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RESUMO

As imidazolidinas e as tiazolidinas sdo moléculas que apresentam diversas
atividades biologicas. Os derivados imidazolidinicos se destacam por
apresentarem atividades anti-parasitarias e anti-inflamatdérias. Estudos recentes
realizados pelo Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos — LPSF
comprovaram que derivados 3-(2-cloro-6-flior-benzil)-imidazolidina-2,4-diona
(LPSF/PT-31) apresentam promissora atividade analgésica in vivo, através da
interagdo com o receptor a2-adrenérgico. As tiazolidinas sao importantes
devido as suas propriedades farmacoldgicas, tais como anti-inflamatéria,
antitumoral, anti-diabética e anti-parasitaria. Diante disso, foram obtidos sete
novos compostos 5-arilideno-3-benzil-2-tioxo-imidazolidin-2-ona e quatro novos
derivados 5-arilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona. Os compostos foram
obtidos em trés etapas. Inicialmente foi realizada a reagéo de N-alquilagdo com
cloreto de benzila substituidos que conduziu aos intermediarios 3-benzil-
imidazolidina-2,4-diona e 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona. A imidazolidina N-
alquilada sofreu uma reacdo de tionacdo com o reagente de Lawesson,
formando a 3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PTS-31). Em paralelo,
realizou-se reagdo de condensacdo de Knovenagel entre benzaldeidos
substituidos e o cianoacetato de etila, fornecendo ésteres cianocinamicos
(LPSF/IP). A etapa final compreende a reacao de adicdo de Michael, entre os
ésteres cianocindmicos e o0s derivados tiazolidinicos e imidazolidinicos,
originando os produtos finais, 5-arilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona e os 5-
benzilideno-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona. Em seguida, foi realizada a
avaliacao anti-inflamatéria dos quatro derivados tiazolidinicos através do ensaio
de peritonite induzida por carragenina, utilizando como padrdao indometacina.
Os derivados inddlicos tiazolidinicos apresentaram resultados que variaram

entre 57,4% e 62,5%, tendo a indometacina como padrao uma inibicdo de 71%.

Palavras-chave: Imidazolidina, Indol, Indometacina, Tiazolidina.



ABSTRACT

The Imidazolidines and thiazolidines are molecules that exhibit various
biological activities. Derivatives imidazolidinicos stand for activities anti-parasitic
and anti-inflammatory. Previous studies carried out by the Laboratorio de
Planejamento e Sintese de Farmacos - LPSF derivatives proved that 3-(2-
chloro-6-fluoro-benzyl)-imidazolidine-2.4-dione (LPSF/PT-31) show promising in
vivo analgesic activity being the active compound through it’s interaction with
the a2-adrenergic receptor. The thiazolidines are important because of their
pharmacological properties such as anti-inflammatory, antitumoral, anti-diabetic
and anti-parasitic. Therefore, new compounds were obtained. Seven 5-
arylidene-3-benzyl-2-thioxo-imidazolidin-2-one and four novel 5-arylidene-3-
benzyl-thiazolidine-2,4-dione. The compounds were obtained in three steps.
Initially the reaction was conducted for N-alkylation with benzyl chloride
substituted leading to intermediate 3-benzyl-imidazolidine-2.4-dione and 3-
benzyl-thiazolidine-2.4-dione. The imidazolidine N-alkylated suffered a
thionation reaction with Lawesson's reagent to form 3-benzyl-4-thioxo-
imidazolidin-2-one (LPSF/PTS-31). In parallel, there was a Knovenagel
condensation reaction between benzaldehydes and substituted ethyl
cyanoacetate, providing the esters derivatives (LPSF / IP). The final step
involves the Michael addition reaction between the derivatives and esters,
yielding the final products, 5-arylidene-3-benzyl-thiazolidine-2.4-dione and 5-
benzylidene-3-benzyl-4-thioxo-imidazolidin-2-one. Then, evaluation was made
of the four anti-inflammatory derivatives thiazolidines by testing of carrageenan
induced peritonitis, using indomethacin as the standard. The indole derivatives
tiazolidinicos showed results which ranged from 57.4% to 62.5%, indomethacin
showed an inhibition of 71%.

Keywords: Imidazolidines, indole, Indomethacin, Thiazolidines.
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INTRODUGCAO

Tiazolidinonas e Imidazolidinas s&o derivados dos heterociclicos
pentagonais, contendo um grupo carbonila nas posicdes 2, 4 e/lou 5 que
pertencem a um importante grupo de compostos. Sua utilizacdo em sintese
organica é de grande importancia, tendo em vista as diversas atividades
biolégicas relacionadas a seus analogos estruturais, tais como anticancerigena,

anti-inflamatéria, anticonvulsivante, hipoglicemiante e antiviral, dentre outras.

A sequir, sera descrito o planejamento e a sintese de novos derivados
imidazolidinicos e tiazolidinicos, através das reacdes de N-alquilacéo, tionacao,
condensacao de Knovenagel e adicdo de Michael. Estas moléculas pertencem
as séries 5-benzilideno-3-(2-cloro-6-flior-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona
(LPSF/PTS), possuindo os substituintes metoxi e etoxi em diferentes posicdes,
e a série 5-(1H-indol-3il-metileno)-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona, substituida na

posicao para do grupamento benzilico por cloro ou nitro.

A analise dos resultados obtidos na sintese dos novos derivados 5-(1H-
indol-3il-metileno)-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona e 5-benzilideno-4-tioxo-
imidzolidin-2-ona, nos permitiu afirmar que a metodologia utlizada se

apresenta como uma boa rota sintética.

Os derivados tiazolidinicos (LPSF/SF) e (LPSF/TA) foram testados em

camundongos em modelos de peritonite induzida por carragenina.

19
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OBJETIVOS

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Promover a pesquisa de novos potenciais agentes anti-inflamatorios,
através do planejamento e sintese de novas moléculas derivadas dos nucleos

imidazolidina-2,4-diona e tiazolidina-2,4-diona.

2.2. Especificos

Obter novos derivados imidazolidinicos-3,5-dissubstituidos, da série
LPSF/PTS, e 5-(1H-indol-3il-metileno)-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona das séries
LPSF/TA e LPSF/SF, por meio de reagbes de N-alquilacao, tionacdo e adicdo

de Michael, utilizando haletos de alquila e benzaldeidos.

Elucidar as estruturas quimicas dos compostos sintetizados pelos
métodos espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN 'H) e infravermelho (1V)

Avaliar a atividade anti-inflamatéria dos derivados tiazolidinicos-3,5-
dissubistituidos, LPSF/TA e LPSF/GQ, através do modelo de peritonite

induzida por carragenina.

21
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Estado da Arte: Derivados Imidazolidinicos e Tiazolidinicos e suas
Aplicacdes Biolbdgicas

3.1 Introducéo

A acdo terapéutica de farmacos resulta de interacbes destes com
sistemas bioldgicos e é dependente de fatores relacionados com sua estrutura
guimica e, consequientemente, de suas propriedades fisico-quimicas. Estes
fatores sejam eles de carater eletrénico, hidrofébico ou estérico, influenciam a
interagdo do farmaco com a biofase e a sua distribuicdo nos compartimentos
gue compdem o sistema biolégico. Assim, dois farmacos estruturalmente
semelhantes, diferenciando-se apenas por um atomo ou posicdo que este
ocupa na molécula, podem apresentar diferencas quanto as suas propriedades
fisico-quimicas e, consequentemente, quanto a atividade biolégica, tanto do
ponto de vista quantitativo como qualitativo (TAVARES, 2004).

O ndcleo imidazol é um constituinte de inimeros compostos
heterociclicos bioativos, sendo bastante interessante por suas diversas
aplicac6es na clinica. (BARREIRO e FRAGA, 2008).

A primeira férmula estrutural do nudcleo iséstero ao imidazol, a
imidazolidina-2,4-diona, surgiu em 1870, proposta por Kolbe (Figura 1) (WARE,
1950).

