,6 10040,1 55,4+0,8 99,7+0,8
VIIf nt 46,1+2 0+0 65,745,1

IC% = Média do percentual de inibigdo celular em triplicata
6 = Desvio Padrao
nt = ndo testado

Na impossibilidade de continuidade deste estudo, os resultados preliminares
sugerem a continuidade do estudo para calcular a Clsp (Concentragédo que reduz
cinquenta por cento da proliferacdo celular). Também sugere fazer a curva em
diferentes concentracfes testadas e descobrir através da reta de regresséo
relacionando o percentual de inibicdo em fungdo da concentracdo logaritma em

todas as concentracdes verificadas para os diferentes tipos de celulas.
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6 PESPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante dos resultados apresentados nos testes biolégicos in vitro, foi sugerida a
possibilidade de testar estes compostos para diferentes atividades farmacolédgicas
como: antiinflamatoria, antiglicemiante, anticonvulsivante etc. Pois a literatura ja
descreve alguns compostos dessa classe com comprovada atividade.

Estudos envolvendo mecanismos de acdo sado necessarios para o completo
entendimento das atividades antimicrobianas dos compostos sintetizados nesta
pesquisa e estabelecer um comparativo de atividade pela substituicdo nas diferentes
posicoes do anel heterociclo para verificar a relacdo entre tamanho da molécula,
absorcdo molecular e atividade bioldgica.

Avaliar a toxicidade aguda “in vivo” para os derivados 5-arilideno-4-tioxo-
tiazolidina-2-ona e da 4—fenil-substituido-2-amino-tiazol comparar esse perfil de
toxicidade com antibiéticos utilizados atualmente e testados “in vivo”.

Realizar estudo de Docking para avaliar o planejamento de sintese com alvo
mais especifico. Modificacdes moleculares e avaliagdo da influéncia gerada sobre as
atividades antimicrobiana e antiproliferativa.

Promover a continuacdo da sintese de novos derivados tiazolidinicos e

tiazolicos e submeter a atividade citotoxica com outras linhagens de células.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo foram sintetizados 23 compostos tiazolidinicos e 11 compostos
tiazolicos, por meio de reacfes de tionacdo, condensacado e alquilacdo com
rendimentos entre 30 e 85%.

Entre as séries de compostos sintetizados, estdo os derivados da tiazolidina-
2,4-diona e da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona.

A série da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona originou seis compostos substituindo o
oxigénio da posicao 4, por enxofre, caracterizando assim, o bioissterismo.

Os derivados tiazélicos obtidos apresentaram rendimentos variados entre 23
e 92% e foram caracterizados por métodos espectroscopicos convencionais
como RMN *H, RMN *3C, IV, Massa e anélise elementar.

Os derivados 5-arilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-ona  (llla-f) apresentaram
relevante atividade antimicrobiana, com acdo frente as bactérias Gram-
positivas.

Os derivados tiazodlicos sintetizados e testados apresentaram evidente
atividade antifungica e citotéxica.

Estes compostos revelaram promissora atividade antiproliferativa frente as
células neuplasicas derivadas de carcinomas humanos como: HEP-2
(epidermoide de laringe) HT29 (de célon), MCF-7 (de mama) e NCI H-292 (de
pulmao).

Os derivados 5-arilideno apresentaram boa atividade contra bactérias Gram-
positivas.

Os derivados 5-arilideno-4-tioxo-tiazolidina-2-ona foram responsaveis pela
acao antibacteriana dessa classe de compostos.

Os derivados da 4-tioxo-tiazolidina-2-ona  apresentaram  atividade
antimicrobiana com largo espectro de acdo para bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas, alcool acido resistente e levedura.

Os compostos com maior espectro de acao apresentaram também baixa
concentragdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima bactericida
(CMB).

Apesar dos derivados 3-substituidos da tiazolidina-2,4-diona formarem halos
de inibicdo contra alguns dos micro-organismos testados, ndo se revelaram

mais potentes que a cefalexina.
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Synthesis and antimicrobial activity of thiazolidinedione and 4-thioxo-

thiazolidinone derivatives
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Abstract With the intention of extending the spegtrof antimicrobial activity, thiazolidine
derivatives were synthesized using alkylation, rihiton, and condensation reactions to
promote substitution at positions 3, 4, and 5 oa hieterocyclic ring respectively. The
compounds were synthesized from thiazolidine-2ghdiin 2 series: thiazolidine-2,4-dione
(1) and its derivatives and 4-thioxo- thiazolidia®@ne (2) and its derivatives. All the
synthesized compounds only exhibited the configomaZ. Using a disc diffusion method,
antagonistic activity was verified against gramippes and gram-negative bacteria, acid-
alcohol resistant bacteria, yeast, and filamentduagi. The minimum inhibition
concentrations (MIC) and minimum bactericidal carications (MBC) were determined. All
compounds containing the 4-thioxo group demongstratetimicrobial activity, especially
compounds 3b-c, which had the widest spectrum tingrobial action inhibiting 100% of
the microorganisms tested. The compound 3c was reffeetive than the standard drug
cefalexin. The MBCs of compounds 3d and 3f wereilamio those of the standard drug
ketoconazole used to tre@andida albicansdemonstrating the excellent antifungal activity

of these compounds.
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1 Introduction

The emergence of a variety of new bacterial stréhas are capable of causing infection
and death has challenged specialists researchoagthie compounds. This has led to the
production of new, broad-spectrum antibiotics.

Bacterial infections have been responsible for sahéhe most deadly diseases and
epidemics in human history. The recent increasbaicterial resistance to antibiotics, has
created a need for more effective and less aggeessitimicrobial therapieS.A molecular
modification method using a pharmacophore groupedaprototype, which has known
biological activity, is used to research new drugew compounds based on this prototype
can be synthesizéd.

Structural changes to a molecule can alter itsiphlyproperties and reactivity affecting its
access to enzyme active centres and receplaree synthesis of new compounds based on a
prototype can result in new drugs that are moréciefft at combating antimicrobial
resistance.

These antimicrobial drugs have saved lives andoetithe suffering of millions of people.
‘By helping to bring many serious infectious dismasinder control, these drugs have also
contributed to the major gains in life expectanggerienced during the latter part of the last
century’ ¥

Several literary works have addressed the syntleésiempounds with biological activity,
including antimicrobial compounds®

Thiazolidine derivatives and their analogous strtes, synthesized by substituting various
positions on the heterocyclic ring, are powerfud active molecules.

Owing to their pharmacological and antimicrobiabgerties, thiazolidine derivatives have
been synthesized and evaluated in a number ofestunlier the last decad&s? Many
researchers have examined the biological propesfiisiazolidinone derivatives synthesized
by substituting different positions on the hetemicyring, and have found cardiotorfit,
anticanceF** anticonvulsivant® and antimicrobial action’d®*® Many of these synthesized
derivatives have been tested against gram-poséne gram-negative bacteria, including
Mycobacterium tuberculosiswith satisfactory result$” Some derivatives of thiazolidine-
2,4-dione have been synthesized to determine #rimicrobial activitiesin vitro against
Candida albicans Staphylococcus aureusnd Escherichia coli. The tested compounds
demonstrated moderate activity agai@saureusNone of the compounds were active against

E. coli, and only 2 compounds show antifungal activityiagfC. albicanscomparable to that
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of fluconazolé!® Thiazolidinone was also tested against other roiganisms, such as
Aspergillus ochraceudVilhelm (AUCC-230) andPenicillium chrysogenunfhom (AUCC-
530), and was shown to be active against all thes®oorganisms. These results were
comparable to the antimicrobial drug mycostattflet-Thiazolidinones have been shown to
be new inhibitors of the bacterial enzyme Mur B,iskhacts as a precursor during the
biosynthesis of peptidoglycan. Mur B is an enzymigue to prokaryotic cells. Peptidoglycan
is an essential component of the cell wall of bgthm-positive and gram-negative bacteria
[20, 21]

In an attempt to develop substances with more wffecbiological activity, new
derivations of thiazolidine were designed and sgsitted using alkylation, thionation, and
condensation reactions to promote substitutionoaitions 3, 4, and 5 respectively on the

heterocyclic pentagonal ring. The antimicrobiahaties of these compounds were tested.
2 Results and discussion
2.1 Chemistry

The thiazolidinone derivatives tested were synitegbifrom thiazolidine-2,4-dione in 2
series: thiazolidine-2,4-diond ) and its derivatives and 4-thioxo-thiazolidine-20@) and
its derivatived??! In the first series, the carbonyl group 4 of thiafine-2,4-dione was
substituted with sulphur to compose 4-thioxo-thi@loe-2-one R). For this study,
thiazolidine-2,4-diong1) was prepared by a reaction of monochloroacetid and thiourea
refluxed in watef?!
The 4-thioxo-thiazolidine-2-on€2) was prepared by reacting compouhgvith Lawesson’s
reagentin dry dioxand**?*?®! The 5-arylidene-4-thioxo-thiazolidine-2-one3a-f were
prepared using sodium acetate as a basic catalystd substitution of aromatic aldehydes to
equimolecular amounts @fin glacial acetic aci€??® The 3-(benzyl)-thiazolidine-2,4-diones
4a-b were synthesized by reacting compoundith 3-chlorobenzyl chloride or 4-nitrobenzyl
bromide and KOH dissolved in ethanol under reflllke 5-arylidene-3-benzyl-thiazolidine
2,4-dionesba-g were prepared by condensidg-b, aromatic aldehydes, glacial acetic acid,
and sodium acetate reagefit€” The synthetic route of compounds is outline@ameme 1.

InsertScheme lhere
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InsertTable 1 here

The chemical structures of the synthesized compoumgre determined using
spectroscopic methods such as: infrared, nuclegnete resonance (NMR) spectra, mass
spectrometry and elemental analysis. Complete datacerning the physicochemical
properties of all the synthesized compourids, 3a-f, 4a-b and 5a-gare summarized in the
experimental section of this paper. The method ridseset works well with a variety of
aromatic aldehydes including those with mono amdlastitutions. The electron donating and
electron withdrawing groups present in aryl aldedsydid not appear to alter the method in
terms of yield and reaction times.

The condensation of benzaldehyde in position 5 haf 4-thiazolidinone ring should
theoretically produce both geometric isomers Z B All of the synthesized compounds,
however, only exhibited the configuration Z, asified by the 'H NMR spectra. Past
literature has described similar results. After cteg isostere imidazolidines and

benzaldehydes in medium acid, the major productiobt! was also isomer'?!
In addition, the study of th&C NMR coupling constants fahe ethylene vicinal

proton and adjacent carbonyl group in arylidenazbiidine and imidazolidine, demonstrated
that these compounds also exhibited the confiqumatz!*?°! In the 5-substituted
thiazolidinone derivatives, the most commonly otsdrconfiguration was Z because the
methine proton was deshielded by the adjacent GwO,was detected at 7.76-8.30 ppth.
These conclusions are strengthened by the fact that isomer Z is the more
thermodynamically stable isomé#>"!

The Z configuration of the arylidene-5-thiazolidiBgl-dione derivatives was determined
using crystallization and X-ray guidéti NMR analysis under a variety of experimental

conditiong®*%2

2.2 Microbiological activity

Gram-positive and gram-negative bacteria, acidraltaesistant bacteria, filamentous
fungi, and yeast were selected for the examinatioantimicrobial activity in vitro, via the
disk diffusion method, and determination of the imuam inhibitory concentrations (MIC)

and minimum bactericidal concentrations (MBC).
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2.2.1 Disk diffusion method

This method tests antimicrobial activity by examidiffusion in paper diské! against
gram-positive bacterieS{aphylococcus aureusDAUFPE 1,Micrococcus luteus BPAUFPE
6, Bacillus subtilis -DAUFPE 16,Enterococcus faecalis PAUFPE 138), gram-negative
bacteria Pseudomonas aeruginos®AUFPE 39 Escherichia coli DAUFPE 224 Serratia
marcescens DAUFPE 398), acid-alcohol-resistant bactemdy¢obacterium smegmatis -
DAUFPE 71), yeastGandida albicans DAUFPE 1007), and filamentous fundgvi¢nilia
sitophila - DAUFPE 2083) obtained from the cultures collectioh the Antibiotics
Department at the Federal University of Pernami{UéePE) Brazil.

Paper disks (Whatman n° 2) with 6 mm diameters wamegnated with 2QL of a
15.000 pg/mL solution of the synthesized compounds, dissbin dimethylsulphoxide
(DMSO). The disks were then placed in medium sowith vone of the various test
microorganisms. Ketoconazole® (Neoquimica), for fungi and yeastd aGefalexin®
(Eurofarma) and Kanamicin (CECON- Centro de Costrel Produtos para Diagnosticos
Ltda.), for gram-positive and gram-negative baatewere used as standards against which
the antimicrobial activity of the synthesized compds was compared. The tests were carried
out 3 times, with the results expressed as ariticragkerages (in millimeters) of the diameters
of the inhibition halos that formed around the digk each of the three trials. The control test
was carried out with DMSO soaked disks. Compofirdid not demonstrate antimicrobial
activity, but when the carbonyl oxygen 4 was exgeahwith sulphur to form the compound
2, three classes of microorganisms were inhibitedan@positive bacteria, acid-alcohol—
resistant bacteria, and yeashis demonstrates that the substituting sulphuthenplace of
oxygen at position 4 of the thiazolidinic ring canhance the antimicrobial activity of the
pharmacophore group in these compounds. The coatiem®f benzaldehyde at position 5 of
4-thioxo-thiazolidine-2-one2), forming the product8a-f, increased the action of compound
3aagainst gram-negative bacteria.

On the other hand, when aryl chlorides and bromides substituted giosition 3 of
thiazolidine-2,4-dione 1) yielding 4a-b, the products showed decreased antimicrobial
activity. When compoundgla-b was condensed bybenzaldehyde at position 5, the
derivatives $a-g) almost completely lost their ability to act agdithe tested microorganisms
(Table 2.

The results of this study demonstrate significantinaicrobial activity for compound3a-f,
with emphasis oB8c demonstrating the largest spectrum of inhibitiafok. The antimicrobial
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activity of 3c was comparable to the standard compounds tesiefirroing the antimicrobial
activity of thiazolidinic compounds described i titerature®*®!

The compounds with the greatest antimicrobial @gtswere those with the sulphur atom
at position 4, indicating that this atom may hameraportant role in this position. This result
corresponds with the findings mentioned in pastaiture?®!

All compounds containing the 4-thioxo group showmbitive results, especiallgb-c,
which demonstrated the widest spectrum of antirbiedcaction. These compounds inhibited
100% of the microorganisms tested, includbgrratia marcescend.he compoundc was
more effective than the standard drug cephalexith wéspect toEnterococcus faecalis
Mycobacterim smegmatiSerratia marcescens, Enterococcus faecal Bacillus subtilis
It was also more effective that kanamycin agaMgtrococcus luteusnd Bacillus subtilis
(Table 2). While kanamycin was inactive agaigsterococcus faecalisll the compounds of
the 4-thioxo group were active against this microbe

The compounds revealing the greatest and mostfisgmi halos in the disk tests were

chosen for the determination of MIC and MBC.