(0]

\_

(A,

H

Figura 1: Estrutura da imidazolidina-2,4-diona

A tiazolidina-2,4-diona € bioisétero dos nucleos imidazolidina-2,4-diona e
oxazolidina-2,4-diona. Pertencem a classe de heterociclicos de 5 membros
com grupamentos carbonilicos nas posi¢cdes 2 e 4 do anel (Figura 2) (SINGH et
al. 1981).
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Figura 2: Tiazolidina-2,4-diona e seus derivados

3.2. Planejamento de Fa&rmacos
As propriedades fisico-quimicas de compostos bioativos, reflexo de sua
estrutura quimica, podem ser descritas quantitativamente se forem expressas
por meio de parametros fisico-quimicos ou descritores estruturais adequados.
Assim, com base neste conceito, foi possivel desenvolver nova area do
conhecimento, que se preocupa com o estudo das relagbes entre a estrutura
guimica e a atividade biolégica. Estas relacdes sdo expressas por modelos
matematicos, que correlacionam descritores estruturais de séries de compostos
analogos com a atividade bioldgica por eles desempenhada (TAVARES, 2004).
Embora a presenca de um nucleo ou grupo especifico ndo pressuponha
necessariamente que a molécula tera determinada atividade biologica, visto
gue esta é funcdo da molécula, os grupos quimicos presentes ou introduzidos
num farmaco séo importantes por dois motivos:
1. Eles podem ser essenciais para a manifestacdo de determinada acéo
biolégica, em razdo de sua reatividade quimica ou da disposi¢ao espacial.
2. Eles podem modificar a intensidade de determinada acdo bioldgica, em
consequéncia dos efeitos caracteristicos que exercem (KOROLKOVAS, 1974).

3.3. Imidazolidina

O ndcleo imidazol (Figura 3) € um constituinte de inGmeros compostos
heterociclicos bioativos, sendo bastante interessante por suas diversas
aplicac6es na clinica. Além disso, 0 nucleo imidazol esta presente na estrutura
guimica da histamina, importante mediador quimico da inflamagdo e da
secrecao do acido gastrico (BARREIRO e FRAGA, 2008).

24



Figura 3: Nacleo imidazol e histamina

Diretamente associada a estrutura da imidazolidina-2,4-diona estdo as
estruturas tionadas, 2-tioxo-imidazolidina-4-ona, 4-tioxo-imidazolidina-2-ona,
imidazolidina-2,4-ditiona (Figura 4), consideradas bioisésteras da primeira. Isto
significa que se espera atividades biolégicas similares (KLAXON, 1890;
EDWARD, 1966).

X=0 ouS
Figura 4: Variacéo estrutural da imidazolidina

As imidazolidina-2,4-diona  podem  ser denominadas @ 2,4-
dicetotetrahidroimidazol ou hidantoinas. Tanto as hidantoinas quanto as
tiohidantoinas reagem frente a reagentes eletréfilos e nucleodfilos de maneira
similar (LOPEZ, 1985).

Certas reagdes das imidazolidina-2,4-diona e seus derivados podem ser
explicadas pela existéncia de formas tautoméricas destas moléculas. Ware, em
1950, sugeriu sete diferentes formas de tautomerismo, cetoendlicos e amido-
inddlicos (Figura 5).
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Figura 5: Formas tautoméricas da imidazolidinas-2,4-diona

As aplicacBes biolégicas de derivados contendo o nucleo imidazol sé&o
inimeras, podendo ser usados como: a) agentes antitumorais; atuando como
agentes intercaladores de DNA (BARALDI et al, 2003, KUMAR e LOWN, 2005,
BELLINA et al, 2006, LI et al, 2007, CONGIU et al, 2008, KOSTAKIS et al
2008); b) inibidor enzimatico tais como da B-lactamase (VENKATESAN et al,
2004 e VENKATESAN et al.,, 2008); 20-HETE (acido 20-hidroxi-5,8,11,14-
eicosatetraendico) (NAKAMURA et al., 2004), sintase; carboxipeptidase A, no
controle de células tumorais em cancer de pulmdo (HAN e KIM, 2001), e/ou
inibidor da heme oxigenase (ROMAN t al., 2007); c) no tratamento de doencas
do sistema cardiovascular como anti-coagulantes (NANTERMET et al., 2004),
inibidor do NO (6xido nitrico) (SORRENTI et al., 2006), ou ainda como
modulador da atividade dos canais de calcio/potassio (POWER, et al. 2006); d)
como agentes anti-inflamatérios; inibindo a MAP kinase p38 (MCLAY et al.,
2001 e ADAMS et al., 2001), a 5-LOX (MANO et al., 2003), os receptores
vanilédes TRPV1 (GORE et al. 2007) e as isoformas da enzima COX (SONDHI
et al.,, 2005 e NAVIDPONE et al.,, 2007); e€) como agentes anti-infecciosos;
antibacterianos (KHABNADIDEH et al., 2003, TANITAME et al.,, 2004,
BHANDARI et al., 2009), antifungicos (SAHA et al., 2000 e EMAMI et al., 2008),
antivirais (ZHANG et al., 2002 e UJJINAMATADA et al., 2007), antituberculose
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(GUPTA et al., 2004, e ZAMPIERI et al., 2008), leishmanicidas (FOROUMADI
et al., 2005 e FERREIRA et al., 2007), tripanossomicidas (MOURA et al., 2004),
antimalaricos (KAWANISHI et al., 2004 e VLAHAKIS et al. 2006); f) no
tratamento das desordens metabdlicas; como agentes antidiabéticos (MAYER
e TABERNER, 2002, WANG et al, 2005 e CRANE et al., 2006) e
antiobesidade (PLUMMER et al., 2005); g) nas desordens neudegenerativas do
SNC (ABRAHAM et al., 2000, VOLKE et al., 2003, GERONIKAKI et al., 2004);
h) acbes diversas como branqueamento da pele (NA et al.,, 2007), agente
antienvelhecimento (BABIZHAYEV, 2006), como antagonista dos receptores Hs
(GRABMANN et al., 2003, MOR et al., 2004).

3.4. Tiazolidina
As tiazolidinas (Figura 6) sdo compostos heterociclicos pentagonais

contendo em sua estrutura um atomo de enxofre e um de nitrogénio.

H
4N
3
L3,
s
1

Figura 6. Estrutura da tiazolidina.

Tiazolidinonas sdo derivados tiazolidinicos contendo um grupo
carbonila nas posicdes 2, 4 e/ou 5 que pertencem a um importante grupo de
compostos heterociclicos. Sua utilizacdo em sintese organica € de grande
importancia, tendo em vista as diversas atividades bioldgicas relacionadas a
seus analogos estruturais, tais como anticancer(PITTA et. al., 2012), anti-
inflamatoria (BARROS et. al., 2010), anticonvulsivante (EL-FEKY e EL-SAMII,
1990), hipoglicemiante (KUMAR et al, 2011) e antiviral (LIU et al, 2011), dentre

outras

3.5. Quimica dos Anéis Imidazolidinicos e Tiazolidinicos

Com relacdo a reatividade do anel tanto imidazolidinico quanto
tiazolidinico destacam-se 0s processos quimiosseletivos que ocorrem ha

posicao 4 (carbonila) em reacdes de tionacao via reagente de Lawesson. Na
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posicdo 3 (nitrogénio) em reagcdes de N-alquilacdo e reacdo de Mannich; e na
posicdo 5 (carbono metilénico) em reacdes de condensacdo com aldeidos,
cetonas ou sais de diazonio (Figura 7) (LIESEN, 2008).

Tionacéo N-alquilacéo

\ Reacdao de
@ / Mannich
Condensacéo

com aldeldos~ou ¢ )
cetonas Reacdes A

X
com sais de O

Figura 7: Reatividade do aneis imidazolidinicos ou tiazolidinicos

Tanto as imidazolidinas quanto as tiazolidinas séo acidos fracos, onde o
principal fato envolvido nesta acidez é devido ao grupo NH na posicéo 3, que é
influenciado pelos dois grupos carbonilas adjacentes (retiradores de elétrons).
Assim, quando o 4&tomo de hidrogénio da posicdo N-3 ndo esta substituido o
tautdbmero Il € mais estavel que o tautdbmero Il (Figura 5), estando este em
maior quantidade (SHIPPER, 1957).

SHIPPER e DAY, em 1957, também constataram que os atomos de
hidrogénio da posicao 5 do nucleo possuem, também, um grau acidez, devido
a presenca do grupo carbonilico vizinho. Isto pode ser demonstrado pela
formacdo de derivados 5-benzilidénicos, pela racemizagdo do nucleo
opticamente ativas em solugdes alcalinas, e pelo fato que as oxidacbes da
posicao 5 se produzem em meio basico. Contudo, contatou-se que a constante
de dissociagcao praticamente ndo se modifica quando os dois hidrogénios da
posicdo sdo substituidos, como na maioria das condensacdes, nos permitindo

concluir que estes hidrogénios contribuem pouco para a acidez da molécula.

PICKETT e MCLEAN, em 1939, constataram que as imidazolidinas e as
5-benzil-imidazolidiana-2,4-dionas possuem as constantes de dissociacéo

28



praticamente iguais. Eles observaram que se um grupo metil for introduzido na
posicdo N-3 da 5-benzil-hidantoina, ocorre um aumento imediato do pH da
solugcdo quando algumas gotas de base sdo adicionadas, demonstrando que
ndo existem evidencias da dissociacdo do hidrogénio N-1. Em outro
experimento observaram que as 3-metil-5-benzilideno-imidazolidina-2,4-dionas
possuem uma pequena, porém consideravel, constante de dissociacdo, ao
contrario da 3-metil-benzil-hidantoinas. Esta evidencia quimica demonstra que

o hidrogénio N-1 possui uma tendéncia de formar sais (Figura 8).

O\ N/H @ O\\ N/CH3
. =,
H H

Figura 8: Estrutura quimica das imidazolidinas substituidas

Com base nestas observagbes os Grupos de Pesquisa em Inovacao
Terapéutica - GPIT/UFPE e Planejamento e Sintese de Farmacos -
LPSF/UFPE realizaram a sintese de varios derivados imidazolidinicos e

tiazolidinicos.

3.6 Novos Derivados Imidazolidinicos e Tiazolidinicos e suas Aplicacdes
Biolbgicas

Tanto as imidazolidinas como as tiazolidinas podem ser utilizados como
ligantes para a formacdo de compostos de coordenacdo. Compostos de
coordenacao de platina contendo como ligantes compostos imidazolidinicos
derivados da 2-tioxo-imidazolidin-4-ona (Série LPSF/CX): Complexo LPSF/CX-
33:  [5-(2-bromo-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona) cis-etileno-diamino-
dicloro de platina Il]; Complexo LPSF/CX-40: [5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona) cis-etileno-diamino-dicloro de platina [l]; Complexo
LPSF/CX-42: 5-(4-metil-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona)  cis-etileno-

diamino-dicloro de platina Il]; Complexo LPSF/CX-47: [5-(2-cloro-benzilideno)-
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2-tioxo-imidazolidin-4-ona) cis-etileno-diamino-dicloro de platina Il], e LPSF/CX-
25 [5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona) cis-diamino-dicloro de
platina Il]; representado na figura 9 (CARVALHO, 2009).
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Complexo LPSF/CX-25

Figura 9: Estruturas quimicas dos compostos de coordenacéo de platina contendo como

ligantes compostos imidazolidinicos (adaptado de Carvalho, 2009)

As linhagens de células utilizadas nos testes de citotoxicidade foram HL-
60 (leucemia), MDAMB-435 (melanoma — humano), HCT-8 (célon — humano) e
SF-295 (glioblastoma — humano). Como resultado foi evidenciado que os
compostos de coordenacado ndo apresentaram efeitos citotdxicos significativos,

e teste utilizando a terapia combinada estdo em andamento.
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Rocha Pitta et. al., em 2012, sintetizaram uma nova seérie de derivados
tiazacridinicos (Figura 10). Estes compostos apresentaram anticancer, sendo
esta atribuida a presenca de dois anéis aromaticos (sistema =), planaridade
(capacidade intercalante) e a presenca de trés aceptores de ligacdo de

hidrogénio, dois dos quais sdo atomos de oxigénio.

A atividade antiproliferativa dos derivados tiazacridinicos foi comprovada
através do ensaio de MTT em linhagens celulares SF-295 (sistema nervoso
central), HCT-8 (carcinoma de coOlon) e MDA-MB-435 (melanoma).
Doxorubicina, como padrdo. Observou-se que 3-acridin-9-ilmetil-5-acridin-9-
iImetileno-thiazolidina-2,4-diona (LPSF/AA-2) apresentou uma significativa
atividade anticancer contra as trés linhagens celulares testadas. Além disto, o
composto 3-acridin-9-ilmetil-5-(4-metoxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/AA-3), tendo o grupamento metdxi, doador de elétrons, como
substituinte do benzilideno, e o 3-acridin-9-ilmetil-5-(4-bromo-benzilideno)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/AA-6) com o bromo, retirador de elétrons,
substituindo a posi¢do para do benzilideno também exibiram forte inibicdo nas
mesmas linhagens celulares (ROCHA PITTA et al., 2012).

R =CI; OCHg; Br; F

Figura 10: Estrutura dos derivados tiazacridinicos

Franca Luis (2008) sintetizou novos derivados imidazacridinicos
(LPSF/AC) e benzilideno-imidazolidinicos (LPSF/NN) e avaliaram a atividade
antiparasitaria através de MTT, ICso e citotoxicidade, para viabilidade do uso,

usando como padrdo o benzinidazol (Figura 11).
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Apoés estudos concluiu-se que as imidazolidinas que apresentam o
ndacleo acridinico possuem uma maior acao anti-parasitaria com potencial
atividade contra T. cruzi. Além disso, a presenca do substituinte nitro no
grupamento benzilico, em alguns casos, pode ter contribuido para a melhor

resposta bioldgica.

R2=NOy; F R1 = NO;; OCH,CgHs

Figura 11: Estrutura dos derivados imidazolidinicos

Em 2012 Gomes et. al. realizaram estudos de relacdo estrutura
guimica/atividade biolégica em derivados da imidazolidina-2,4-diona N-
alquilados na posicdo 3 e condensados na posi¢ao 5) a 3-(4-bromo-benzil)-5-
(1H-indol-3-il-metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (LPSF/NN-52) e a 3-(4-nitro-
benzil)-5-(1H-indol-3-ilmetileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (LPSF/NN-100), em
relacdo as modificacbes morfoldégicas nas formas tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi, observadas atraveés de microscopia eletrénica (Figura 12).

Os estudos revelaram que concentracdes de 13 pgmL™ por 24h
produziram danos severos ao complexo mitocondrial do parasita, como
colapso, fragmentacdo e desorganizacdo. Também foram realizados testes
para avaliar o tipo de morte celular induzida pelos derivados da imidazolidina-
2,4-diona entre apoptose, apoptose tardia ou necrose, sendo utilizado 1
ugmL™, concentracdo n&o téxica dos derivados conhecida através do teste de
citotoxicidade, em comparacdo com mesmas concentracbes de padrao
benzinidazol e nifurtimox. Apos 24h foi observado que o numero de células em

apoptose € superior ao de células em necrose, e que o derivado 3-(4-nitro-
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benzil)-5-(1H-indol-3-il-metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (LPSF/NN-100)
produziu resultados superiores ao do padrdo e o 3-(4-bromo-benzil)-5-(1H-
indol-3-il-metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (LPSF/NN-52). Os derivados 3-
(4-bromo-benzil)-5-(1H-indol-3-il-metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona

(LPSF/NN-52) e 3-(4-nitro-benzil)-5-(1H-indol-3-il-metileno)-2-tioxo-imidazolidin-
4-ona (LPSF/NN-100) mostraram relevante atividade bioldgica frente as formas
tripomastigotas sem causar maiores danos aos esplendcitos, sendo estes

futuros candidatos a drogas anti-T. cruz (GOMES et al., 2012).