2.2.2 Minimal Inhibition Concentration (MIC) and Mi nimum Bactericidal
Concentrations (MBC)

Minimal inhibition concentration (MIC) values, exgased inug/mL, are shown in Table 3.
MIC is considered to be the smallest concentradiban inhibitor drug that is active against
any visible growth of a microorganism (medium tdityi) after 24 hours of incubatidfr’

The analysis was performed considering the conagoitr of the last plate that inhibited
growth of the microorganism (greater than 50% dkiercontrol for MIC) and the first plate,
where there was no bacterial growth (100% overrobfdar MBC)

Tests were conducted to determine the MIC and MB@® compoundd, 3a-f) and the

standard drugs, cephalexin and kanamicin with aftoorganisms (Table 3)
Inserttable 2 here
Inserttable 3 here

The compounds that exhibited the widest spectrurantimicrobial activity in the disk

diffusion tests, compounds and 3a-f, were selected to determine the MIC and MBC. MIC
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was found by inoculating a series of tubes contgira specific volume of Mueller—Hinton
nutrient broth and different concentrations of coopds2 and3a-f with known volumes of
various microorganisms in suspension.

The compoundg, 3b, and3c gave MIC values of 8 and MBC values of dg/mL against
Staphylococcus aureus. These results were sinildrose obtained using standard cefalexin.
MIC and MBC values showed that was more effective than the standard drug cefalex

when used against Enterococcus faecalisMycbbacterium smegmatis
3 Conclusion

This study was able to identify certain factors thre tested compounds that were
responsible for antimicrobial activity. It may bencluded that antimicrobial activity depends
on 3 factors: the atoms that exist in the moledhle,position of these atoms in the molecule,
and the substituent groups present. The sulphuan atgposition 4 and the benzylidene group
at position 5 of the thiazolidine ring were respblesfor the antimicrobial activity of the most
effective compounds. When the 4-nitrobenzyl grougswvattached to position 3 on the
heterocyclic ring to produce compouddt), the molecule lost all remaining antimicrobial
activity.

The compoundg, 3c, and3d produced an MIC of 8 and an MBC of i§/mL in response
to Staphylococcus aureusimilar to the results obtained with the standaafalexin.

The MBC of compound3c and3d when exposed thlicrococcus luteus4(ug/mL) was
similar to that obtained using the standard drugg/2nL). When exposed ténterococcus
faecalis both the MIC and the MBC for compourtsand3d were higher than that
observed for cefalexin.

The MBCs for compound3d and3f againsiCandida albicansvere similar to the standard
drug ketoconazole, demonstrating the excellenfuargal activity of these compounds.

A series of derivatives, (Z) 5-arylidene-4-thioxvatzolidine-2-one and (Z) 5-arylidene-3-
benzyl-thiazolidine-2,4-dione, were synthesized thiocarbonylation , condensation, and
alkylation reactions, replacing positions 4, 5, aBd respectively, on the ring. All
condensation reactions were stereoselective progutie Z configuration, consistent with
what has been reported in the literatgfeThe structures of the compounds obtained were
characterized by conventional spectroscopic meth@ts NMR, *C NMR and IV).
Derivatives like 5-arylidene-4-thioxo-thiazolidirieene showed significant activity against
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gram-positive bacteria, highlighting the importanct the 4-thioxo and 5 benzylidene
substituents for increasing the antibacterial agtiof this class of compounds. Additionally,
the compound3b (with substitutions of hydroxy and methoxy in theylidene group)
demonstrated a broad spectrum of activity and ad gabibitory effect, highlighting the
importance of substituents on the benzylidene gfoufncreasing antibacterial activity. The
thiazolidine 3-substituted derivative in the thibdime-2,4-dione series demonstrated reduced
antimicrobial activity as compared to the 5-subgdtdl 4-thioxo-thiazolidine-2-one,
suggesting that the sulphur atom in position 4ywel as an extended structure and lower
molecular weight, may favour antimicrobial activitythese compounds.

Past literature suggests that in lateral chain @amg@s, adding various rings to the
structure, or replacing chains for rings and vieesa, are manipulations that may affect the

biological activity of these compoufit!
4 Experimental
4.1 Chemistry

All melting points were determined using QUIMIS (deb 320.23) and are uncorrected. IR
spectra were recorded using KBr discs presseditets) ¢maxin cm*) on a BRUKER IFS-
66 IR spectrophotometetH NMR and**C NMR spectra were measured on a VARIAN
VNMRS 400-MR, using 400 MHz fofH and 75.4 MHz for*C in CDCk and DMSO
maintained at 25 °C using Y& (TMS) as an internal standard. The chemicaltshifere
reported ind units and the coupling constants (J) were repometertz. The following
abbreviations were used to indicate the peak nmigitya s (singlet), d (doublet), dd (double
doublet), ddd (double doublet, doublet), t (tripleind m (multiplet). C, H, N, and S analyses
were performed with a Carlo Erba model EA1108 elstiadeanalyzer. Mass spectra were
recorded on a Varian MAT 711 spectrometer at actre impact of 70eV. Thin layer
chromatography was performed on pre-coated siliatep (Merck Kiesegel 60 F254), and
column chromatography was performed using silidgrgesh 70-230). The spots were easily

visualized under ultraviolet light.
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4.1.1 Synthesis of thiazolidine-2,4-dione (1)

CompoundL (thiazolidine-2,4-dionelvassynthesized by refluxing monochloroacetic acid
and thiourea in water. This compound was synthdsiaecording to a published
procedurd®*3®! Molecular formula GHzO.NS; yield 78%; mp 118-120 °C; Rf 0.48 (0.9:0.1
CHCI3/MeOH). Recrystallisationwater.

4.1.2 Synthesis of 4-thioxo-thiazolidine-2-one (2)

The compound 4-thioxo-thiazolidine-2-one was sysitted by refluxing a suspension of 5
g thiazolidine-2,4-dionel( (4.27 x 1¢ mol) and Lawesson's reagent (4.27 ¥ ol) in dry
dioxane (35 mL) for 7 hours with continuous stigirAfter cooling, the compound was
evaporated to half its original volume and allowedaool to room temperature. The separated
solid product was filtered, washed with n-hexanad aecrystallised in ethanol. This
compound was synthesized according to a publishezepurd®>?® Yield 85%; mp 140-141
°C; Rf 0.46 (0.95:0.05 CHgMeOH). Recrystallisation: ethanol; IR (KBr 1%ax cni’)
3115 (NH); 1710 (C=0); 1640 (C=SH NMR (DMSO-d; 300 MHz,& ppm): 13.54 (s, 1H,
NH); 4.60 (s, 2H, CH. Anal. Calcd. for GH3ONS;: C, 27.06; H, 2.27; N, 10.52; S, 48.14.
Found: C, 27.18; H, 2.37; N, 10.48; S, 48.24. HRMS3.1915.

4.1.3 Synthesis of substituted 5-arylidene-4-thietkeazolidine-2-ones (3a—f)

The compound8a—f were synthesized from a solution of 4-thioxo-tbiadine-2-one 2)
(0.300 g, 2.25 x I®mol) in glacial acetic acid (7.0 mL), with addeodaim acetate and
aromatic aldehyde (0.184 g, 2.25 x*1ol). The reaction mixture was heated under reflux
and continuously stirred for a period of 2—6 hounsgil the mixture reached approximately
half its original volume. The products were allowsabl to room temperature before being
submitted to an ice-water bath. The compounds vieea filtered, washed with water
followed by n-hexane, and placed into a chromagggyacolumn. These compounds were

synthesized according to a published proceffire.
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4.1.3.1 5-(4-bromobenzylidene)-4-thioxo-thiazolidine-2- on€3a)

Molecular formula GHsONSBr; yield 61%; mp 147-149 °C; Rf 0.46 (0.96:0.04
CHCIyEtOH). Recrystallisation: methanol; IR (KBr 1%pyax cm) 3161-3075 (NH); 1688
(C=0); 1582 (C=C); 1460 (C=S}H NMR (acetone-g 300 MHz,d ppm): 8.09 (s, 1H, CH=);
13.54 (s, 1H, NH); 7.78-7.73 (m, 2H, Ar); 7.68—7®8, 2H, Ar) benzylidene®*C NMR
(Acetone-d, 75.4 MHz,6 ppm): 170.81 (C=0); 185.02 (C=S); 149.59 (C=C)%.18 (CH=);
138.88 G; 133.97 G; 135.12 G; 125.93 G; 135.12 G; 133.97 G.(benzylidene). Anal.
Calcd. for GoHsONSBr: C, 40.01; H, 2.01; N, 4.67; S, 21.36. Found4Q.03; H, 2.13; N,
4.67; S, 21.39. HRM$ 300.2024.

4.1.3.2 5-(3-methoxy-4-hydroxybenzylidene)-4-thioxo-thiazatline -2-one (3b)

Molecular formula @GHO.NS,; yield 35%; mp 215-216 °C; Rf 0.50 (0.94:0.06
CHCIy/EtOH). Recrystallisatiormethanol; IR (KBr 1%ymax cmi’) 1688 (C=0); 1570 (C=S);
3443 (OH).*H NMR (CDCk 300 MHz, 3 ppm): 3.84 (s, 3H); 8.06 (s, 1H, CH=); 10.20 (s,
1H); 13.68 (s, 1H, NH); H2' 7.25 (s, 1H); H5' 6.96; J = 8.29 Hz); H6' 7.19 (d; J = 8.29
Hz). °C NMR (Acetone-g, 75.4 MHz,d ppm): 170.83 (C=0); 185.02 (C=S); 149.59 (C=C);
176.08 (CH=); 133.68 £ 114.61 G; 151.23 G; 150.16 G; 118.69 G; 127.38 G
(benzylidene) Anal. Calcd. fori¢HyO.NS,: C, 49.43; H, 3.37; N, 5.24; S, 23.97. Found: C,
49.47; H, 2.37; N, 5.29; S, 23.97. HRN267.3273. OK Ok

4.1.3.3 5-(2-hydroxy-5-chlorobenzylidene)-4-thioxo-thiazoliline-2-one (3c)

Molecular formula GoHsO.NS,Cl; vyield 58%; mp 211 °C; Rf 0.61 (0.98:0.02
CHCIyMeOH). Recrystallisation: methanol; IR (KBr 1%sax cm*) 3160-3040 (NH); 1660
(C=0); 1560 (C=C); 1420 (C=S¥ NMR (DMSO-d;, 300 MHz,8 ppm): 8.20 (s, 1H, CH=);
10.70 (s, 1H, de, OH); 7.61 (s, 1H6, Ar); 6.97 1#3; J = 8.4 Hz); 7.16 (d, 1H4; J=8.4Hz),
13.69 (s, 1H, NH)**C NMR (Acetone-g, 75.4 MHz,d ppm): 170.77 (C=0); 184.79 (C=S);
150.44 (C=C); 135.33 (CH=); 127.23;a57.83 G; 120.61 G; 135.95 G; 131.01 G; 135.37
Cs.(benzylidene). Anal. Calcd. forigHsO.NS,Cl: C, 44.19; H, 2.20; N, 5.15; S, 23.57; ClI,
13.07. Found: C, 44.26; H, 2.32; N, 5.19; S, 23@713.09. HRMS, 271.7458.
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4.1.3.4 5-(3-hydroxy-4-metoxybenzylidene)-4-thioxo-thiazotline-2-one (3d)

Molecular formula GHO3NS,. yield 20%; mp 180-181 °C; Rf 0.51 (0.97:0.03
CHCIyMeOH). Recrystallisation: methanol; IR (KBr 1%sax cm*) 3170-3020 (NH); 1680
(C=0); 1540 (C=C); 1460 (C=S); 3440 (OHH NMR (DMSO-a&;, 300 MHz,8 ppm): 4.28
(s, 1H, OH); 7.93 (s, 1H, CH=); 3.81 (s, 3H, OH.0 (s, 1H2, Ar); 7.11 (d, 1H5, Ar; J =
8.0); 7.14 (d, 1H6, Ar; J = 8.0); 13.9 (s, 1H, NHC NMR (Acetone-g 75.4 MHz,5 ppm):
170.81 (C=Q); 184.99 (C=S); 149.64 (C=C); 136.08 (CH=); 5743CH;s); 136.05 G;
119.03 G; 151.74 G; 151.19 G; 115.61 G; 126.68 G.(benzylidene). Anal. Calcd. for
Ci1iHoOsNS,: C, 49.43; H, 3.37; N, 5.24; S, 23.97. Found: €.48; H, 3.47; N, 5.27; S,
23.99. HRMS, 267.3273.0K OK

4.1.3.5 5-(4-hydroxybenzylidene)-4-thioxo-thiazolidine-2-oe (3e)

Molecular formula GoH;O.NS; vyield 45%; mp 149-150 °C; Rf 0.49 (0.5:0.5
CH.Cly/Hex). Recrystallisationmethanol; IR (KBr 1%ymax cm’) 3140-3019 (NH); 1610
(C=0); 1540 (C=C); 1462 (C=S); 3443 (OHH NMR (DMSO-d&;, 300 MHz,5 ppm): 7.70
(s, 1H, CH=); 8.18 (s, 1H, (OH)) ; 8.50 (dd, 2 Hse, Ar; J = 8.18, J = 1.85); 8.50 (dd, 2,H
Hs, Ar; J = 8.18, J = 1.85); 13.80 (s, 1H, NHJC NMR (Acetone-¢, 75.4 MHz,5 ppm):
170.81 (C=0Q); 184.99 (C=S); 149.64 (C=C); 135.16 (CH=); 1339 133.39 G; 119.50
Cs; 161.62 G; 119.50 G; 133.39 G (benzylidene). Anal. Calcd. for;6H;0.NS;: C, 50.63;
H, 2.95; N, 5.90; S, 27.00. Found: C, 50.69; H8219, 5.99; S, 27.14. HRMS237.3008.