NO,

Figura 12: Estrutura dos derivados imidazolidinicos LPSF/NN-52 e LPSF/NN-100

Barbosa (2010) analisou o efeito de 5-(3,4-dicloro-benzilideno)-3-(4-nitro-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-29) em T. cruzi. Este composto foi
escolhido entre varios outros inicialmente testados, para analisar o seu efeito
sobre 0 crescimento e organizacdo estrutural das formas amastigotas
epimastigota e tripomastigota de T. cruzi. Microscopias citometria de fluxo, a
fluorescéncia de digitalizacdo e transmissao eletronica foi utilizada para esta
analise em profundidade. Os resultados mostraram que este composto inibe,
em baixas concentracdes micromolar, o0 crescimento do epimastigota
proliferatives e formas amastigotas e induz a lise da forma tripomastigota
infecciosa. Morte do parasita € devida a altera¢des significativas na membrana

do plasma e as mitocdndrias, com a aparéncia de autofagossomas (Figura 13).
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Figura 13: Estrutura quimica da LPSF/SF-29

Os efeitos esquistossomicidas dos derivados da imidazolidina foram
primeiramente descritos em 1954 por Luttermoser e Bond que descreveram a
atividade da 5,5-difenilhidantoina e 5-(4-cloro-fenil)-5-metil-imidazolidina-2,4-
diona (Werbel, 1977). A atividade dos derivados da imidazolidina-2,4-diona na
esquistossomose foi testada por Apolinario da Silva et al em 2012 frente a
vermes adultos Schistosoma mansoni. O derivado 3-benzil-5-(4-cloro-arilazo)-
4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT-05) foi administrado em trés difrentes
formulacdes; solugcdo em tween 80/solucdo salina 9%, emulsdo Oleo/agua
(70:30) e dispersao solida em PEG, e as doses foram preparadas a partir da

analise dos dados do ICsq (Figura 14).

O melhor resultado foi observado com dispersao soélida em PEG. A
avaliacao da atividade in vitro do LPSF/PT-05 frente aos vermes foi de 100 %

de mortalidade em 24h, sendo que em fémeas o0 mesmo resultado observado

3O
q{% N— N%CN /K\
| o

Figura 14: Estrutura quimica do derivado imidazolidinico LPSF/PT-05

apos 72h.

Em 2010 Neves et. al. testaram a eficacia e seguranca atraves da,

citotoxicidade, determinacdo da ICsy, e viabilidade celular frente a vermes
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adultos de Schistosoma mansoni das 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-
4-tioxo-imidazolidin-2-ona LPSF/RZS-2 e 5-(4-flior-benzilideno)-3-(4-nitro-
benzil)-4-tioxo-imidazolin-2-ona LPSF/RZS-5 nas concentragdes 32, 50, 100 e
200 upM (Figura 15). Observaram que estes derivados produziram
anormalidades motoras no parasita, inibindo o emparelhamento, a oviposicdo e
conduzindo a mortalidade em 24h nas maiores concentracfes. Os resultados
obtidos com os derivados LPSF/RZS-2 e LPSF/RZS-5 sugerem que a
biofuncionalidade dos compostos é devido a presenca do grupamento nitro,
gue age como grupo parasitéforo. Outra importante contribuicdo para a
atividade esquistossomicida séo os halogénios, cloro e flior, que possuem um
efeito maximo na posicdo para do anel aromatico. Estudos futuros sao
importantes para uma melhor compreensdao do mecanismo de acao destes

derivados

2

Figura 15: Estrutura dos derivados LPSF/RZS-2 e LPSF/RZS-5

Ainda em 2010 Pitta et. al.. patentearam uma série de compostos
guimicos analogos da clonidina, a 3-benzil-imidazolidina-2,4-diona substituidos
na posicdo 2 e/ou 6 do anel benzilico por halogénios, como na molécula 3-(2-
cloro-6-fluor-benzil)-imidazolidina-2,4-diona LPSF/PT-31, e seu uso terapéutico
como analgésico, sedativo e adjuvante de outros analgésicos (Figura 16). A
interacdo entre o LPSF/PT-31 e os receptores a2-adrenérgicos foi comprovada
em estudos pela reversdo completa do efeito analgésico quando associado a
ioimbina, antagonista especifico destes receptores. Sudo et. al. (2010)
demonstraram a acgéo antinociceptiva e a maior afinidade do LPSF/PT-31 pelo

receptor a2,-adrenérgicos que clonidina. Este efeito pode ser explicado pela
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andlise in silico, onde a ligacdo de hidrogénio formada entre o LPSF/PT-31 e o

residuo de ILE-190 aumenta a afinidade.

cl cl
H

CH F\I |
N
/K\ F </ N Cl
Figura 16: Estrutura do LPSF/PT-31 e seu analogo a clonidina

Em 2011 Silva Guerra et. al. avaliaram a atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva de moléculas hibridas ao indol: 5-(1H-indol-3-il-metileno)-2-
tioxo-imidazolidin-4-ona (LPSF/NN-56) e 3-(4-bromo-benzil)-5-(1H-indol-3-il-
metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (LPSF/NN-52). Obtiveram para a dose de
10 mg uma inibicdo 52,1 % e 3 mg uma inibicdo de 63,1 % para os derivados
LPSF/NN-52 e LPSF/NN-56, respectivamente. O resultado foi estatisticamente
similar ao diclofenaco, droga padrdao (Figura 17). Os resultados dos
experimentos levam a conclusdo que a acdo dos compostos ndo esta
relacionada com a agao no sistema nervoso central, mas com a habilidade de

reduzir os niveis de TNF-a e IL-1.
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Figura 17: Estrutura das 2-tioxo-imidazolidin-4-onas LPSF/NN-56 e LPSF/NN-52
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As b5-benzilideno-tiazolidina-2,4-dionas foram testados quanto a
atividade anti-inflamatdria “air-pouch” com a finalidade de avaliar capacidade
de inibir a migracao de leucdcitos da circulacdo do sangue. O derivado 3-(2-
bromo-benzil)-5-(4-metilsulfonil-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona  (LPSF/GQ-
125) apresentou uma inibicdo de 73,3 %, que foi ligeiramente mais elevada do
gue a rosiglitazona (72 %). Observou-se a contribuicdo do atomo de bromo na
resposta biolégica, quando comparada a uma inibicdo de 63,9 % para o
derivado que no derivado 3-(3-cloro-benzil)-5-(4-metilsulfonil-benzilideno)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/TA-02), que contém um atomo de cloro na posicao
3 do anel benzilico (Figura 18) (BARROS et al., 2010).
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Figura 18: Estrutura das tiazolidinas LPSF/TA-02 e LPSF/GQ-125

Amato et al, em 2012, sintetizaram e avaliaram a atividade
hipoglicemiante da molécula 5-(5-bromo-2-metdéxi-benzilideno)-3-(4-metil-
benzil)-tiiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-16), que ndo apresenta efeitos
adversos oriundos das tiazolidinas, como ganho de peso e edema. Seu efeito
farmacologico € devido a estabilizagdo da estrutura B-pregueada do PPARY,

inibindo a fosforilagdo da SER-273 pela quinase Cdk5 (Figura 19).
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Figura 19: Estrutura do LPSF/GQ-16
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Baseado nos trabalhos acima descritos desenvolvemos um plano de
trabalho envolvendo os dois nucleos imidazolidinico e tiazolidinico, substituidos
pelos grupamentos indolico, metoxi e halogénios. Também propomos a

avaliacdo biologica de alguns dos derivados obtidos.

3.7 ConsideracOes Finais

Tanto as imidazolidinas quanto as tiazolidinas sdo promissores nucleos
no planejamento e sintese de farmacos, possuindo atividades biologicas
diversas, atuando como agentes anti-inflamatérios, agindo no PPARYy,
antinociceptivos, através da acdo nos receptores a2 adrenérgicos, anti-

parazitarios (esquistossomicidas, anti- T. cruzi), anti-tumoral, entre outros.

Sendo estes nucleos com uma grande versatilidade bioldgica, a sintese
de novos derivados imidazolidinicos e tiazolidinicos representa uma importante

alternativa na terapéutica de variadas patologias.
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PARTE EXPERIMENTAL



PARTE EXPERIMENTAL
4. PARTE QUIMICA

4.1. Material
4.1.1. Equipamentos

Para a elucidacdo estrutural dos compostos sintetizados utilizamos, na
espectrofotometria de absorcdo no infravermelho (IV), espectrofotbmetro FTIR
Bruker, modelo IFS66, em pastilhas de KBr de 1 % e 2 %, com bandas de
absorcdo expressas em cm™. Os espectros de ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN*H) foram realizados em espectrofotdmetro Varian, modelo
Unity plus-300 e Varian. Os pontos de fusdo (PF) foram determinados em

aparelho Quimis, modelo Q.340D.

A cromatografia em camada delgada foi realizada em placas de silica gel
60 F.s4 Merck, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 ou
366 nm) ou através de vapores de iodo. Na cromatografia em coluna sob
pressao, a silica gel 60 Merck (230-400 Mesh) foi utilizada como adsorvente.

4.1.2. Reagentes e Solventes

Os seguintes reagentes e solventes foram utilizados para obtencéo dos
compostos: aldeidos aromaticos substituidos (3-indolcarboxaldeido, 5-bromo-
indolcarboxaldeido, benzaldeido, 5-bromo-2-metoxi-benzaldeido, 2,4,6-
trimetoxi-benzaldeido, 4-etoxi-benzaldeido, 3-metoxi-benzaldeido, 2,4-dimetoxi-
benzaldeido), haletos de benzila substituidos (cloreto de 4-nitro-benzil, cloreto
de 4-cloro-benzil, cloreto de 2-cloro-6-flior-benzil), trietilamina, morfolina
Reagente de Lawesson, 1,4-dioxano, benzeno, cianoacetato de etila, etanol
absoluto, metanol, hidréxido de sodio, acetato de etila. Estes reagentes e
solventes utilizados na sintese dos compostos ou para suas analises
pertencem as marcas Sigma-Aldrich, Acros, Merck, Vetec ou Quimis e foram

utilizados sem purificacéo.
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4.2. Procedimento experimental dos derivados tiazolidinicos e
imidazolidinicos

As sinteses dos derivados tiazolidinicos e imidazolidinicos foram
realizadas de acordo com a via plena convergentes, onde se realizou
separadamente a obtencdo de todos os intermediarios, e paralelamente foram
obtidos e os ésteres de Cope, que permitiram a sintese dos novos derivados

tiazolidinicos e imidazolidinicos substituidos nas posic¢des 2 e 3 (Esquema 1).
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R, = H; -OCHg; 2-OCH3-5-Br; indol; 5-Br-indol

Esquema 1: Diagrama de sintese dos derivados tiazolidinicos e imidazolidinicos
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4.2.1. Mecanismos e rotas

A rota sintética inicia-se com a sintese dos derivados 3-benzil-
imidazolidina-2,4-diona ou 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona. A reacdo de N-
alquilacdo ocorre através de uma substituicdo nucleofilica de segunda ordem (SN,),
onde ocorre a retirada do atomo de hidrogénio em posicao 3 do heterociclo, que se
apresenta suficientemente acido para ser suprimido por acédo do hidréxido de sdédio, e
conduz a formacdo de um sal que é em seguida tratado com o cloreto de benzil

substituido (Esquema 2).
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Q . ClI—CH, s ( )
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R = 4-Cl, 4-NO,, 2-CI-6-F

X=5,NH
Esquema 2: Mecanismo reacional de N-alquilacéo

A Ultima etapa, a reacdo de tionacao, ocorre devido ao ataque nucleofilico do
oxigénio da carbonila da posicdo quatro da imizadolidina-2,4-diona ao fésforo
parcialmente positivo do reagente de Lawesson que, apds uma reacao concertada,
ocorre a entrada de um atomo de enxofre na posi¢cdo 4 do anel e saida do oxigénio

(Esquema 3).
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Esquema 3: Mecanismo reacional de tionacéo

Em paralelo foi realizado a sintese dos ésteres cianocindmicos
(LPSF/IP), que se processou a partir da condensacao de Knoevenagel com 5-
aldeidos substituidos e cianoacetato de etila, em benzeno e na presenca de

trietilamina (Esquema 4).
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Esquema 4: Mecanismo reacional da condensacao de Knoevenagel conduzindo aos ésteres
cianocinamicos (LPSF/IP)

O mecanismo reacional de formacdo dos ésteres cianocinamicos
(Esquema 5) inicia-se pela retirada do hidrogénio metilénico do cianoacetato de
etila através da morfolina. A seguir, o carbanio formado, estabilizado através do
equilibrio ataca o carbono a-carbonila que tem sobre si uma carga parcial
positiva resultante do efeito indutivo provocado pelo atomo de oxigénio

formando o éster ciano-acrilato.
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Esquema 5: Mecanismo reacional da adicdo de Michael conduzindo aos derivados indolicos-
tiazolidinicos e 4-tioxo-imidazolidinicos

4.2.2. Metodologias de sintese

4.2.2.1. Sintese do 3-(2-cloro-6-fluor-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona
(LPSF/PTS-31)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados quantidades
equimolares de imidazolidina-2,4-diona, cloreto de 2-cloro-6-fllor-benzil e o
hidroxido de sédio, em presenca de metanol. A mistura reacional foi aquecida a
60° C e deixada sob refluxo por 15h, levando a formacao da 3-(2-cloro-6-flior-
benzil)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-31).

O LPSF/PT-31 apos purificacdo e secagem foi tionado. Em um baldo de
2 bocas de fundo redondo foram adicionados quantidades equimolares de
LPSF/PT-31 e o reagente de Lawesson, em 1,4-dioxano anidro como solvente.

A mistura reacional foi aguecida a uma temperatura de 60° C durante 24h. A
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solucéo foi levada ao rotaevaporador para diminuir a quantidade de solvente.
Entado,foi deixada 24h na geladeira. Ao retirar da geladeira, o produto foi lavado
em n-hexano e filtrado, para separar as impurezas apolares do produto. O
filtrado foi recristalizado em etanol e deixado precipitar. O precipitado foi

filtrado, obtendo-se assim o intermediario LPSF/PTS-31.

4.2.2.2. Obtencgao dos 3-fenil-2-ciano-acrilatos de etila

Em um baldo de fundo redondo colocam-se o aldeido aromético
substituido e o cianacetato de etila, em presenca de trieltiamina como
catalisador e tolueno como solvente. A mistura reacional foi aquecida a uma
temperatura de 110 ‘C, durante 4 horas. O produto foi mantido na geladeira por
12 horas. Os 3-fenil-2-ciano-acrilatos de etila (LPSF/IP) foram purificados
através de recristalizacdes sucessivas em solventes adequados ou por

cromatografia sob pressao em silica gel conforme descrito a seguir.

4.2.2.3. Obtenc¢ao da 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona

A tiazolidina-2,4-diona (5,5712 g - 0,0476 mols), dissolvida em 10 mL de
etanol absoluto, adiciona-se hidroxido de sodio (1,9 g - 0,0476 mols) dissolvido
por sua vez em 10 mL de etanol absoluto, deixando-se reagir a temperatura
ambiente, por 10 minutos. Ao sal de sédio da tiazolidina-2,4-diona formado
adiciona-se 7 mL do brometo de benzil substituido, deixando-se reagir por 4
horas a uma temperatura de 70 °C. A mistura reacional adiciona-se gelo
picado; o precipitado formado foi filtrado e purificado através de cromatografia
sob pressdo em silica gel 60 através de um gradiente de eluicdo CHCI; e
CHCI3/CH30OH 92:08.

4.2.2.4. Sintese da 5-arilideno-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona
Quantidades equimolares da 3-(2-cloro-6-fluor-benzil)-4-tioxo-

imidazolidin-2-ona (LPSF/PTS-31) e de aldeidos substituidos dissolvidos em

etanol, na presenca de 350 pL morfolina como catalisador, foram aquecidas

sob refluxo durante 4 horas. Apés resfriamento, ocorre a cristalizacdo dos
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derivados 5-arilideno-3-(2-cloro-6-flior-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona, que

foram purificados através de lavagens sucessivas com alcool etilico absoluto.

4.2.2.5. Obtencdo das 5-(1H-indol-3il-metileno)-3-benzil-tiazolidina-2,4-

dionas

A mistura reacional de quantidades equimolares da 3-benzil-tiazolidina-
2,4-diona e do éster 3-(1H-indol-3-il-metileno)-2-ciano-acrilato de etila
(LPSF/IP) dissolvido em etanol seco, em presenca de morfolina como
catalisador, foi aquecida a refluxo durante 4 horas. A mistura reacional foi
filtrada ainda quente e lavada com agua destilada. A purificacdo do produto
obtido foi através de lavagens sucessivas com etanol

4.3. Resultados e Discusséao

Para a caracterizacdo das moléculas foram realizadas andlises de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e **C além de Infravermelho (1V).
No RMN *H foram observados sinais caracteristicos do préton presente no
ndcleo imidazolidinico (NH), evidenciado como um singleto na regido de 10 a
11 ppm. Os singletos encontrados nas faixas de deslocamento entre 6.16 -
6.93 e 4.71 - 4.75 ppm, sao caracteristicos do =CH e CH,, respectivamente.
Em todos os espectros analisados observaram-se sinais de singleto (s), dubleto
(d), tripleto (t), duplo dubleto (dd), quarteto (q) e multipleto (m) na regido
caracteristica de grupamentos aromaticos (7,1 - 7,7 ppm).