4.1.3.6 5-(2-hydroxybenzylidene)-4-thioxo-thiazolidine-2-oe (3f)

Molecular formula GH;O.NS;; yield 57%; mp 209-210 °C; Rf 0.48 (0.7:0.3 Hex¢AAc
Recrystallisation: acetone; IR (KBr 1%ma, cm™) 1694 (C=0); 1462 (C=S); 3440 (OH);
30.47 (NH)."H NMR (CDCk 300 MHz,5 ppm): 8.45 (s, 1H, CH=); 10.85 (s, 1H, OH); 13.77
(s, 1H, NH); H3' 7.42 (d; J = 7.86 Hz); H4' (td; < 7.80, 0.34 Hz); H5' 7.36 (td; J =
8.50,7.09,1.42 Hz); H6’ 6.99 (d; J = 8.28 HAC NMR (Acetone-¢, 75.4 MHz, ppm):
170.81 (C=0Q); 185.02 (C=S); 150.39 (C=C); 134.73 (CH=); 127®1 160.08 G; 119.76
Cs; 133.49 G; 128.48 G; 131.39 G (benzylidene). Anal. Calcd. for;6H;0.NS;: C, 50.63;

H, 2.95; N, 5.90; S, 27.00. Found: C, 50.68; H7219, 5.98; S, 27.17. HRMS237.3008.
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4.1.4 General procedure for the synthesis of 3-beylzthiazolidine-2,4-dione substituted
(4a-b)

Equimolar quantities (3.3 x TOmol) of the substituted thiazolidine-2,4-diones reve
dissolved in ethanol and added drop by drop indolation of KOH dissolved in methanol at
ambient temperature. The mixtures were stirred@min. after which either 3-chlorobenzyl
chlorure or 4-nitrobenzyl bromide (3.3 x46hol) was added. The mixtures were then heated
in an oil bath to 75 °C for 2 h. The reactions wanitored using precoated aluminium silica
gel 60F 254 thin layer plates (Merck) and recryisiation was performed in ethanol. OK OK

4.1.4.1 3-(3-chlorobenzyl)-thiazolidine-2,4-dionetg)

Molecular formula GHsO,NSCI; yield 52%; mp 70-71 °C; Rf 0.50 (chloroform).
Recrystallisation: ethanolR (KBr 1%, vinax cmit) 1751-1670 (C=0)‘*H NMR (CDCk 300
MHz, & ppm): 3.99 (s, 2H); 4.75 (s, 2H); 7.40-7.27 (m).4HC NMR (Acetone-¢ 75.4
MHz, & ppm): 174.38 (C=g@); 178.97 (C=Qy); 36.22 (CH) heterocycle; 51.93 (CH
benzyl; 142.19 ¢ 127.20 G; 136.88 G; 128.22 G; 132.33 G; 127.49 G. Anal. Calcd. for
Ci10HsO:NSCI: C, 49.68; H, 3.31; N, 5.79; S, 13.25; Cl,0B4.Found: C, 49.63; H, 3.34; N,
5.87; S, 13.29; Cl, 14.12. HRM3241.6978.

4.1.4.2 3-(4-nitrobenzyl)-thiazolidine-2,4-dione ()

Molecular formula GHsO4N,S; vyield 57%; mp 116-117 °C; Rf 0.50 (0.99:0.01
CHCIy/EtOH). Recrystallisation: ethanol; IR (KBr 1%ax cm’) 1760-1770 (C=0)H
NMR (CDCl;, 300 MHz,4 ppm): 4.00 (s, 2H); 4.84 (s, 2H); 7.54 (d, 2H; 8.20 Hz) benzyl,
8.16 (d, 2H; J = 8.80 Hz) benzyfC NMR (Acetone-g, 75.4 MHz,5 ppm): 174.32 (C=0);
178.94 (C=Qy); 36.27 (CH) heterocycle; 51.80 (CHibenzyl; 145.93 ¢ 130.87 G; 125.96
Cs; 150.38 G; 125.96 G; 130.87 G Anal. Calcd. for GoHgO4N,S: C, 57.21; H, 4.29; N,
3.33; S, 7.62; Cl, 8.46. Found: C, 57.27; H, 4.88;3.39; S, 7.67; Cl, 8.48. HRMS
252.2503.
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4.1.5 General procedure for the synthesis of 5-angene-3-benzyl-thiazolidine-2,4-

dione (5a—Q)

The 5-arylidene-3-benzyl-thiazolidine-2,4-dione idatives were synthesized using
equimolar quantities (3.3 x Famol) of 3-(3-chlorobenzyl)-thiazolidine-2,4-diortéa) or 3-
(4-nitrobenzyl)-thiazolidine-2,4-dion@lb) dissolved in 15 mL of methanol. These solutions
were added drop by drop to a solution of KOH digsdlin methanol at room temperature.
The mixtures were stirred for 0.30 h after whicB 8.10° mol of substituted benzaldehydes
were addedThe mixtures were then heated in an oil bath t86G%or 2 h. The reactions were
monitored using precoated aluminium silica gel 684 thin layer plates (Merck) and

recrystallised in an appropriate solvent.
4.1.5.1 5-(2,4-dimethoxybenzylidene)-3-(3-chlorcebzyl)-thiazolidine-2,4-dione (5a)

Molecular formula GgH16CINO,S; vyield 75%; mp 131-133 °C; Rf 0.510.7:0.3
CHCIly/Hex.). Recrystallisationethanol; IR (KBr 1%, vmax cm') 1744-1695 (C=0); 1605
(C=C).'H NMR (CDCk, 300 MHz,d ppm): 5.18 (s, 2H, Cht 7.91 (s, 1H, CH=); 6.90 (s,
H,); 7.48 (ddd, &, J =7.97,J =2.15,J = 1.0)46 (t, H; J =7.0); 7.27 (dd, §1J =7.0,J =
1.83) benzyl; 3.87 (8H, OCH); 3.89 (s, 3H, OCEk); 6.57 (s, H); 6.42 (dd, H. J = 8.55, J =
0.56); 7.17 (d, | J = 8.56) benzylidené>C NMR (Acetone-g, 75.4 MHz,5 ppm): 168.58
(C=0y); 166.26 (C=Qy); 119.35 (C=C); 57.76 (OGH C,); 57.41 (OCH, Cj); 146.27
(CH=); 52.15 (CH) benzyl; 142.07 ¢ 129.47 G; 136.91 G; 128.28 G; 132.28 G; 129.76
Cs.(benzyl) 119.65 ¢ 165.04C,; 101.66C3; 163.41C,; 109.26Cs; 133.81Cs.(benzylidene).
Calcd. for GgH16CINO,S: C, 58.53; H, 4.10; N, 3.59; S, 8.21; Cl, 9.14ukd: C, 58.63; H,
4.14; N, 3.56; S, 8.18; Cl, 9.05. HRN|$88.8607.

4.1.5.2 5-(3,4,5-trimethoxybenzylidene-3-(3-chlorbenzyl-thiazolidine-2,4-dione (5b)

Molecular formula GoH1sOsNSCI; yield 42%; mp 108-109 °C; Rf 0.39 (0.90:0.01
CHCly/Hex.). Recrystallisation: toluene; IR (KBr 1%umax cmit): 1582 (C=C); 1729-1673
(C=0).'H NMR (CDCk, 400 MHz,5 ppm): 3.86 (s, 9H, OC#t 5.40 (s, 2H, Ch): 8.21 (s,
1H CH=); 6.90 (s, B); 7.48 (ddd, 4, J =7.97,J=2.15,J=1.00)46 (t, B; J =7.0); 7.27
(dd, Hs; J = 7.0, J = 1.83) benzyl; 6.86 (s, 2 H¢) benzylidene®*C NMR (Acetone-g, 75.4
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MHz, & ppm): 168.70 (C=@Q); 166.29 (C=Qy); 119.98 (C=C); 58.54 (OGH Cs); 63.16
(OCH;s, Cy); 58.54 (OCH, GCs); 147.91 (CH=); 52.12 (Chplbenzyl; 142.12 ¢ 129.51 G;
136.88 G; 128.22 G; 132.33 G; 129.80 G.(benzyl) 132.77 G 109.75 G 154.33 G
143.34G 154.33 G 109.75 G.(benxylidene). Anal. Calcd. forgH;s0sNSCI, C, 57.21; H,
4.29; N, 3.33; S, 7.62; Cl, 8.46. Found: C, 57.BR;4.37; N, 3.33; S, 7.50; Cl, 8.53.
HRMS',419.8872.

4.1.5.3 5-(2-nitrobenzylidene)-3-(3-chloro-benzythiazolidine-2,4-dione (5c¢)

Molecular formula GH1:04N,SCI; yield 33%; mp 157-158 °C; Rf 0.51 (0.45:0.55
CHCly/Hex.); Recrystallisation: ethanol. IR (KBr 1% cm?) 1744—-1695, C=0, 1602
C=C.'H NMR (CDCk, 300 MHz,d ppm) 4.84 (s 2H, Cki 8.19 (s 1H, CH=); 6.90 (s
7.48 (ddd H);, J =7.97,J=2.15,J = 1.010)46 (t H);, J = 7.0); 7.27 (dd &;, J = 7.0, J =
1.83) benzyl; 8.42 (dd $J =8.0,J = 1.12); 7.41(t,H) = 7.78); 7.20 (t K J = 7.8); 7.28 (dd
He J = 7.92, J = 1.42) benzylidenC NMR (Acetone-g, 75.4 MHz,d ppm): 168.70
(C=0y); 166.29 (C=Qy); 121.47 (C=C); 144.23 (CH=); 52.12 (g@tbenzyl; 142.12 ¢
129.48 G; 137.10 G; 128.28 G; 132.40 G; 129.82 G.(benzyl); 133.53 £€147.60C, 129.10
Cs 132.81C4 136.84Cs 134.12Cs.(benzylidene). Anal. Calcd. for,@4,104N,SCI C, 54.47;
H, 2.93; N, 7.47; S, 8.54; Cl, 9.47. Found: C, 24.H, 2.99; N, 7.49; S, 8.44; Cl, 9.54.
HRMS' 374.8052

4.1.5.4 5-(3-chlorobenzylidene)-3-(3-chlorobenzythiazolidine-2,4-dione (5d)

Molecular formula GH1,0,NSCh. yield 56%; mp 136-138 °C; Rf 0.52 (0.20:0.80
CHCly/Hex.). Recrystallisation: ethandlR (KBr 1%, vmax cmi’) 1735-1645 (C=0), 1602
(C=C).'H NMR (CDCk, 300 MHz,d ppm): 4.83 (s, 2H, Ch); 7.92 (s, 1H, CH=), 6.90 (s,
H,); 7.48 (ddd, &, J =7.97,J=2.15,J =1.00)46 (t, H; J =7.0); 7.27 (dd, §1J =7.0,J =
1.83) benzyl; 7.31 (s, #. 7.31(ddd, K. J = 8.02, J = 2.23, J = 1.92); 7.41 (t. K = 8.05);
7.41 (ddd, K. J = 8.01, J = 2.05, J = 1.91) benzylideli€. NMR (Acetone-g, 75.4 MHz,d
ppm): 168.71 (C=@Q)); 166.29 (C=@Qy); 119.98 (C=C); 146.57 (CH=); 52.12 (g@tbenzyl;
142.12 G; 129.48 G; 137.10 G; 128.28 G; 132.40 G; 129.82 G.(benzyl); 119.65 €
165.04 C» 101.66 C3 163.41 C4 109.26 Cs 133.81 Cg.(benzylidene)Anal. Calcd. for
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C17H110:NSCh: C, 56.04; H, 3.02; N, 3.84; S, 8.79; Cl, 19.56ufRd: C, 56.09; H, 3.02; N,
3.77; S, 8.82; Cl, 19.53. HRMS364.2527.

4.1.5.5 5-(3-methoxylbenzylidene)-3-(4-nitrobenzythiazolidine-2,4-dione (5e)

Molecular formula GgH140sN,S  vyield 54%; mp 144-145 °C; Rf 0.61 (0.9:0.1
CHCIy/MeOH). Recrystallisation: acetone; IR (KBr 1%a cm*) 1580(C=C); 1727-1670
(C=0).'H NMR (CDCk 300 MHz,5 ppm): 5.59 (s, 2H, CH; 8.10 (s, 1H, CH=); 3.81 (s,
3H, OCH); 7.51 (d, H, Hs; J = 9.0); 8.38 (d, K} Hs; J = 9.0) benzyl; 7.31 (dd,,HJ = 7.82, J
= 1.71); 7.55-7.45 (m, H Hs, He) benzylidene*C NMR (Acetone-¢, 75.4 MHz,5 ppm):
168.70 (C=@y); 166.29 (C=Qy); 119.98 (C=C); 57.66 (OCH C;); 146.57 (CH=); 52.12
(CHy) benzyl; 145.87 ¢ 133.12 G; 125.93 G; 150.16 G; 125.93 G; 133.12 G.(benzyl)
138.46 G 117.33C» 162.68C3 116.26C, 133.22Cs 124.98Cs.(benzylidene). Anal. Calcd.
for C1gH140sN,S: C, 55.95; H, 3.62; N, 7.25; S, 8.29. Found: &96; H, 3.75; N, 7.31; S,
8.32.HRMS', 370.3861.

4.1.5.6 5-(3,4,5-trimethylbenzylidene)-3-(4-nitrobenzyl}thiazolidine-2,4-dione, (5f)

Molecular formula GeH140sN2S vyield 30%; mp 189-190 °C; Rf 0.57 (GE).
Recrystallisation: acetone; IR (KBr 13yax cmi®): 1590 (C=C); 1730’ 1669 (C=0) NMR
(DMSO-d6, 300 MHzd ppm): 5.60 (s, 2H Ck); 8.31 (s, 1H, CH=); 2.27 (s, 9H, GH7.51
(d, Hp, He; J = 9.0), 8.38 (d, & Hs; J = 9.0) benzyl; 7.27 (s, 2H,,HH¢) benzylidene*C
NMR (Acetone-d, 75.4 MHz,d ppm): 168.70 (C=@Q); 166.29 (C=Qy); 120.04 (C=C);
23.39 (CH Gy); 17.35 (CH, Cy); 23.39 (CH, Gs); 148.73 (CH=); 51.91 (Chibenzyl; 145.86
Cy; 133.20 G; 125.98 G; 150.33 G; 125.98 G; 133.20 G.(benzyl); 137.53 €126.50 G
139.25 G 136.74 G 139.25Cs 126.50 G..(benzylidene). Anal. Calcd. forog@H140sN2S: C,
57.30; H, 3.37; N, 7.86; S, 8.98. Found: C, 57.89;3.47; N, 7.82; S, 8.90HRMS,
382.0981.

4.1.5.7 5-(3-chlorobenzylidene)-3-(4-nitrobenzyl)-thiazolidghe-2,4-dione (59)

Molecular formula GH1:04N,SCI; yield 35%; mp 174-176 °C; Rf 0.55 (0.8:0.2
CHCly/Hex.). Recrystallisatiorchloroform; IR (KBr 1%ymax cmi) 1610 (C=C); 1740; 1676
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(C=0).'H NMR (DMSO0-d6, 300 MHzy ppm): 5.60 (s, 2H, C, 8.48 (s, 1H, C=); 7.51 (d,
H,, He; J = 9.0), 8.38 (d, &l Hs; J = 9.0) benzyl; 7.34 (s,.B; 7.32 (ddd, i; J =8.04, J =
2,23, J =1.91); 7.37 (t,4 J= 7.9, J = 8.05); 7.40 (dddegHJ = 7.8, J = 2.04, J = 1.90)
benzylidene*C NMR (Acetone-¢, 75.4 MHz,d ppm): 168.70 (C=@Q); 166.29 (C=Qy);
119.98 (C=C); 146.57 (CH=); 52.12 (@Hbenzyl; 145.87 ¢ 133.12 G; 125.93 G; 150.16
Cy; 125.93 G; 133.12 G.(benzyl); 137.57 € 131.58C, 136.51C3 131.58C4 133.08Cs
129.65 G.(benzylidene). Anal. Calcd. fori@&H,,04N,SCI: C, 52.98; H, 2.85; N, 10.90; S,
8.31. Found: C, 52.99; H, 2.77; N, 10.88; S, 8r2RMS", 374.0125.
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Legends for Scheme

Scheme 1:(a) Lawesson’s reagent in dry dioxan& (b) Substituted aromatic aldehydes,
sodium acetate and acetic aco) 8-chlorobenzyl chloride, or 4-nitrobenzyl bromid€OH,

and ethanol.



Scheme 1:
CICH,COH +  CS(NHp)
l H,0
0, N/H

s al h/H Qo lc i

(1) 0 CH;
v
ZAO
(2) °

2 e

(3a-f)
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Legends for Tables

Table 1: Substituents in the synthesis of 4-thioxo-thiadiok-2-one 3a-f); thiazolidine-2,4-
dione @a-b and5a-g)

Table 2: Antimicrobial activity of compounds tested agairdifferent microorganisms
(diameter of inhibition halo in mm).

Table 3 Inhibition and bactericidal concentrations of gmwunds2 and Ba-f), with respect to

different microorganismsug/mL).



Table 1:

Compound R Compound R R
1 thiazolidine-2,4-dione 4a - 3-Cl

2 4-thioxothiazolidine-2-one 4b - 4-NO,

3a 4-Br 5a 2,4-(OCHy),, 3-Cl
3b 3-OCH;, 4-OH 5b 3,4,5-(OCH); 3-Cl
3c 2-OH, 5-CI 5c 2-NG, 3-Cl
3d 3-OH, 4-0OCH 5d 3-Cl 3-Cl
3e 4-OH 5e 3-OCH; 4-NO,

3f 2-OH 5f 3,45-(CH); 4-NO,

59 3cl 4-NG

159
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Table 2:
Microorganism-test
: Resistant .
?ﬁ;ﬁgﬁiﬁgg Gram-positive Gram-negative alca:‘cc)irzjol— Yeast F|Iaer1 re]:gitous
aureus luteus  faecalis subtilis aeruginosa  coli marcescens smegmatis albicans sitophila
1 6 138 16 39 224 398 71 1007 2083
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 19.3:0,47 25.8:0.16 22.2+0,62 21.0t0.16 0 0 0 18.5£ 0,41 19.2:0.62 0
3a 19.3:0.77 37.5:0.50 20.5:0.50 24.6t0.99 10.2:0.95 10.8:0.88 0 27.1#1.15 12.2:1.40 10.8:1.07
3b 18.3:0.09 48.8t0.16 21.0+0.16 25.80.16 10.2t0.09 11.2+0.16 10.2:t0.09  24.9:0.09 20.2+0.19 9.2+0.16
3c 20.3:t0.47 40.5:0.41 25.#0.57 30.0:t0.41 11.90.09 11.3:t0.47 12.0t0.12  29.80.62 20.0+0.82 10.3t0.24
3d 21.7#0.47 35.0t0.82 21.8:0.25 11.#0.47 13.0t0.82 13.1+0.19 0 45.5:0.41  20.9:0.19 9.2+0.16
3e 18.5:0.41 27.0t0.82 22.2+0.62 51.2+0.24 0 11,4+0,80 0 45.5:0.41 26.#0.47 0
3f 19.3:0.47 24.A#0.94 21.8:0.62 30.8t0.62 0 0 0 24.70.85 0 0
4a 9.4+0.08 28v 8.4+0.17 8.4+0.05 0 0 0 12.1+0.09 0 0
4b 8.2+0.62 0 11.0+0.82 0 0 0 10.5-0.81  11.8:0.56 11.3t0.47 0
5a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5b 8.5+0.41 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5c 8.3t0.47 0 0 17.8:0.62 0 0 0 0 0 0
5d 8.2+0.62 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5e 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5f 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5g 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kan®(30ug) 23.0:0.82 28.3:0.09 0 14.a:0.82 20.¢0.12 15.1+0.19 15.0t0.12  40.0+0.12 nt nt
Cef®@30ug) 35.3:0.09 54.0:0.12 24.10.19 45.0:0.12 0 24.3:0.09 0 0 nt nt
Ket®(300ug) nt nt nt nt nt nt nt nt 2414019  22.0:0.82

Compouds Standard®; Cef = Cefalexin; Ket = Ketoconazole; Kan = Kanamjait = not tested
X = Medium function
0 = Standard deviation
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Table 3:
Micro-organismos-teste

Staphylococcu:  Micrococcus Bacillus Mycobacteriumr Enterococcus  Candida

Compostos - . . .
aureus luteus subtilis smegmatis faecalis albicans

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
2 8 16 4 8 4 8 32 64 64 >128 8 32
3a 8 >128 4 64 4 16 nt nt 64 >128 nt nt
3b 32 64 4 8 16 32 nt nt 128 >128 16 32
3c 8 16 2 4 4 8 16 32 16 32 16 32
3d 8 16 2 4 2 4 2 4 16 32 4 8
3e 32 64 4 8 4 8 8 16 64 128 4 8
3f 64 128 16 32 16 32 32 64 128 >128 nt nt
Cefalexin 8 16 <2 2 <2 <2 >128 >128 >128 >128 nt nt
Ketoconazole nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt <2 2

MIC — Minimum Inhibitory Concentration

MBC — Minimum Bactericidal Concentration
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9.2 Artigo 2

Antimicrobial Activity of 4-tioxo-5-arylidene-thiaz olidine-2-one against
multirresistant clinicals isolated

Ivanildo Mangueira da SilV&* Ana Carolina Cintra de Melo Medeifo€arlos André de
Souza; Késia Xisto da Fonseca Ribeiro de §ehdianna Ferreira Cavalcanti de
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Abstract —Currently hospitals are carriers of many microorg@as multiresistant to various
drugs used to treat various infections. To combigt problem, a new thiazolidine derivative
was synthesized and tested agairtaphylococcus aureusMicrococcus spp and
Staphylococcus coagulase-negativEhe compound was synthesized using condensation
reactions and thionation in positions 4 and 5 an ttiiazolidine ring. The microbiological
evaluation tests were performed with disk diffusfon Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBCl)he new derivative was compared
with the antibiotics ampicillin and cephalexin demstrating activity against all clinical
isolates tested.
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1 Introduction

Bacterial infections and the increase of multidragistant microbial pathogens are
important elements in the growth of infectious dses I]. Despite the large number of
antibiotics and chemotherapy drugs available fodins assistance, the emergence of new
antibiotic-resistant bacteria is increasing and stitutes a substantial reason for the
development of new antibacterial agerit]

The mechanisms of bacterial resistance to chenagikatic agents vary from pathogen to
pathogen due to such basic factors as: enzymatisformation, molecular modification of
the target, drug seizure, and active flow fromdesihe cell or, conversely, the prevention of
entry of the compound into the ce8][ Another important factor is the acquisition cwn
mobile genetic material such as plasmieb]. Semi-synthetic antibiotics effective in treating
Gram-positive and Gram-negative pathogens, weréveterfrom prototypes of3-lactam
antibiotics (penicillin and cephalosporin analoguelsvulanic acid, aztreonam), and also
analogs of tetracycline, aminoglycoside derivatiygsntamicin, tobramycin, amikacin) [7]
Streptococcus pneumoniaknical isolates demonstrated multiple resistatacetherp-lactam
antibiotics such as chloramphenicol, sulfonamitkgtsacyclines and macrolides [8,9].

Thiazolidine derivatives and their structural agales are potentially active molecules.
These compounds have been studied for their bicdbgind pharmacological properties. The
comparative study is important because of the phace of various substituents in different
positions on the thiazolidine ring, with the objeetof increasing their biological potential
[10-13. Thiazolidiona and isosters of oxazolidinone h@eenmon properties. This means
that antimicrobial agents can be checked by batieZolid is an oxazolidinone antimicrobial
agent developed and approved to combat various tgp&ram-positive bacteria, including
methicillin-resistantStaphylococcus aureuUMRSA) and vancomycin resistant enterococci
(VRE). Despite the fact that the resistance of mulg-resistant enterococci to vancomycin
has been observed with linezolid, only one casebbas observed among the clinical isolates
of Staphylococcus aure(i$3].

Among the properties of biological and pharmacalajthiazolidines, the following have
been verified: cytotoxic,14,13, antidiabetic 11], antitumoral 6], anti-inflammatory 17],
antifungal [L8], antiparasitic 19|, antimicrobial, L5,20,2] and new inhibitors oBchistosoma

mansoni22).
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The need for new, more effective and intense battersistant drugs led us to test various
compounds and to choose the 5-(3-methoxy-4-hydrexgdidene)-4-thioxo-thiazolidine-2-

one to be evaluated against clinical isolates &wirig the best preliminary results.

2 Chemistry

In an attempt to obtain a substance with a morg¥e biological activity, new derivaties
of thiazolidine were planned and synthesized thinosgbstitutions on the heterocyclic
pentagonal ring. Two series of thiazolidine deiiweg were synthesized and analyzed. One
series was replaced only at position 5 and anatitér substitution at positions 4 and 5 The
first series was synthesized starting with thiaiok-2,4-dione X) and condensed with
aromatic aldehydes at position 5, forming derivediv5-(substituted benzylidene)-
thiazolidine-2,4-dione 4) with carbonyl at positions 2 and 4. The secondesewas
synthesized replacing oxygen by sulfur at posidoand then condensing it at position 5 on

the heterocyclic ring?), (3) (scheme 1: table
InsertScheme lhere

InsertTable 1 here

The two series of compounds were first tested fasrobiological activity using disk
diffusion and the results compared. The structwfethe compounds were determined by
spectroscopic method$! RMN, *C RMN, infrared, mass spectrometry and confirmed by
elemental analysis. According to the literatul®,p3, thiazolidine compounds have two
conformationsE andZ in relation to the exocyclical double bond at posi 5 on the ring.
These results have also been confirmed by X-rastaltpgraphy 24,295. All the synthesized
compounds manifested the configuratiBronly. The spectrum for the hydrogéd RMN
showed a chemical shifé) between 7.90 and 8.30 ppm for the double bond.

This absorption is characteristic of the double demh methine hydrogen which is
uncoupled owing to the sulfur at position 4 on ti@zolidine ring. The literature shows that
for the E-isomer, this absorption appears in a tdiedd even when the substituent is oxygen
[18,29.
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3 Microbiology

3.1 Evaluation of antimicrobial activity

The Initial tests were performed on all compoungsitisesized. For this test the
microorganisms of the culture collection from thentidiotics Department of Federal
University of Pernambuco, Brazil (UFPE) were usdthe compound 5-(3-methoxy-4-
hydroxybenzylidene)-4-thioxo-thiazolidine-2-on8al was chosen for testing against the
clinical isolates because it showed better antiohial activity. In this case, it was active for
all microorganisms tested including all Gram-negatiable 2). This did not happen with the

other compounds tested.

Inserttable 2 here

The microorganisms used westaphylococcus aurey$-X), and Micrococcus spp(XI-
XIl), obtained from the Department of Bacteriologgboratory Unit of Clinical Hospital
UFPE (HC) andStaphylococcus Coagulase-negat(»dll-XVI), from the Department of
Bacteriology, Hospital Agamenon Magalhdes (HAM),ahhhad been isolated from different

infection sites.

3.2 Susceptibility of the clinical isolates test

An antibiotic susceptibility test of the multiresiat microorganisms (clinical isolates) used
was conducted to evaluate the resistance pattetn t@ancompare the results with the
antagonism of the compound 5-(3-methoxy-4-hydroryglybdene)-4-thioxo-thiazolidine-2-
one (39

The antibiogram revealed multiresistance in mostthed strains used, especially for
Staphylococcus aureud) and (VIII) which were resistant to all antilics tested except
vancomycin {able 3). Clinical isolates that were resistant for two mwore groups of

antibiotics were considered multiresistant.

Inserttable 3 here
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3.3 Disk diffusion method

Two series of compounds with similar structures evéested, differing only in the
exchange of the carbonyl by the thioxo group atitpms 4 on the thiazolidine ring. An
evaluation of two series of compounds was perforomdg a disk diffusion paper te7,
28]. Three different concentrations were tested: tgmhu (A) with concentration 30000
pug/mL; solution (B), 1500Qug/mL and solution (C), 700Ag/mL. Disks 6 mm in diameter
were impregnated with 1QL of each solution separately in order to obtaiscsi with
volumes of 30Qug, 150ug and 75ug of drug respectively.

The discs, one for each concentration, were placedetri dishes on a sown medium
surface. The microbial suspensions were standatdaehe turbidity of the tube equivalent
0.5 on the McFarland scale, which indicates appnexely 16 CFU/mL for bacteria. The
plates were incubated at 35 °C for 24 hours. Attés incubation period, a reading of the
results was performed by measuring the diametéhefinhibition halos formed around the
disks. Halos of 12 mm or more were considered eglevThe tests were performed in
triplicate and the results expressed as the ariibraeerage of inhibition zones in mm and the
standard deviations calculated.

The standards controls used were ampicillin (sgmikgetic penicillin) and cephalexin
(first generation cephalosporin), in concentratioh$Oug/disc and 3@g/disc respectively.

The choice of antibiotic patterns was performedelzsgmining their chemical structures
and comparing with the structures of the compousgsthesized. It was observed that
antibiotics derived from penicillin have a thiazidhie ring in their structures, thus leading us
to choose ampicillin and cephalexin as the standamdong the compounds tested using
primary disk diffusion, the compound@d) showed the largest inhibition zone, so it was

chosen to be tested with clinical isolates.

4  Results and Discussion

The compound 3@ manifested activity for all isolates in all contetions tested,
confirming the efficacy of this compound for muttid-resistant clinical isolates.

The compound tested at a concentration ofugOformed inhibition halos against most
strains used, presenting a diameter (mm) compatiltle those formed by the composite

pattern, in which the microorganisms are sensttiveephalexintéble 4).
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The halos formed against clinical isolates (I),)((W1l) and (VIIl) were greater than the
halo formed by antimicrobial use patterns.

The compounds4@-b) showed no activity for any microorganism test€de compounds
(4c-f) showed low activity for only two microorganisis aureusandB. subtilis,both in the
Gram-positive group.

The compounds of the serieSaff) showed excellent activity for all microorganisms
tested. Among these compounds, 5-(3-methoxy-4-xydenzylidene)-4-thioxo-thiazolidine-
2-one Ba) had the greatest antimicrobial activity in theaddiffusion test and therefore was
chosen to be tested with the multidrug-resistantaal isolates.

The compound 3@ showed inhibition halos compatible with the stamd antibiotic
ampicillin for the strains (Il), (IV) and (XV)téble 4).

Inserttable 4 here

4.1 Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum

Bactericidal Concentration (MBC)

The (MIC) and (MBC) were determined in solid medi§i®,3d. Aliquots of different
volumes of the compoun®4€) were taken from a stock solution of 1286/mL, placed in
Petri dishes and mixed with a Mueller-Hinton medikgsulting in plate concentrations of 128
pg/mL, 64 pg/mL, 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 ug/mL 4 pg/mL and 2 ug/mL. The
microorganisms tested were sown in a groove orstiface of the culture medium and the
plates were incubated at 35 °C for 24 hours.