O espectro de RMN **C evidencia as absorcdes dos atomos de carbono
caracteristicos dos derivados imidazolidinicos. Os deslocamentos dos carbonos
parcialmente positivos das carbonilas do anel imidazolidinico sédo evidenciados
nos sinais entre 153 e 154 ppm e entre 163 a 164 ppm. Os deslocamentos dos
carbonos aromaticos variam entre 115 e 130 ppm, devido a natureza dos
substituintes aos quais estes encontram-se ligados.

A espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada como
ferramenta adjunta na caracterizacdo dos compostos sintetizados, por meio de
grupos funcionais. Esses grupos originam bandas que ocorrem sempre na
mesma regido do espectro, independente da molécula em questdo (KEMP, W,

1987). Os derivados imidazolidinicos apresentam bandas vibracionais
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caracteristicas dos grupos funcionais N-H e C=0 além do sinal caracteristico a

funcionalidade C=C.

5-(benzilideno)-3-(2-cloro-6-flaor-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona
(LPSF/PTS-9) cl

S
\\ N
~A,
H

C17H12BIFN,OS M.M. 346,03 g/mol - P.F. 215 °C - Rf = 0,48 n-hexano/AcEOt
7:3 Rd. 25,9 %. IV (KBr 1 %, vcm™) NH: 3420,03; C=0: 1745,84; C=C:
1643,19; C=S: 1448,45. RMN H (400 MHz, DMSO-dg) 8= 5.18 (2H, s, NCH,),
6.95 (1H, s, HC=, metileno), 7.19 (1H, t, ArH, J = 9.99 Hz), 7.31 (1H, d, ArH, J =
7.5 Hz), 7.33 (1H, d, ArH, J = 9.99 Hz), 7.36-7.45 (5H, m, ArH), 11.3 (1H, s, N-
H). RMN *3C (400 MHz, DMSO-dg) 8= (114.23), (125.55), (125.59), (128.92),
(129.15), (129.91), (130.15), (130.25), (132.79), (139.97), (133.97), (134.03),
(155.29), (159.96), (162.43), (188.37).

5-(2,4-dimetoxi-benzilideno)-3-(2-cloro-6-fluor-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-
2-ona (LPSF/PTS-11) cl

S

\

H /<\N
HsCO N)\o !
b
HsCO
C19H16CIFN203S M.M. 406,05 g/mol - P.F. 210 °C - Rf = 0,4 n-hexano/AcEOt
7:3 Rd. 66,2 %. IV (KBr 1 %, v cm™) NH: 3226,68; C=0: 1735,07; C=C:
1598,68; C=S: 1503,32. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & = 3.83 (3H, s, OCHs),
3.86 (3H, s, OCHa), 5.16 (2H, s, NCH,), 6.57-6.62 (2H, m, ArH), 7.18 (1H, t,
ArH, J = 9.19 Hz), 7.25 (1H, s, HC=), 7.29-7.39 (2H, m, ArH), 7.62 (1H, d, ArH,
J = 838 Hz), 11.04 (1H, s, N-H) RMN 3C (400 MHz, DMSO-ds) 5= (55.87),
(98.27), (105.98), (109.88), (114.48), (120.52), (120.67), (125.56), (130.15),
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(130.63), (131.53), (133.93), (155.11), (159.57), (159.93), (162.08), (162.41),
(187.76).

5-(1H-indol-3-ilmetileno)-3-(2-cloro-6-fluor-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-
ona (LPSF/PTS-14) cl

I S\\ N
Qe
| H

/N

C19H13CIFN3OS M.M. 385,04 g/mol - P.F. 269 °C - Rf = 0,52 n-hexano/AcEOt
1:1 Rd. 26,1 %. IV (KBr 1 %, vcm™) NH: 3445,14; C=0: 1720,77; C=C:
1637,66; C=S: 1525,12. RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & = 5.19 (2H, s, NCH,),
7.13-7.26 (1H, m, ArH), 7.28 - 7.37 (2H, m, ArH), 7.4 (1H, s, HC=), 7.47 (1H, d,
ArH, J = 6 Hz), 7.5 (1H, d, ArH, J = 8.39 Hz), 7.68 (1H, d, ArH, J = 7.99 Hz),
7.74 (1H, d, ArH, J = 6 Hz), 8.29 (1H, s, HC=), 10.81 (1H, s, NH), 12.05 (1H, s,
NH, indol) RMN *C (400 MHz, DMSO-ds) d= (120.73), (120.83), (122.70),
(125.43), (127.14), (127.14), (127.9), (128.46), (129.54), (129.66), (129.94),
(133.85), (135.82), (135.92), (152.47), (154.79), (159.89), (162.36), (179.88),
(186.09).

5-(3-metodxi-benzilideno)-3-(2-cloro-6-fluor-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-
ona (LPSF/PTS-20) cl

H /2\\“
sl

HCO H

C15H14BrFN,0,S M.M. 376.04 g/mol - P.F. 161 °C - Rf = 0,56 n-hexano/AcEOt
7:3Rd. 31 %. IV (KBr 1 %, v cm™) NH: 3380,17; C=0: 1742,93; C=C: 1651,32;
C=S: 1521,60. RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) & = 3.82 (3H, s, OCHs), 5.17 (2H,
s, NCHy), 6.93 (1H, s, HC=), 6.97 (1H, d, ArH, J = 8.99 Hz), 7.16-7.2 (1H, m,
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ArH), 7.24 (1H, d, ArH, J = 8.69 Hz), 7.3-7.42 (4H, m, ArH), 11.3 (1H, s, ArH).
RMN %3C (400 MHz, DMSO-dg) 8=(55.24), (114.35), (114.52), (114.8), (115.67),
(120.57), (122.47), (125.69), (130.03), (130.25), (130.39), (133.16), (134.15),
(155.42), (159.53), (188.41).

5-(4-et6xi-benzilideno)-3-(2-cloro-6-flior-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona

(LPSF/PTS-21) g

H S\\ N
2

H3CH,CO

C1oH16CIFN20,S M.M. 390,06 g/mol - P.F. 217 °C - Rf = 0,53 n-hexano/AcEOt
7:3 Rd. 71,7% IV (KBr 1 %, v cm™) NH: 3227,82; C=0: 1731,96; C=C: 1595,47;
C=S: 1510,63. RMN H (300 MHz, DMSO-dg) & = 1.33 (3H, t, CH3, J = 6.89 Hz),
4.09 (2H, g, OCH,, J = 6.9 Hz e 14.09 Hz), 5.16 (2H, s, CHy), 6.94 (1H, s, HC=),
6.98 (2H, d, ArH, J = 9Hz), 7.16-7.22 (1H, m, ArH), 7.3-7.41 (2H, m, ArH), 7.66
(2H, d, ArH, J = 8.7 Hz), 11.2 (1H, s, NH)

5-(2-metdxi-5-bromo-benzilideno)-3-(2-cloro-6-flGor-benzil)-4-tioxo-
imidazolidin-2-ona (LPSF/PTS-22)
cl

A\
H J\N
HsCO = /k\
o F
H

Br

CigH13BrCIFN,O,S M.M. 453,95 g/mol - P.F. 219 °C - Rf = 0,53n-
hexano/AcEOt 7:3 Rd. 56.4 %. IV (KBr 1 %, vcm™) NH: 3227,95; C=0:
1738,13; C=C: 1642,18; C=S: 1600,06. RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) & = 1.22
(3H, s, OCHs), 5.17 (2H, s, NCH,), 6.94 (1H, s, HC=), 7.16-7.23 (1H, m, ArH),
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7.31 (1H, d, ArH, J = 9 Hz), 7.33-7.41 (3H, m, ArH), 7.62 (1H, d, ArH, J = 8.4
Hz), 11.24 (1H, s, NH).

5-(2,4,6-trimetoxi-benzilideno)-3-(2-cloro-6-flior-benzil)-4-tioxo-
imidazolidin-2-ona (LPSF/PTS-23)
cl

F

N\
H /2\'\'
HsCO — /&
o
H
OCHs

HsCO
C20H18CIFN,04S M.M. 436,06 g/mol - P.F. 152 °C - Rf = 0,4 n-hexano/AcEOt
6:4 Rd. 46.1 %. IV (KBr 1 %, vcm™) NH: 3413,59; C=0: 1747,92; C=C:
1598,88; C=S: 1454,63. RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) 5 = 3.8 (6H, s, OCH3),
3.84 (3H, s, OCHg), 5.13 (2H, s, NCH,), 6.26 (1H, s, HC=), 7.15-7.22 (1H, s,
ArH), 7.29-7.38 (2H, m, ArH), 7.32 (2H, s, ArH), 10.11 (1H, s, NH).

5-(1H-indol-3-ilmetileno)-3-(3-cloro-benzil)-tiazolidin-2,4-diona  (LPSF/TA-

20) o
) \ y /\@ cl
A,

|

N

/

H
C19H13CIN2O,S M.M. 368,03 g/mol - P.F. 213-214 °C Rf = 0,72 n-hexano/AcEOt
6:4 Rd. 84.71 % -IV (KBr 1 %, vcm™) NH: 3332,40; C=0: 1720,84; C=O:
166,65; C=C: 1589,75. RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) d = 4.8 (2H, s, CH,), 7.0-
7.4 (4H, m, ArH), 7.4 (1H, s, HC=, metileno), 7.5 (1H, d, ArH, J = 7.8 Hz), 7-8
(AH, s, ArH), 7.9 (1H, d, ArH, J = 7.2 Hz), 8.2 (1H, s, ArH), 8.46 (1H, s, HC=,
indol).
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5-(1H-4-bromo-indol-3-ilmetileno)-3-(3-cloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/TA-21) o

— /k

{

N
|

C19H12CIBrN,O,S M.M. 445,94 g/mol - P.F. 195 -196 °C - Rf = 0,56 n-
hexano/AcEOt 6:4 Rd. 56.73 %. IV (KBr 1 %,vcm'l) NH: 3407,14; C=0O:
1729,03; C=0: 1656,65; C=C: 1599,62. RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) d = 4.8
(2H, s, CHy), 7.22-7.3 (1H, m, ArH), 7.3 (1H, s, HC=, metilno), 7.46-7.47 (1H, m,
ArH), 7.49-7.5 (1H, m, ArH), 7.82-7.84 (1H, m, ArH), 8.16-8.22 (2H, m, ArH),
8.4 (1H, m, HC=, indol), 12.2 (1H, s, N-H, indol).

5-(1H-indol-3-ilmetileno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-

10) ) 0\\ X /\@ NO,
A,

|

N
/

H

Ci19H12BrN3O4,S M.M. 456,97 g/mol - P.F. 229-230 °C. Rf = 0,42 n-
hexano/AcEOt 6:4 Rd. 60.74 %. IV (KBr 1 %, vcm™) NH: 3348,13; C=0:
1729,20; C=0: 1672,20; C=C: 1597,53. RMN *H (300 MHz, DMSO-d¢) 5 = 4.98
(2H, s, CHy), 7.1-7.3 (4H, m, ArH), 7.5 (1H, d, ArH, J = 7.5 Hz), 7.59 (1H, d,
ArH, J = 8.4 Hz), 7.8 (1H, s, HC=, metileno), 7.9 (1H, d, ArH, J = 8.1 Hz), 8.2
(1H, d, ArH, J = 8.7 Hz), 8.4 (1H, s, HC=, indol), 12.1 (1H, s, N-H, indol).
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5-(1H-4-bromo-indol-3-ilmetileno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/SF-39) o
o y /&@
N
/
H

C1oH13N304S M.M. 379,06 g/mol - P.F. 259-260°C - Rf = 0,74 n-hexano/AcEOt
7:3 - IV (KBr 1 %, vcm™) NH: 3407,10; C=0: 1729,04; C=0: 1673,11; C=C:
1599,77. RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) = 5.0 (2H, s, CH,), 7.3 (1H, m, ArH),
7.5 (2H, d, ArH, J = 9 Hz), 7.59 (2H, d, ArH, J = 9 Hz), 7.8 (1H, s, HC=,
metileno), 8.1 (1H, d, ArH, J = 5.4 Hz) , 8.2 (1H, d, ArH, J = 4.8 Hz), 8.4 (1H, s,
HC=, indol), 12.1 (1H, s, N-H, indol).

NO;
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PARTE BIOLOGICA

5.1. Material, Animais e Métodos
5.1.1. Equipamentos
v/ Balanca Analitica (Neo Clave ASV 3001);
v/ Balanca semi-analitica (SARTORIUS);
v' Capela de fluxo laminar (filtro HEPA classe A3, particulas 0,3 micron)
v analisador hematol6gico Horiba ABX micros 60

v' Seringas descartaveis 1, 3 e 5 mL (BD Plastipak).

5.1.2. Reagentes e solucdes
v Solucéo de Carragenina a 1 % (SIGMA-ALDRICH);
v’ Eter dietilico (VETEC);
v" Solucgéo salina a 0,9 %;

v" Propileno glicol/Tween 20 (2:1) (MERK).

5.1.3. Compostos testados

A escolha dos compostos para o teste foi devido a similaridade quimica com
a indometacina, padrdo utilizado, por possuirem em sua estrutura o

grupamento indol.

v 5-(1H-indol-3-ilmetileno)-3-(3-cloro-benzil)-tiazolidin-2,4-diona (LPSF/TA-
20)

v" 5-(1H-4-bromo-indol-3-ilmetileno)-3-(3-cloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/TA-21)

v 5-(1H-indol-3-ilmetileno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/SF-10)
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v' 5-(1H-4-bromo-indol-3-ilmetileno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/SF-39)

5.1.4. Animais

Foram utilizados camundongos machos adultos albinos swiss (Mus
musculus), pesando entre 30 e 35¢g provenientes do Centro de Pesquisas Ageu
Magalhdes e mantidos no Biotério do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos em gaiolas
de polietiieno com grades de aco inoxidavel e maravalha como cobertura,
tendo acesso livre a 4gua e racdo balanceada, mantidos nhum ambiente com
temperatura de 22 + 2°C e luminosidade controlada, proporcionando um ciclo
claro-escuro de 12 horas. Todos os animais foram submetidos a jejum, com a
retirada da ragéo cerca de 4 horas antes do inicio do experimento. Durante o
experimento 0s animais tiveram livre acesso a ingestdo de agua. Os animais
sdo mantidos de acordo com as normas Internacionais do Conselho de

Laboratério de Animais Experimentais (ICLAS).

5.2. Metodologia
5.2.1. Peritonite Induzida por Carragenina

Os animais foram divididos em grupos de 7 onde cada grupo recebeu
um derivado inddlico-tiazolidinicos LPSF/TA-20; LPSF/TA-21; LPSF/SF-10 e
LPSF/SF-39, na dose de 10 mg/kg por via oral. A indometacina, farmaco anti-
inflamatério ndo esteroidal de referencia, foi administrada por via oral na
mesma dose. O grupo controle recebeu veiculo (sol. salina 0,9 %). Apds uma
hora a inflamacao foi induzida pela adminstracao intraperitoneal de 0,1 mL de
carragenina /10 g de peso animal (1% em salina, p/v). Quatro horas apos a
inducéo da inflamacédo os animais foram eutanasiados em camara de CO,, e
injetado na cavidade peritoneal 2 mL de uma solucdo de PBS contendo EDTA
(3 uM). A contagem de leucécitos foi realizada em analisador hematolégico
Horiba ABX micros 60. Os exsudatos foram centrifugados e uma aliquota do
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sobrenadante armazenado a — 20°C para analise de citocinas (PRASAD e
GUPTA, 2005).

5.3. Método de analise dos resultados

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As analises
estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad versdo 5.0
(GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). Utilizou-se Analise de
Variancia ANOVA One-way seguido do teste de Newman-Keuls Multiple

Comparison Test, com nivel de significancia de 0,05 %.