The analysis was performed considering the conaoitr of the last plate that inhibited
growth of the microorganism (greater than 50 % dkiercontrol for MIC) and the first plate,
where there was no bacterial growth (100 % ovetrobfor MBC)

Tests were conducted to determine the MIC and MBG@he compound 3a) and the

standard drugs, cephalexin and ampicillin withchtlical isolatest@ble 5).

Inserttable 5 here

MIC and the MBC for the chemical compound testeaireg} clinical isolates of
Staphylococcus aureus) (111) (VI) (VII) and (VIII) were lower than tlmse obtained with
cephalexin (standard test), demonstrating thastéiedard ampicillin for both MIC and MBC
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were similar to the compound studied in relatiothi® strains (1), (VII) and (VIII), while for
the strain (VI) MIC and MBC values were even lowdnen compared with two standard
compounds tested.

For multi-resistant microorganisms isolated frd&taphylococcus coagulase-negative
(X1I-XVI) the MIC and MBC was lower than that okphalexin {able 5).

5 Conclusion

All microorganisms tested were inhibited by the pound Ba) 5-(3-methoxy-4-
hydroxybenzylidene)-4-thioxo-thiazolidine-2-oneaith concentrations tested.

The series 4-thioxo-thiazolidine-2-one derivativeanifested a range of inhibition for all
microorganisms in the disc diffusion test.

The series thiazolidine-2,4-dione derivatives shebwever antimicrobial activity for all
microorganisms in the disc diffusion test. Some gounds of this series were inactive for all
microorganisms tested.

The MIC and MBC of the evaluated compourdd)(against most clinical isolates were
more effective than the standard ampicillin andhedgxin drugs. The compound tested has
antimicrobial property with the ability to inhilmultidrug-resistant microorganisms.

The 4-thioxo group in position 4 is responsibletfor best activity in this series.

6 Experimental

6.1 Chemistry

All melting points were determined using QUIMIS (deb 320.23) and are uncorrected. IR
spectra were recorded using KBr discs (pressedpatiets) {max in cn), on a BRUKER
IFS-66 IR spectrophotometéid NMR and**C NMR spectra were measured on VARIAN
VNMRS 400-MR (400 MHz) forH and 75.4 MHz fot*C in CDCk and DMSO maintained
at 25 °C using Mg&Si (TMS) as an internal standard. The chemicaltshviere reported id
units and the coupling constants (J) are reponddertz. The following abbreviations were
used to indicate the peak multiplicity: s (singled) (doublet), dd (double doublet), ddd
(double doublet, doublet), t (triplet), m (multipleC, H, N and S analyses were performed
with a Carlo Erba model EA1108 elemental analylkss spectra were recorded on a Varian
MAT 711 spectrometer 70 eV electron impact, Thiyelachromatography was performed on
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pre-coated silica plates (Merck Kiesegel 60 F25#) eolumn chromatography using silica
gel (mesh 70-230). The spots could be visualizedyeander ultraviolet light.

6.1.1 Synthesis of 2,4-thiazolidine dione (1)

Thiazolidin-2,4-dione was obtained by refluxingaimiea and monochloroacetic acid in
water for 24 hours, according to the methods repoih the literature J1]. Molecular
formula GH3;O:NS; vyield 78%; mp 118-120 °C; Rf 0.48 (0.9:0.1 CHiKaeOH).

Recrystallisationwater.

6.1.2 Synthesis of 4-thioxo-thiazolidine-2-one (2)

The compound 4-thioxo-thiazolidine-2-one was sysittesd by refluxing a suspension of
thiazolidine-2,4-dione1(), 5g (4.27 x 18 mol) and Lawesson's reagent (4.27 ¢ 10ol) in
dry dioxane (35 mL) for 7 hours with continuousrstg. After cooling, the compound was
evaporated to half volume and allowed to cool anrotemperature. The separated solid
product was filtered, washed with n-hexane andyetaliized in ethanol. This product was
synthesized according to a published proceddf28]. Molecular formula GH3;ONS;; yield
85%; mp 140-141 °C; Rf 0.46 (0.95:0.05 CHEMIEeOH). Recrystallisation: ethanol; IR (KBr
1%, Vmax M%) 3115 (NH); 1710 (C=0); 1640 C=84 NMR (DMSO-a&, 300 MHz,5 ppm):
13.54 (s, 1H, NH; 4.60) (s, 2H, GH Anal. Calcd. C, 27.06; H, 2.27; N, 10.52; S,148.
Found: C, 27.18; H, 2.37; N, 10.48; S, 48.24. HRNIS3.1915.

6.1.3 General Synthesis of substituted 5-arylideng-thioxo-thiazolidine-2-ones (3a-f)

The compoundsa-f were synthesized from a solution of 4-thioxo-tbiaine-2-one2
(0.300g, 2.25x18 mol) in glacial acetic acid (7.0 mL), sodium at¢etand aromatic aldehyde
(0.184g, 2.25 x I mol) added. The reaction mixture was heated ureferx for a period of
2-6 hours under stirring. The product was concerdradeapproximately half volume and then
was allowed cool to room temperature. The compouwmele filtered, washed with water
followed by n-hexane and submitted to a chromafggyacolumn. This product was

synthesized according to a published procedlse?i.
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6.1.3.1 5-(3-methoxy-4-hydroxybenzylidene)-4-thioxthiazolidine-2-one (3a).

Yield 35%; mp 215-216 °C; Rf 0.50 (0.94:0.06 CE@EtOH); recrystallisationmethanol,
IR (KBr 1%, vmax cmi*) 1688 (C=0), 1570 (C=S), 3443 (OHH NMR (CDCk 300 MHz,d
ppm): 3.84 (s, 3H); 8.06 (s, 1H, CH=); 10.20 (s);118.68 (s, 1H, NH); B 7.25 (s, 1H); 4
6.96 (d, J = 8.29 Hz); #17.19 (d, J = 8.29 Hz}’C NMR (Acetone-g 75.4 MHz,d ppm):
170.83 (C=0); 185.02 (C=S); 149.59 (C=C); 176.0B€ 133.68 G; 114.61 G; 151.23 G;
150.16 G; 118.69 G; 127.38 G (benzylidene). Anal. Calcd. for;gHeBrNOS:: C, 49.43; H,
3.37; N, 5.24; S, 23.97. Found: C, 49.47; H, 21875.29; S, 23.97. HRM267.3273.

All compounds (3b-3f) were synthesized accordingublished procedurel §|.

6.1.3.2  5-(2-fluorbenzylidene)-4-thioxo-thiazolidie-2-one) (3b)

Yield 30%; mp: 159-160 °C; IR (KBr, ¢f): 3163-3080 (NH); 1690 (C=0); 1592 (C=C).
'H NMR (DMSO-d;, 300 MHz, ppm)3 13.97 (s, 1H, NH); 8.14 (s, 1H, —CH=); 7.62-7.54
(m, 2H, Ar); 7.41— 7.35 (m, 2H, Ar}3C NMR (DMSO-@, 75.4 MHz, ppm, DEPT) 116.35
(d, 1=21.3); 125.53 (d,}=3.0); 126.39 (d, gk - 6.97); 128.61, 133.23 (desk9.0) (CH);
121.50 (d, dr=11.0), 131.88.161.09 (des251.4) (Cq); 170.43 (C=0); 195.41 (C=S). Anal.
Calcd. for GoHFNOS (239.28): C 50.20; H, 2.53; N, 5.85; 26.80. FouB@50.42; H, 2.54;
N, 5.79; S, 21.09.

6.1.3.3  5-(4-bromobenzylidene)-4-thioxo-thiazolidie-2-one) (3c)

Yield 22%; mp: 188-189 °C; IR (KBr, cfr): 3161-3075 (NH); 1688 (C=0); 1582 (C=C).
'H NMR (Acetone-g, 300 MHz, ppm)3 8.09 (s, 1H, —CH=); 7.78-7.73 (m, 2H, Ar); 7.68—
7.63 (m, 2H, Ar)X*C NMR (Acetone-g, 75.4 MHz, ppm)5 126.15, 130.28, 132.09, 133.09,
133.62, 134.08, 134.59, 135.95; 170.83 (C=0); ®MECES). Anal. Calcd. for gHsBrNOS;
(300.19): C, 40.01; H, 2.01; N, 4.67; S, 21.36.mb(C, 40.03; H), 2.31; N, 4.79; S, 21.49.

6.1.3.4 5-(2-chlorobenzylidene)-4-thioxo-thiazolidie-2-one) (3d)
Yield 40%; mp: 166-167 °C; IR (KBr, cfr): 3166—3080 (NH); 1715 (C=0); 1581 (C=C).

'H NMR (DMSO-d;, 300 MHz, ppm)3 14.05 (s, 1H, NH); 8.29 (s, 1H, —CH=); 7.65-7.61
(m, 2H, Ar); 7.54-7.49 (m, 2H, ArC NMR (DMSO-d&, 75.4 MHz, ppm):d 128.19,
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128.93, 130.47, 130.82, 131.59, 132.21, 132.74,1833.70.48 (C=0); 195.31 (C=S). Anal.
Calcd. for GoHsCINOS, (255.74): C, 46.97; H, 2.36; N, 5.48; S, 25.07uikeh C, 47.07; H,
2.41; N, 5.48; S, 25.27.

6.1.3.5 5-(4-chlorobenzylidene)-4-thioxo-thiazolidie-2-one) (3e)

Yield 15%; mp: 183-184 °C; IR (KBr, ¢f): 3161-3080 (NH); 1691 (C=0); 1577 (C=C).
'H NMR (DMSO-d;, 300 MHz, ppm)® 13.93 (s, 1H, NH); 8.04 (s, 1H, —CH=); 7.69-7.66
(m, 2H, Ar); 7.61- 7.58 (m, 2H, Ar)*C NMR (DMSO-d6, 75.4 MHz, ppm, DEPT}
129.54, 132.07, 134.33 (CH); 130.43, 132.28, 135%(); 170.43 (C=0); 195.39 (C=S).
Anal. Calcd. for GHsCINOS; (255.74): C, 46.97; H, 2.36; N, 5.48; S, 25.07urka C,
46.09; H, 2.51; N, 5.48; S, 25.37.

6.1.3.6 5-(2,3,5-trichlorobenzylidene)-4-thioxo-tlizolidine-2-one) (3f)

Yield 70%; mp: 186—187 °C; IR (KBr, cf): 3103-3057 (NH); 1753 (C=0); 1600 (C=C).
'H NMR (Acetone-g, 300 MHz, ppm)& 8.24 (s, 1H, —CH=); 7.82 (d, 1H, Jm = 2.4, ArBZ.
(d, 1H, Jm= 2.4, Ar).*®*C NMR (Acetone-g 75.4 MHz, ppm):3 170.83 (C=0); 185.02
(C=S); 149.59 (C=C); 176.08 (CH=); 133.68 €14.61 G; 151.23 G; 150.16 G; 118.69 G;
127.38 G. (benzylidene) Anal. Calcd. for;@H4CIsNOS;, (324.63): C, 37.00; H, 1.24; N, 4.31;
S, 19.75. Found: C, 37.02; H, 1.25; N, 4.32; S8309.

6.1.4 General synthesis of substituted 5-arylidentirazolidine-2,4-diones (4a-f)

The compounds4@-f) were synthesized from a solution of thiazolidiné-@ione (0.200g,
2.25 x 10°) in ethanol, (7.0 mL), piperidine (2 drops) andraatic aldehyde (0.184g, 2.25 x
10° mol) added. The reaction mixture was heated uRE@C for a period of ten hours under
stirring. After this period the product was cooliedan ice bath, filtered and recrystallized
with an appropriate solvent. This product was sgsited according to published procedure
[32-34.
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6.1.4.1 5-(4-methoxybenzylidene)-thiazolidine-2,4kghe (4a).

Molecular formula GHgO3NS; yield 55%; mp 210-211 °C; Rf 0.48 (0.96:0.04 QT4
MeOH); recrystallisation: chloroform; IR (KBr 1% cni’) 1688 (C=Q); 1723 (C=Q); *H
NMR (CDCl, 300 MHz,5 ppm):12.90, (1H, NH); 7.89 (s br 1H, CH=); 3.803(3, OCH);
7.51-7.50 (dd, 2H, KHHs) J=8.62; J=1.86); 7.20-7.18 (dd, 2Hz-Hs) J=8.61, J=2.49)"°C
NMR (C=0,), 172.4; (C=Q), 166.31; C=C 119.10; CH= 143.19; (Ar,,C129.49, G-Cs
130.23, G-Cs 114.09, G 155.51. Anal. Calcd. for: C, 56.16; H, 3.86; N9%. S, 13.63.
Found: C, 56.19; H, 3.91; N, 5.93; S, 13.69. HR\235.2633.

6.1.4.2 5-(4-hydroxybenzylidene)-thiazolidine-2,4idne (4b).

Molecular formula GH;O3NS; vyield 71%; mp 249-250 °C; Rf 0.50 (0.95:0.05
CHCIy/MeOH); recrystallisation: methanol. IR (KBr 1%;ax cm?) 1688 (C=Q); 1725
(C=0y); *H NMR (CDCk, 300 MHz,d ppm): 13.38 (s br, 1H, NH); 7.96 (s, 1H, CH=); B8
1H, OH); 7.48-7.41 (dd 2H #Hg J=8.49, J=1.81); 7.42-7.40 {#fis dd, J=8.49, 2.61)"*C
NMR (C=0,), 171.51; (C=Q), 167.28; C=C 117.07; CH=C 143.49; £29.40; G-Cs 129.7;
Cs-C5 116.01; G 157.95. Anal. Calcd. for: C, 56.16; H, 3.86; N9%. S, 13.63. Found: C,
56.19; H, 3.91; N, 5.93; S, 13.69. HR/M%35.2633

6.1.4.3 5-(4-methylbenzylidene)-thiazolidin-2,4-dite (4c) Ju-326

Molecular formula GHyO.NS; yield 52%; 195-196 °C; Rf 0.50 (0.85:0.15 hdx/e
acetate); Purification: washing with hexane, fokivby recrystallisation in acetic acid. IR
(KBr 1%, vmax cmit) 1675 (C=Q); 1745 (C=Q); *H NMR (CDCk, 300 MHz,3 ppm): 13.20
(s br, 1H, NH); (s, 1H, CH=); 2.36 (s 3H, @H7.40 (dd 1H, H) J=2.40 J=2.10; 6.84-6.82
(ddd, H, J=7.70; J=1.84; J=1.60); 7.52 (t, 1H5)B=7.60).2°C NMR (C=Q), 171.51; (C=Q),
167.38; C=C 119.06; CH= 143.79; €BR0.07, G 136.21; G, 124.10; G 135.35; G 124.58;
Cs 128.15; G, 128.220. Anal. Calcd. for: C, 60.26; H, 4.14; 8N39; S, 14.62. Found: C,
60.29; H, 4.17; N, 6.34; S, 14.58. HRM%19.2639
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6.1.4.4 5-(3-Nitrobenzylidene)-thiazolidine-2,4-diwe (4d).

Molecular formula GyHsOsN2S; vyield 71%; mp 250 °C; Rf 0.51 (0.96:0.04
CHCI/MeOH); Purification: washing with water, followely recrystallisation in glacial
acetic acid. IR (KBr 1%ymax cm®) 1710 (C=Q), 1740 (C=Q), *H NMR (CDCk 300 MHz,d
ppm):13.27 (s br, 1H, NH); 8.00 (s 1H CH=). 7.7H(H,, dd, J=2.19; J=2.01); 8.31 (dd, 1H
H, J=2.22, J=2.00); 7.62 (tsHJ=8.0, J=7.68); 7.80 (ddd,cHJ=7.70, J=2.00 J=1.96°C
NMR (C=Qy), 171.41; (C=Q)), 166.31; C=C 118.10; CH= 144.19;,(35;66; G 139.47;
C3 129.00; G 123.39; G 130.01; G 130.50. Anal. Calcd. for: C, 48.00; H, 2.42; N,Z; S,
12.81. Found: C, 48.08; H, 2.48; N, 11.16; S, 12HHRMS' 250.2343.

6.1.4.5 5-(4-Nitrobenzylidene)-thiazolidine-2,4-dioe (4e).

Molecular formula GHsO4N,S; yield 69%; mp 278-279 °C; Rf 0.52 (0.7:0.3 Héxye
acetate); Purification: washing with water, follavey recrystallisation in THF. IR (KBr 1%,
Vmax €M) 1713 (C=Q); 1740 (C=Qy). *H NMR (CDCk, 300 MHz, ppm): 13.37 (s br, 1H,
NH); 8.01 (s, 1H, CH=); 7.71 (ddd 2H,HHg) J=8.71, J=1.86, J=0.39); 8.10 (ddd 2ktHH)
J=8.71; J=2.20; J=0.38’C NMR (C=Q_), 171.51; (C=Qy), 166.48; (C=C) 118.09; (CH=)
142.49; (G) 141.51; (G-Cg) 130.21; (G-Cs) 124.69; (G)130.23. Anal. Calcd. for: (C), 48.00;
(H), 2.42; (N), 11.20; (S), 12.81. Found (C), 48.08), 2.48; (N), 11.16; (S), 12.77. HRMS
250.2343.

6.1.4.6 5-(3-methoxy-4-hydroxybenzylidene)-thiazaline-2,4-dione (4f).

Molecular formula GHyO4NS; yield 72%; mp 220 °C; Rf 0.50 (0.85:0.15 hdxykt
acetate); Purification: washing with water, follavey recrystallisation in acetic acid. IR
(KBr 1%, vinax cmit) 1715 (C=Q), 1747 (C=Qy); 'H NMR (CDCk, 300 MHz,5 ppm):12.71
(s br, 1H, NH); 7.86 (s 1H, CH=); 3.80 (s, 3H, OfH.20 (s 1H, OH); 7.19 (s 1H,)1 7.18
(dd 1H, H); J=8.30, J=1.05; 7.15 (dd 1HgHJ= 8.30, J=1.60°C NMR (C=Q) 172.41;
(C=Oy) 166.38; (C=C) 119.09; (CH=) 144.49; ¢B5.56; G 129.59; G 110.80; G 148.01,
C4 146.44; G 115.32; G, 123.92. Anal. Calcd. for: C, 52.58; H, 3.61; N5F S, 12.76.
Found: C, 52.53; H, 3.66; N, 5.55; S, 12.73. HR\251.2627.
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Legends for Scheme

Scheme 1Synthesis of thiazolidine compounds
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Scheme 1
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a = Lawesson's reagent, piperidina, dry dioxane
b= Aromatic aldehyde, ethanol, piperidina
¢ = Aromatic aldehyde, glacial acetic acid, {LONa
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Legends for Tables

Table 1: Substituent of the compounds 5-benzylidene-4-thittwazolidine-2-one (3a-f); 5-
benzylidene-thiazolidine-2,4-dione (4a-f)

Table 2 Antimicrobial activity of compounds tested againéferent microorganisms-test
(diameter of inhibition halo in mm).

Table 3: Antibiograme clinical isolatesStaphylococcus aureuand Micrococcus spp.)
Obtained from the Department of Bacteriology Labama Unit of Clinicals Hospital (HC)
andStaphylococcus coagulase-negatnl#ained in the Department of Bacteriology, Haapit
Agamenon Magalhaes (HAM)

Table 4: Antimicrobial activity of 5-(3-methoxy-4-hydroxybewlideno)-4-thioxo-
thiazolidine-2-one (3-a) by the disk diffusion papest against clinical isolates of various

origins. Inhibition zones in mm.

Table 5: Minimum Inhibitory Concentration (MIC), in solid rdaum, the thiazolidine
derivative and standard drugs, cephalexin and alpid 280 ug/mL solution).



Table 1:
Compound R Compound R
1 thiazolidine-2,4-dione 4a 4-OCH3
2 4-thioxothiazolidine-2-one 4b 4-OH
3a 3-OCH;, 4-OH 4c 3-CHs
3b 2-F 4d 4,NG,
3c 4-Br 4e 3-NO,
3d 2-Cl 4f 3-CH:0, 4-0OH
3e 4-Cl
3f 2,3,5-C}

182



183

Table 2
Synthesized Microorganism-test
Compounds . . Resistant alcohol-
300ug Gram-positive Gram-negative acid Yeast
(X+9) 1 6 16 71 1007
1 0 0 0 0 0
2 19.3:0.47 25.8:0.16 21.0:0.16 18.3:0.09 19.0+0.82
3a 18.3:0.09 48.8:0.16 25.8:0.16  10.9:0.09 11.2+0.16 10.90.09 24.90.09 20.9:0.19
24.0t 16. Gt
3b 012 24.3+0.57 20.0t0.82 22.%£0.09 20.0:0.82 0.41
3c 22.9+0.09 21.0+0.16 18.0t0.41 0 0 0 17.1+0.19 15’;;
3d 24.#0.94 18.3:0.09 17.1+0.19 0 0 0 20.0:0.82 12.1+0.19
3e 20.0t0.82 17.8:0.62 20.5t0.50 0 0 0 17.2+0.62 15.3:0.09
3f 16.3:0.09 21.%#0.47 0 0 0 0 0 0
4a 0 0 0 0 0 0 0 0
4b 0 0 0 0 0 0 0 0
4c 8.2(#0.62 0 13.0+0.82 0 0 0 0 0
4d 20.3:0.47 0 15.3:0.47 0 0 0 0 0
4e 10.2:0.95 0 12.0t0.12 0 0 0 0 0
4f 10.9:0.09 27.1+1.15 11.8+0.56 0 0 19.3:0.77 16.0+0.82
Kan®(30ug) 23.3+0.57 28.3:0.09 14.2:0.62  20.0:0.82 15.3:0.47 15.0+0.82 40.0:0.12 nt
Cef®@30ug) 35.0:0.82 54.0:0.12 45.0+0.16 0 nt
Ket®(300ug) nt nt nt nt 24. 0.12

Compouds Standard®: Cef = Cefalexin; Ket = Ketoconazole; Kan = Kanamijgit = not tested

X = Medium function
4 = Standard deviation
Microorganism-test: (Gram-positivé). aureu (1); M. luteus (6); E.faecalis (138);sBbtilis ( 16) ; (Gram-negativelP. aeruginosa (39)E

coli (224);S. marcescens (398Résistant alcohol-acidyl. smegmatisql); (Yeast)C. albicans (1007)
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Table 3:
Clinical Isolate Strains

ANTIBIOTICS ) Ay @y avy (V) (v (VI (VID o 3aX) (X)) (XD Xy (XD (XIV) (XY (XVI)
Amikacin R S S S S R S R S S S S S NT S S
Ampicilin R R S R R R R R S R S S NT NT NT NT
Penicillin + Sulbactam NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT S S S S
Azithromycin NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT R S S S
Cefalotin R R R S S R NT NT NT NT S S NT NT S NT
Cefalexin R 1 S S S R R R S S s S NT NT NT NT
Cefepim R R R S S R R R S S S S NT NT NT NT
Cefoxitin R R R S S R R R S S S S NT NT S NT
Cefotaxim R R R S S R R R S S S S NT NT S NT
Ciprofloxacin R S S S S R R R § S S S S S S S
Clindamycin NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT R S S S
Erhytromycin R R R R R R R R R R S S NT NT S S
Gentamicin R S S S S R R R S S S S R S S R
Imipenem R NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT S NT NT S NT
Meropenem R NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT S NT NT NT NT
Norfloxacin R S S NT NT NT NT NT NT NT NT R R S S S
Oxacillin R R R S S R R R S S S S R R S R
Penicilin R R R R R R R R S R S R R R S R
Sulfamet+trimet R S S NT NT NT NT NT NT NT NT S NT NT NT NT
Tetracyclin R S S S S | R R S S S S S S NT S
Teicoplanin NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT
Tobramycin R S S NT NT NT NT NT NT NT NT S NT NT NT NT
Vancomycin S S S S S S S S § S S S S S S NT

S. aureugl-X) Micrococcusspp (XI-XIl Staphylococcusoagulase-negate/(XIl1-XVI)
OBs.(S) sensible(R) resistant{l) Intermediate,NT) not tested
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Table 4:
) ) 5-(3-methoxy-4-hydroxybenzylideno)-4-thioxo-thiazatlin-2-one (3a) STANDARD
Microorganisms-teste Cetfalexin Ampicilin

300pg (XD) 150ug (X®) 75 pg (X#H) 30ug (X55) 10ug (X5)

) 18.66+0.57 16.33+1.15 15.3340.57 0 0
(D] 14.33+0.57 13.33+0.57 12+0 1.66+0.57 13.33+0.57
(D] 20.66+1.52 17.33+2.08 13.66+0.57 33.66+0.57 39.33+0.57
(v) 16.66+0.57 15.66+1.15 14.5+0.50 26.66+0,57 16.66+0.57
V) 18.33+1.15 16.66+0.57 15.0+0.82 34.33+0,57 27.66+0.57

(V1) 21.33+£1.52 19.0+0.82 17.0:0.82 0 0

(Vi 18.66+0.57 16.0+0.82 16.5:0.50 0 0
(v 22.5:0.50 19.66+0.57 18.0+0.82 0 10.33+0.57
(IX) 20.66+0.57 19.33+0.57 16.0+0.82 31.66+0.57 35.66+0.57
(X) 17.0+0.82 15.66+0.57 14.33+0.57 28.33+.57 22.33+0.57
(XI) 28.66x1.15 27.66x1.15 26.66+1.15 35.33+0.57 36.33+0.57
(X1 26.0:0.82 24.66+0.57 23.33+0.57 35.66+0.57 34.66+0.57
(X 11.33+£1.52 10.0£0.82 8.33+1.15 22.66+0.57 15.66+0.57
(XIV) 11.5:0.50 10.0+0.82 9.33+0.57 29.66+0.57 27.66+0.57
V) 33.66+1.15 32.33+1.15 30.33+1.15 32.66+0.57 35.33+0.57
XVI) 20.0£0.82 18.33+0.57 16.66+0.57 30.33+0.57 27.33+0.57

X = Medium function
4 = Standard deviation



186

Table 5:
5-(3-methoxy-4-hydroxybenzylidene)- . -
Clinics Isolated 4-thioxo-thiazolidine-2-one (3a) Cefalexin Ampicilin

MIC MBC MIC MBC MIC MBC

(Hg/mL) (ug/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (ug/mL) (ug/mL)

() 32 64 128 >128 16 32
(D] 32 64 16 32 2 4
(1 32 64 >128 >128 32 64
(Iv) 32 64 2 4 <1 1
v) 32 64 4 8 2 4

(V1) 32 64 >128 >128 64 128

vy 32 64 128 >128 32 64

(v 16 32 >128 >128 16 32
(IX) 32 64 4 8 <1 1
(X) 32 64 8 16 <1 1
(X1) 8 16 <1 1 <1 1
(XN 16 32 2 4 <1 1
(Xt 32 64 64 128 4 8
XIv) 64 128 64 128 <1 1
(XV) 4 8 128 >128 <1 1
XVI) 4 8 64 128 <1 1

S. aureugl-X)
Micrococcusspp (XI-XI1)
Staphylococcusoagulase-negates (XII1-XVI)
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2-one. Important SAR information was also gathered, such as the contribution of thiocarbonyl attached at
4-position on the thiazolidine heterocyclic for antimicrobial properties. None of the derivatives exhibited
significant antiproliferative activity against the human carcinoma cell lines.

@ 2008 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Infectious diseases are responsible for great number of deaths in
the world population. The reduction of sensibility to antimicrobial
agents in current use has been increasing for a great variety of
pathogens and the resistance to multiple drugs is common for
several microorganisms, especially for Gram positive bacteria.
Infection by methidllin-resistant Stapfiylococcus aureus (MRSA) and
vancomycin-resistant Enterococci {VRE) presents a difficult problem
for medicine [1-4]. In addition, the treatment of infectious diseases
is more complicated in immunoc-suppressed patients, such as those
infected with the HIV, undergoing anticancer therapy or transplants.
Given the evidence for the rapid global spread of resistant clinical
isolates and the appearance of drug-resistant sirains among
community acquired infections, the need for discovery or optimi-
zation of antimicrobial agents active against these resistant strains is
of paramount importance. In this context, thiazolidines show
remarkable antimicrobial activity [5,6], in addition to various bio-
logical properties, such as antiproliferative [ 78], antituberculosis [9],
antihyperghycemic [ 10], antiinflammatory [11], among others [12].

Concurring with previous reports in the literature, illustrating
various thiazolidinone derivatives, 3-arylidene-4-thioxo-thiazoli-
dine-2-one has a number of structural contributors which enable

* Corresponding author. Av. Professor Moraes Rego, 1235 Cidade Universitaria,
CEP 50670-901 Recife, Pernambuco, Brazil Tel.ffax: +55 81 2126 8347
E-mail address: julianna@uipe.br (JEC. de Albuquergue).

0223-5234/% - see front matter @ 2008 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doir10.1016/j.ejmech.2008.10.008

antimicrobial activity. For example, the arylidene group at 5-posi-
tion [13,14], the presence of halides in arylidene group [13,15,16]
and non-substitution in nitrogen N-3. In one recent work, the
alkylation at N-3 has not contributed to improve the antimicrobial
properties [17]. Although extensive studies exist regarding the SAR
between thiazolidinone analogues and biological activity, very little
is known about the coniribution of thiocarbonyl and the presence
of arylidene subunit attached in 5-position to its antimicrobial
activity.

In view of the facts mentioned above and as part of our
initial efforts to discover potentially active new agents, thirteen
5-arylidene-4-thioxo-thiazolidine-2-ones {3a-n) were synthesized
and evaluated as antimicrobial agents, including against multidrug-
resistant clinical isolates. In addition, the cytotoxicity of these
compounds was fested against two human carcinoma cell lines.

2. Results and discussion
2.1. Chemistry

The title compounds were synthesized as outline in 5cheme 1.
Thiazolidine-2,4-dione {1) was prepared using a prior method [18].
Then, 4-thioxo-thiazolidine-2-one (2) was obfained using Law-
esson’s Reagent as an effective thionation reagent [19]. The
compounds 3a-n were prepared by a simple and direct method,
which involves the Knoevenagel condensation with different



EL Gouveia et al. { European Journed of Medicing! Chemisiry 44 (2009) 2038-2043

H H
O / \
/- Lawessons
)\ Reagent )\
\ 0 dm}xane
reflize
Ja:R=2-F 3d: R=2Er
3R =3-F Je:R =3-Br
3R =4-F 3f: R =4-Br

188

2039
/ H
CH /Z\ /\
acetic amd
sodium acetate
refhu (3a-n)
Yield (15-70%)

3g: R =2-Cl 3j: R =24-Cl,

3h: B =3-ClL LR =26-C1

3i: R=4-C1 3m: R =3,4-Cl,

IR =235l

Scheme 1. Synthesis of 5-arylidene-4-thioxo-thiazolidine-2-ones (3a-n).

aromatic aldehydes [19]. The structures of the desired compounds
were determined by 'H NMR, 13C NMR, IR and elemental analyses.

In theory, two geometrical isomers (E and Z) around the
exocyclic double bond {CH=C) are possible for the above 5-aryli-
dene-4-thioxo-thiazolidine-2-ones (3a-n). However, all the
synthesized compounds exhibited only the configuration Z, as
expected from the literature and verified by the 'H NMR spectra.
The literature records that the condensation of imidazolidine-2,4-
dione with aromatic aldehydes in acid medium, led only to the Z
isomer [20]. Also, the data of coupled *C NMR spectra indicated
that 5-benzylidene thiazolidines and imidazolidines exhibit the Z
configuration [19,21,22]. This assignment was also confirmed by X-
ray crystallographic data [23].

The 'H NMR spectra of the compounds (3a-n) showed one
singlet at § 7.91-8.29 ppm, correspondent to the methine proton,
which is in agreement with the 7 configuration, due to the
deshielding effect of the C=S adjacent. The earlier literature reports
that the methine proton in E isomers appears at lower chemical
shift values, due to the lesser deshielding effect of the sulphur atom
at 1-position [17,24].

2.2. Pharmacology

2.2.1. Antimicrobial activity

The in vitro antimicrobial activity was performed using the
disk diffusion method and the Minimum Inhibitory Concentration
{MIC) with different strains, including multidrug-resistant clinical
isolates. Ampicillin and kanamycin were used as positive controls
for bacteria and ketoconazole for yeast. In a preliminary assay
{Table 1) 5-arylidene-4-thioxo-thiazolidine-2-ones (3a-n) and
the intermediate (2) showed activity against Gram positive and
Candida albicans strains, but did not exhibit activity against Gram
negative strains. Thiazolidine-2,4-dione (1) was inactive for all
microorganisms tested, however, demonstrating that the replac-
ing of the carbonyl by thiocarbonyl increased the antimicrobial
activity.

The values of the MIC against the microorganisms susceptible
in the preliminary test are reported in Table 2. The results showed
significant inhibitory effects, and most compounds exhibit MIC
values in the 2-16 ug/mL range. This class of compounds pre-
sented high activity against S. aureus, especially the 5-substituted
compounds, when the derivatives 3h and 3j were as active as the
standard drug, ampicillin, but less active than cefalexin, the
second standard used. Besides, the activity against Bacillus subfilis
was found for compounds 3f, 3j and 3n; while last one also was
active against Enferococcus faeceils, in potency comparable with
ampicillin. The derivatives 3f, 3j and 31 exhibited significant
values of MIC for Mycobacterium smegmatis. It is noteworthy that
the intermediate 2 was able to inhibit the proliferation of yeast

when it was compared with compounds 3a-n however, with less
potency than ketoconazole (the reference drug). [n contrast, the
biological data indicated that 5-arylidene subunit is essential for
antibacterial activity.

The compounds 2 and 3a-nwere also evaluated for antibacterial
activity against a large number of clinical isolates of multidrug-
resistant Gram positive bacteria. The values of the MIC are given in
Table 3 compared with ampicillin and cefalexin, used as stan-
dards. All compounds showed significant inhibitory effects,
especially 5-arylidene derivatives, confirming the importance of
this subsfitution in increasing activity o inhibit growth of Gram
positive bacteria. The compounds 3a-n were more potent than
cefalexin against most of the microorganisms tested. The most
relevant results were verified for strains 8. aureus Il (H.C. 21036)
and VI (H.C. 20905), whose inhibitory effect was much greater
than that of ampicillin and cefalexin. It is interesting to note that
the derivative 3n showed a greater inhibitory capacity. This
suggests that the introduction of three atoms of the halogens to
the arylidene group may have exercised an important role to
increase antibacterial properties.

Table 1
Inhibitory zone (diameter, mm) of compounds against bacterial and yeast strains
uzing the disk diffusion method.

Compound Mean zone inhibition*

Sa Bs Ml Ef Pa Ec Sm Ms Ca
1 _ _ _ _ _ _ _ _ _
2 19 21 26 22 - - - 18 19
3a 24 23 25 20 - - - 20 16
3b 28 20 27 22 - - - 20 18
3c 29 26 29 24 - - - 25 17
3d 25 19 18 19 - - - 21 13
3e 28 26 29 25 - - - 25 14
kid 23 18 21 17 - - - 17 15
3g 25 17 18 16 - - - 20 12
3h 31 25 29 22 - - - 24 13
3i 27 22 25 17 - - - 20 12
3j 23 24 24 18 - - - 19 15
kil 20 20 18 - - - - 17 15
3m 25 27 27 20 - - - 20 14
In° 16 - 2 1 - = = = =
Ampicllin 38 28 45 24 NT 20 NT NT NT
Kanamycin NT NT NT NT 20 15 45 40 NT
Ketoconazole NT NT NT NT NT NT NT NT 28

Ampicillin (10 pg/disc), Kanamycin [30 pug/disc) and Ketoconazole (25 pg/disc) were
used as positive references; Compounds 1, 2 and 3a-n (300 pg/disc); -, indicates no
sensitivity or mean zone inhibition lower than 7 mm; NT, not tested; Sa, 5. aureus;
Bs, B. subttitis; M1, M. luteus; Ef E. faecalis; Pa, P aeruginosa; Ec, B coli; Sm, S, mar-
cescens; Ms, M. smegmatis; Ca, C. alhicans.

* Values are mean (11— 3)

® Splubility problems were observed at higher doses.
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Table 2
Inhibitory activity of compounds 2 and 3a-n expressed as MIC (pgfmL).

Compound  Microorganism
5 murews B subtiis M lwtews E foecolis M smegmatis O abicans

2 8 4 4 Bd 32 8
3a 8 32 32 32 32 32
3b 4 16 16 32 32 B4
3c 4 16 16 32 16 32
3d 4 3 16 32 32 32
3e 4 3 8 16 16 64
3f 4 2 8 16 4 32
ki 4 16 16 16 16 32
3h 2 3 8 8 16 32
3i 4 16 32 32 32 B4
3 2 2 8 16 4 32
31 4 3 16 16 4 32
3m 4 4 4 8 32 32
3n 4 2 4 2 32 64
Arnpicillin 2 2 2 2 64 NT
Cefalexin =1 =1 =1 64 =128 NT
[etoconazole NT NT NT NT NT =1

NT, not tested.

2.2.2. Cytotoxic activity

The in vitro cytotoxic activity was performed by MTT assay
[25,26] against two human carcinoma cell lines: NCI-H292
{obtained from mucoepidermoid carcinoma of lung} and HEp-2
{obtained from epidermoid carcinoma of the larynx). The inhibitory
effects of compounds 3a-n on the growth of the two cell lines are
shown in Table 4. All compounds showed lower cytotoxicity when
they were compared with vincristine, the standard drug used
(ICsp=0.04 and 0.003 pg/mL for NCI-H292 and HEp-2, respec-
tively). Moreover, they were not able to inhibit 50% of cell prolif-
eration even at the highest dose used (10 pg/mL}. The
antiproliferative effect was only achieved at 45.03% for NCI-H292
cells and at 30.10% for HEp-2 cells. Also, we observed that the NCI-
H292 line was more sensitive to synthesized compounds than the
HEp-2 line.

Compounds containing thiazolidinedione ring have already
been reported as apoptosis inducers in cancer cell strains and more
recently have been shown to be active against drug-resistant lung
cancer cells. Thus, although this inhibition is still not sufficient, we
feel that further research would be able to improve the inhibitory
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property. This could be done by putting one or more bulky group(s}
in the arvlidene ring [2728].

3. Conclusion

This study demonstrated that the bioisosteric replacement of
thiocarbonyl instead of carbonyl in thiazolidine ring, results in an
enhancement of antimicrobial activity. Due to its antibacterial
properties, especially against multidrug-resistant strains of clinical
isolates, the 5-arylidene-4-thioxo-thiazolidine-2-ones identified
here may represent useful starting points for further lead optimi-
zation. Studies involving the mechanism of action are necessary for
a complete understanding of their antimicrobial activity, as well as
structural modifications on the title compounds to improve anti-
proliferative activity.

4. Experimental
41, Chemistry

All melting points were determined using QUIMIS (model
320.23) and are uncorrected. FTIR spectra were recorded on
a BRUKER [F5-66 IR spectrophotometer in KBr pellet. 'H NMR and
3¢ NMR spectra were measured on VARIAN UNITY PLUS (300 MHz
for H and 754 MHz for ©C). The chemical shifts are reported in
# units and the coupling constants [f} are reported in hertz. C, H, N
and S analyses were performed with a Carlo Erba model EA1108
elemental analyzer. Thin layer chromatography was performed on
pre-coated silica plates {Merck Kiesegel 60 Fisa)} and column
chromatography using silica gel (mesh 70-230}. The spots could be
visualized easily under ultraviolet light.

4.2, Generel procedure for the preparation of 4-thioxo-thinzolidine-
2-one (2)

A mixture of thiazolidine-2,4-dione (1} (0.1 mol}and Lawesson's
reagent (0.03 mol} in anhvdrous dioxane, was heated under reflux
for 24 h. Part of the solvent was evaporated and, after cooling, the
precipitate was filtered, washed with n-hexane and recrystallized
in ethanol. Yield 68%, mp: 140-141 °C. IR (KBr, em '} 3115 (NH);
1710 (C=0). 'H NMR (DMS0-ds, 300 MHz, ppm):  13.54 (s, 1H,
NH}; 4.60 (s, 2H, -CH,-). Anal. Caled. for CsHsNOS; (133.18): C,

Table 3
BIC values (in pgfml) against clinical isolate of multidiog-resistant Gram positive bacterial strains.
Compound S. muveus E juecdlis Coagulase-
negative
Staphylococos

I I m v v Vi VI VIII IX X X1 Xt
2 32 32 32 B4 32 32 32 32 32 32 64 64
3a 4 8 2 4 8 8 32 32 32 32 3z 16
b 2 16 2 2 2 2 16 3 3 3 16 16
3c 4 32 2 2 2 2 32 32 16 16 3z 32
3d 4 16 4 4 4 4 8 16 16 16 2 16
3e 16 32 16 8 8 16 8 16 3 16 64 64
i 4 4 4 4 2 4 8 3 3 3 4 4
k3 4 8 2 2 2 2 16 32 16 32 3z 8
3h 2 8 2 2 2 2 4 4 4 4 16 2
1| 2 8 2 2 2 2 16 16 16 16 4 4
k1] 2 4 8 2 2 2 4 4 3 3 4 2
i | 8 8 8 4 4 4 8 3 16 16 4 4
3m 2 2 4 2 2 4 S 4 16 18 4 2
In 2 2 2 2 2 2 4 4 4 4 2 2
Ampicillin 2 =1 32 =1 2 64 2 =1 2 2 =1 =1
Cefalexin 8 2 > 128 2 4 =128 54 54 64 64 128 128

S murens: H.C 20881 (1), H.C 21141 (), H.C. 21036 (1), H.C. 20489 {IV); H.C 20794 (V) and H.C. 20905 (VI); £. foecalis: H.C. 21752 (VII), H.C. 21944 (VIIT), H.C. 24708 (IX) and
H.C 24862 [X); Coagulase-negative Staphylococces: HAML 278 (XT) and H.ALL 338 (XIN).
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Table 4
Growth inhibitory effects (%) of 3a-n on human carcinoma cell lines.
Compound 10 pg/mL 5 pgfmL 2.5 pgimL 1.25 pg/mL

NCI-H292 HEp-2 NCI-H292 HEp-2 NCI-H292 HEp-2 NCI-H292 HEp-2
3a 40.41 11.21 2518 8.86 7.78 166 429 -8.34
3b 26.78 2093 13.14 19.33 343 7.03 2.10 0.84
3c 38.00 30.10 31.55 20.56 1749 —-4.51 732 -10.82
3d 36.87 21.23 2294 16.23 16.19 10.33 1327 314
3e 42.36 2363 22.03 -1.04 1114 -1.82 467 -53
3f 3645 1823 16.61 1543 119 -036 110 -316
3g 45.03 2115 3419 5.97 19.88 —11.53 10.60 -11.34
3h 30.87 18.83 21.61 1763 1118 5.44 3.35 -036
3i 4139 2225 35.83 16.07 28.55 391 10.01 0.92
3 3837 2483 29.28 2003 14.69 1533 12.11 6.83
3l 32.80 8.73 10.34 -2.39 7.70 -4.24 436 -9.16
3m 4328 1641 35.83 11.02 1936 5.03 918 -545
3n 40.50 2354 39.68 22.84 33.01 21.75 14.21 12.58

27.06; H,2.27; N,10.52; 5,48.14. Found: C, 27.18; H, 2.47; N, 10.22; §,
48.74.

4.3. General procedure for the preparation of 5-arylidene-4-thioxo-
thiazolidine-2-ones (3a-n)

To a solution of compound 2 (0.01 mol) and anhydrous sodium
acetate (0.01 mol) in glacial acetic acid, was added the respective
aromatic aldehyde. The mixture was stirred under reflux for 1-10 h
and then poured into ice-cold water. Then, the precipitate was
filtered, washed with water and n-hexane, dried and purified by
column chromatography.

4.3.1. 5-(2-Fluorobenzylidene)-4-thioxo-thiazolidine-2-one (3a)

Yield 20%, mp: 159-160°C. IR (KBr, cm™'): 3163-3080 (NH);
1690 (C=0); 1592 (C=C). 'H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, ppm):
61397 (s, 1H, NH); 8.14 (s, 1H, -CH=); 7.62-7.54 (m, 2H, Ar); 7.41-
735 (m, 2H, Ar). ¥C NMR (DMSO-ds, 75.4 MHz, ppm, DEPT):
6 11635 (d, Jor=213), 12553 (d, Jer=3.0), 12639 (d, Jer=6.97),
128.61,13323 (d, Jop = 9.0) (CH); 121.50(d, Jor = 11.0),131.88,161.09
(d, Jer=2514) (Cq); 170.43 (C=0); 195.41 (C=S). Anal. Calcd. for
C1oHgFNOS; (239.28): C, 50.20; H, 2.53; N, 5.85; S, 26.80. Found: C,
50.42; H, 2.54; N, 5.79; 5, 21.09.

4.3.2. 5-(3-Fiuorobenzylidene)-4-thioxo-thiazolidine-2-one (3b)

Yield 20%, mp: 103-104 °C. IR (KBr, cm™"): 3080 (NH); 1700
(C=0); 1586 (C=C). 'H NMR (Acetone-dg, 300 MHz, ppm): 6 10.53
(s, TH, NH); 8.12 (s, 1H, —-CH=); 7.66-7.16 (m, 4H, Ar). Anal. Calcd.
for C1oHgFNOS, (239.28): €, 50.20; H, 2.53; N, 5.85; S, 26.80. Found:
C,50.60; H, 2.54; N, 5.70; S, 2119.

4.2.3. 5-(4-Fluorobenzylidene)-4-thioxo-thigzolidine-2-one (3c)
Yield 18%, mp: 126-127°C. IR (KBr, e 1): 3068 (NH); 1727
(C=0); 1573 (C=C). "H NMR (DMSO-dg, 300 MHz, ppm): 6 13.89 (s,
1H, NH); 8.06 (s, 1H, ~-CH=); 7.76-7.71 (m, 2H, Ar); 7.41-7.35 (m,
2H, Ar). ¥C NMR (DMSO-dg, 754 MHz, ppm, DEPT): 6 116.70 (d,
Jer=22.05),133.06 (d, Jop = 9.0), 134.73 (CH); 12958 (d, Jop = 2.55),
13012 (d, Jer=3.0), 163.10 (d, ez =250.87) (Cq); 170.54 (C=0);
195.43 (C=S). Anal. Calcd. for CigHgFNOS, (239.28): C, 50.20; H,
2.53; N, 5.85; S, 26.80. Found: C, 50.40; H, 2.74; N, 5.29; 5, 21.11.

4.24. 5-(2-Bromobenzylidene)-4-thioxo-thiazolidine-2-one (3d)
Yield 39%, mp: 214-215°C. IR (KBr, cm™'); 3161-3080 (NH);
1710 (C=0); 1580 (C=C). "H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, ppm):
6 14.06 (s, 1H, NH); 8.25 (s, 1H, -CH=); 7.80 (d, 1H, Ar); 7.62-7.52
(m, 2H, Ar); 7.45-739 (m, 1H, Ar). *C NMR (DMSO-dg, 75.4 MHz,
ppm): § 126,00, 128.69, 129.10, 13238, 132.80, 133.73, 133.64,

133.73; 170.54 ((=0); 195.25 (C=S). Anal. Calcd. for C1gHgBINOS,
(300.19): C,40.01; H, 2.01; N, 4.67; S, 21.36. Found: C,40.07; H, 2.01;
N, 4.79; §, 21.19.

4.3.5. 5-(3-Bromobenzylidene)-4-thioxo-thiazolidine-2-one (3e)

Yield 40%, mp: 214-215 °C. IR (KBr, cm~1): 3149-3064 (NH);
1685 (C=0); 1587 (C=C). 'H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, ppm):
513.96 (s, 1H, NH); 8.02 (s, 1H, -CH=); 7.87 (s, 1H, Ar); 7.71-7.63
(m, 2H, Ar); 749 (t, 1H, Ar). *C NMR (DMSO-dg, 754 MHz, ppm,
DEPT): 6 122.59, 128.53, 13145, 133.09, 133.29 (CH); 131.32, 133.86,
13582 (Cq); 170.37 (C=0); 19535 (C=S). Anal. Calad. for
C10HgBINOS; (300.19): C, 40.01; H, 2.01; N, 4.67; S, 21.36. Found: C,
40.21; H, 2.01; N, 4.41; S, 21.56.

4.3.6. 5-(4-Bromobenzylidene)-4-thioxo-thiazolidine-2-one (3f)

Yield 22%, mp: 188-189°C. IR (KBr, cm~1}: 3161-3075 (NH);
1688 ((=0); 1582 ((=0C). TH NMR (Acetone-dg, 300 MHz, ppm):
38.09 (s, 1H, ~CH="; 7.78-7.73 (m, 2H, Ar); 7.68-7.63 (m, 21, Ar).
3¢ NMR (Acetone-ds, 75.4 MHz, ppm): 6 126.15, 130.28, 132.09,
133.09,133.62,134.08,134.59,135.95; 170.83 (C=0); 196.75 (C=S).
Anal. Caled. for CigHgBrNOS; (300.19): C, 40.01; H, 2.01; N, 4.67; S,
21.36. Found: C, 40.03; H, 2.31; N, 4.79; S, 21.49.

4.3.7. 5-(2-Chlorobenzylidene )-4-thioxo-thiazolidine-2-one (3g)

Yield 40%, mp: 166-167 °C. IR (KBr, cm™): 3166-3080 (NH)
1715 (C=0); 1581 (C=C). 'H NMR (DMS0-dg, 300 MHz, ppm)
6 14.05 (s, TH, NH); 8.29 (s, 1H, -CH=); 7.65-7.61 (m, 2H, Ar);
754-749 (m, 2H, Ar). 3C NMR (DMSO-ds, 754 MHz, ppm):
5128.19,128.93,130.47,130.82, 131.59,132.21,132.74,135.13; 170.48
(C=0); 195.31 (C=S). Anal. Calcd. for CygHgCINOS, (255.74): C,
46.97; H,2.36; N, 5.48; S, 25.07. Found: C, 47.07; H, 2.41; N, 5.48; S,
25.27.

4.3.8. 5-(3-Chlorobenzylidene )-4-thioxo-thiazolidine-2-one (3h)

Yield 17%, mp: 112-113 °C. IR (KBr, cm~1): 3081 (NH); 1686
(C=0); 1589 (C=C). TH NMR (Acetone-dg, 300 MHz, ppm): 6 12.26
(s, 1H, NH); 8.08 (s, 1H, -CH=); 7.70 (s, 1H, Ar); 7.66-7.52 (m, 3H,
Ar). 13C NMR (Acetone-dg, 75.4 MHz, ppm): 6 120.77,131.67, 131.88,
132.53,132.79,135.49,136.29,137.45; 189.88 (C=0); 196.56 (C=S).
Anal. Caled. for CigHgCINOS; (255.74): C, 46.97; H, 2.36; N, 5.48; S,
25.07. Found: C, 4717; H, 2.21; N, 5.48; S, 25.27.

4.3.9. 5-(4-Chlorobenzylidene )-4-thioxo-thiazolidine-2-one (3i)
Yield 15%, mp: 183-184°C. IR (KBr, cm™'): 3161-3080 (NH);
1691 (C=0); 1577 (C=C). 'H NMR (DMSO-dg, 300 MHz, ppm):
513.93 (s, 1H, NH); 8.04 (s, 1H, -CH=); 7.69-7.66 {m, 2H, Ar); 7.61—
758 (m, 2H, Ar). BC NMR (DMSO-dg, 754 MHz, ppm, DEPT):
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6 129.54, 132.07, 134.33 (CH); 130.43, 132.28, 135.50 (Cq); 170.43
(C=0); 195.39 (C=S). Anal. Calad. for CyoHgCINOS, (255.74): C,
46.97; H, 2.36; N, 5.48; S, 25.07. Found: C, 46.09; 11, 2.51; N, 5.48; S,
25.37.

4.3.10. 5-(2,4-Dichlorobenzylidene)-4-thioxo-thiazolidine-2-one
(3)

Yield 54%, mp: 162-163°C. IR (KBr, cm™1): 3041 (NH); 1733
(C=0); 1573 (C=C). "H NMR (DMSO-dg, 300 MHz, ppm): 6 822 (s,
1H, -CH=); 7.85 (d, 1H, Ar); 7.66 (m, 2H, Ar). *C NMR (Acetone-dg,
75.4 MHz, ppm): 6 129.73, 13140, 131.67, 132.68, 13346, 134.74,
137.84, 138.08; 170.87 (C=0); 19661 (C=S). Anal. Calcd. for
C1oH5C1aNOS; (290.18): C, 41.39; H, 1.74; N, 4.83; S, 22.10. Found: C,
4156; H,191; N, 4.78; §, 22.27.

4.3.11. 5-(2,6-Dichlorobenzylidene )-4-thioxo-thiazolidine-2-one
(31

Yield 41%, mp: 191-192°C. IR (KBr, cm1): 3190-3111 (NH);
1715 (C=0); 1604 (C=C). 'H NMR (DMSO-dg, 300 MHz, ppm});
6 7.91 (s, 1H, -CH=); 7.60-7.57 (m, 2H, Ar); 751-745 (m, 1H, Ar).
3¢ NMR (DMSO-ds, 75.4MHz, ppm): & 12858, 130:15, 131.92,
13219, 133.04, 138.02, 168.50; 170.43 (C=0); 195.39 (C=S). Anal.
Calcd. for CigHsClaNOS; (290.18): C, 41.39; H, 1.74; N, 4.83; §, 22.10.
Found: C, 41.57; H, 1.96; N, 4.78; §, 22.37.

4.3.12. 5-(34-Dichlorobenzylidene )-4-thioxo-thiazolidine-2-one
(3m)

Yield 55%, mp: 183-184°C. IR (KBr, cm™1): 3161-3080 (NH);
1685 (C=0); 1583 (C=C). 'H NMR (DMSO-dg, 300 MHz, ppm}):
$13.99 (s, 1H, NH); 8.00 (s, 1H, -CH=); 7.94 (d, 1H, /, = 2.1, Ar); 7.78
(d, 1H, Jo= 8.4, Ar}; 760 (dd, 1H, J,=8.3, Jm =21, Ar). BC NMR
(DMSO-dg, 75.4 MHz, ppm, DEPT): § 129.27, 131.51, 132,50, 132.77
(CH); 131.73, 13220, 13314, 13411 (Cq); 16849 (C=0); 17022
(C=S). Anal. Calcd. for CyH5ClNOS, (290.18): C, 41.39; H, 1.74; N,
4.83; S, 22.10. Found: C, 4146; H, 1.92; N, 4.79; §, 22.27.

4.3.13. 5-(2,3,5-Trichlorobenzylidene)-4-thioxo-thiazolidine-2-one
(3n)

Yield 70%, mp: 186-187 °C. IR (KBr, cm™1): 3103-3057 (NH);
1753 (C=0); 1600 (C=C). 'H NMR {Acetone-dg, 300 MHz, ppm):
4 8.24 (s, 1H, -CH=); 7.82 (d, 1H, i, = 2.4, Ar); 7.62 (d, 1H, J, = 24,
Ar). Anal. Caled. for CigH4Cl3NOS, (324.63): C, 37.00; H, 1.24; N,
4.31; 5,19.75. Found: C, 37.02; H, 1.25; N, 4.32; S, 19.85.

4.4, In vitro assay for antimicrobial activity

The microorganisms used in this study are S. aureus (UFPEDA
01), B. subtilis (UFPEDA 16), M. luteus (UFPEDA 06), E. faecalis
(UFPEDA 138), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 39), Escherichia
coli (UFPEDA 224), Serratia marcescens (UFPEDA 398), M. smegmatis
(UFPEDA 71) and C. albicans (UFPEDA 1007) cbtained from the
cultures collection of the Antibiotics Department of the Federal
University of Pernambuco (UFPE), Brazil. Strains of multidrug-
resistant clinical isolates were also used and consisted of S. gureus
{20981, 21141, 21036, 20489, 20794 and 20905), E. faecalis (21752,
21944, 24708 and 24962) obtained from Bactericlogy Department
of University Hospital of the Federal University of Pernambuco and
Coagulase-negative Staphylococcus (278 and 338), obtained from
Bacteriology Department of the Agamenon Magalhdes Hospital,
Pernambuco, Brazil. The clinical isolates were collected from
various patients hospitalized in several clinics.

The antimicrobial activity was reported preliminarily using the
disk diffusion method [29]. In this method, paper disks (6 mm)
containing specific amounts of an antimicrobial agent (300 pg for
the synthesized compounds) were placed on the surface of an agar
plate inoculated with a standardized suspension of the

microorganisms tested. The plates were incubated at 35 °C for 24
and 48 h, for bacteria and yeast respectively. Ketoconazole (25 ug)
for yeast, ampicillin (10 pg) for Gram positive bacteria and kana-
mycin (30 pg) for Gram negative bacteria, were used as standard
drugs. Paper disks with only DMSO were utilized as negative
contrals.

A twofold serial dilution technique [30,31] was followed to
determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of the
compounds against the susceptible microorganisms in the
preliminary test (yeast and Gram positive bacteria) and against
strains of clinical isolates of multidrug-resistant Gram positive
bacteria. Test compounds, dissolved in DMSO, were added to
culture media (Mii ller-Hinton agar for bacteria and Sabouraud
Liquid Medium for yeast) to obtain final concentrations ranging
from 128-1 pg/ml. A plate (tube for C albicans) containing only the
culture medium and DMSO was used as negative control. The final
amount applied was of 10° CFUjplate for bacteria and 10° CFU/tube
for yeast. The MIC values were read after incubation at 35 °C for
a period of 20 h (bacteria) and 48 h (yeast). The lowest concen-
tration of the test substance that completely inhibited the growth
of the microorganism was recorded as the MIC, expressed in pg/mL.
Ampicillin, cefalexin (bacteria) and ketoconazole (yeast) were used
as standard drugs. All experiments were carried out three times.

4.5. In vitro assay for cytotoxic activity

The human lung carcinoma cell line (NCI-H292) and the human
larynx carcinoma cell line (HEp-2) were purchased from the Adolfo
Lutz Institute, Sdo Paule, Brazil. A DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium), enriched with 10% of fetal bovine serum, 1% of
L-glutamine and 1% of antibiotics ( penicillin and streptomycin ), was
used for cell cultivation and to perform the tests.

The cytotoxic activity was investigated using the MTT assay (3-
(4,5-dimethylthiazole-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Cell
suspensions were diluted to 10° cells/mL, suitably prepared and
distributed in plates of culture with 96 wells (225 pL in each well),
thenincubated at 37 °Cin a humid atmosphere with 5% of CO,. After
24 h, 25 UL of either the synthesized compounds or the reference
drug (vincristine) was added to each well. The plates were incubated
again at 37 °C for 72 h. Then, 25 uL of MTT solution (5 mg/mL) was
added to each well, and the mixture was incubated at 37 °Cfor 2 h.
At the end of this period, the culture medium with the MTT excess
was aspirated and after that, 100 pL of DMSO was added to each well
to dissolve the formazan crystals. The optical density (0D} of the
wells was measured at 540 nm and compared to the control (cells
with medium only). The assay was conducted in triplicate.
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