5.4. Resultados e Discussao

Os derivados LPSF/SF-10, LPSF/SF-39 e LPSF/TA 20 obtiveram,
numericamente, os melhores valores de inibicdo quando comparados com a
indometacina. Inicialmente temos que a posicdo cinco da indometacina possui
um radical metoxila, grupo, com efeito, mesomérico positivo (+M) (Tabela 1).
Os derivados sintetizados possuindo o ndcleo inddlico ndo substituido na
posicdo cinco, e substituidos por um &tomo de bromo na mesma posicdo
(LPSF/TA-21 e LPSF/SF-39), apresentam a mesma resposta, observando-se

gue esta substituicdo nao influencia a resposta biolégica.

56



Tabela 1: Numero de PMNL (média + desvio padréo) e percentual de inibi¢cdo da
inflamacdo pelos derivados Tiazolidinicos LPSF/SF-39; LPSF/SF-10;
LPSF/TA-20 e LPSF/TA-21, no teste da peritonite induzida por carragenina.

Tratamento Dose (mg/Kg) | Namero de Leucécitos Inibic&o

Polimérficos %

LPSF/SF 39 10 3,62 +0,40 62,1

LPSF/SF 10 10 3,58+1,16 62,5

LPSF/TA 20 10 3,84+ 1,16 59,7

LPSF/TA 21 10 4,06 £ 0,74 57,4

Indometacina 10 2,82+0,31 70,9
Controle - 9,54 + 2,56 -

*p < 0,005. Significativos ap6s andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo
teste de Newman-Keuls Multiple Comparison Test, com intervalo de confianca de 95 %,
quando comparados ao grupo controle

Levando-se em consideracdo a substituicdo no nucleo tiazolidinico o
LPSF/SF 10 apresenta um grupo nitro na por¢ao benzilica, que apresenta um
efeito indutivo negativo (-I) somado ao efeito mesomérico negativo (-M).

Acredita-se que a pequena variagéo se deve a soma dos efeitos (Figura 21).

Data 1
154
3 Controle
E@ Indometacina 10 mg/kg
10- B3 SF 39 10 mg/kg
D SF 10 10 mg/kg
£ TA 20 10 mg/kg
5- £ TA 21 10 mg/kg
. \

Derivados inddlicos-tiazolidinicos

Figura 20: Peritonite Induzida por Carragenina
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Observou-se que o0s derivados 5-(1H-indol-3il-metileno)-3-benzil-
tiazolidinicos avaliados para a atividade anti-inflamatoria possuem uma
similaridade estrutural ao padrao utilizado. A indometacina possui em sua
estrutura o ntcleo indodlico, assim como os derivados testados. E comprovado
gue a porcédo inddlica € essencial a atividade anti-inflamatéria bem como a
porcdo acido carboxilico na posicéo trés do nucleo (Figura 20) (BARREIRO e
FRAGA, 2008).
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Figura 21: Estrutura quimica da indometacina e do LPSF/SF-10

Assim sendo, nessa analise preliminar, péde-se evidenciar que grupos
retiradores de elétrons presentes na posicdo cinco no nucleo inddlico nao
favorecem atividade anti-inflamatoria. Ja a substituicdo com um grupo retirador
de elétron diretamente ligado a um atomo de nitrogénio como apresentado
LPSF/SF 10 favoreceu a atividade biolégica (Figura 21).

Na relacdo entre a estrutura quimica e a atividade biolégica (SAR) dos
derivados pode-se observar que as principais variagcbes no esqueleto da
molécula com as modificagbes moleculares efetuadas foram os efeitos
eletronicos, e o volume dos substituintes. Nas séries LPSF/SF e LPSF/TA as
principais variacdes sdo a presenca do substituinte nitro ou cloro na posicéo 4
do grupamento benzila, além da substituicdo do bromo na posicdo 5 no anel
inddlico.. O grupamento nitro, presente na série LPSF/SF, possui um efeito -l e
-M sendo um grupo fortemente retirador de elétrons. jA o grupamento cloro
apresenta os efeitos -1 e +M, sendo considerado um fraco retirador de elétrons.
O grupamento bromo, ligado a posi¢cao 5 do anel inddlico, diminui a densidade

eletrébnica do anel aromatico, além de um aumento do volume, por ser um
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atomo mais volumoso que o hidrogénio. Porem, ndo apresenta contribuicdes
claras a atividade da molécula, levando a crer que esta posicdo, quando
substituida por um grupamento fracamente retirador de elétrons, ndo apresenta
um, aumento da atividade biolégica. Observou-se uma diminuigdo da atividade
na molécula do derivado LPSF/TA-21, substituido por cloro no anel benzilico e
bromo no anel indolico. Podendo-se concluir que estas substituicdes, quando
juntas, ndo sdo favoraveis a atividade anti-inflamatéria dos derivados,
concluindo-se que a presenca de um grupo fortemente retirador de elétrons é
essencial a atividade da molécula, quando a mesma encontra-se substituida
por um halogénio na posicdo 5 do anel inddlico. Porem, a presenca do
grupamente nitro ndo torna a molécula viavel como um farmaco para

tratamento crbénico de doencas, pois este € toxico quando em uso crénico.

\ /\Q\)j
“NO,
BN

N \|>

LPSF/SF-39

N LPSF/SF-10

Figura 22: Estrutura quimica dos derivados inddlicos-tiazolidinicos
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CONCLUSAO

Foram sintetizados sete novos derivados imidazolidinicos (LPSF/PTS) e

guatro novos derivados inddlico-tiazolidinicos (LPSF/SF e LPSF/TA). Os

compostos foram obtidos com rendimentos que se apresentam satisfatorios

para rota sintética utilizada:

v

Foi

5-(benzilideno)-3-(2-cloro-6-fllor-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona
(LPSF/PTS-9)
5-(2,4-dimetoxi-benzilideno)-3-(2-cloro-6-flior-benzil)-4-tioxo-
imidazolidin-2-ona (LPSF/PTS-11)
5-(1H-indol-3-ilmetileno)-3-(2-cloro-6-flior-benzil)-4-tioxo-imidazolidin- 2-
ona (LPSF/PTS-14)
5-(3-metoxi-benzilideno)-3-(2-cloro-6-flior-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-
ona (LPSF/PTS-20)
5-(4-etbxi-benzilideno)-3-(2-cloro-6-flior-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-
ona (LPSF/PTS-21)
5-(2-meto6xi-5-bromo-benzilideno)-3-(2-cloro-6-flior-benzil)-4-tioxo-
imidazolidin-2-ona (LPSF/PTS-22)
5-(2,4,6-trimetoxi-benzilideno)-3-(2-cloro-6-fluor-benzil)-4-tioxo-
imidazolidin-2-ona (LPSF/PTS-23)
5-(1H-indol-3-ilmetileno)-3-(3-cloro-benzil)-tiazolidin-2,4-diona (LPSF/TA-
20)
5-(1H-4-bromo-indol-3-ilmetileno)-3-(3-cloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/TA-21)
5-(1H-indol-3-ilmetileno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/SF-10)
5-(1H-4-bromo-indol-3-ilmetileno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/SF-39)

realizada a avaliacdo anti-inflamatéria apenas dos derivados

tiazolidinicos. Os derivados inddlicos tiazolidinicos apresentaram resultados

gue variaram entre 57,4 % a 62,5 %, a indometacina apresentou uma inibicao
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de 70,9 %. Observou-se a contribuicdo positiva do grupamento nitro, e ndo se

observou variacao na resposta inibitéria pela presenca do atomo de bromo.
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PERSPECTIVAS

Finalizar os ensaios da atividade anti-inflamatéria dos derivados
indolicos-tiazolidinicos (LPSF/TA e LPSF/SF) e imidazolidinicos
(LPSF/PTS)

Finalizar a analise RMN *°C e espectrometria de massas dos derivados

indodlicos-tiazolidinicos e 4-tioxo-imidazolidinicos.

Avaliacdo do possivel alvo farmacolégico através de ferramentas
farmacoldgicas classicas, como a relacdo entre agonistas e

antagonistas.

Sintese de novos derivados substituidos com variados grupamentos em

variadas posicoes, para avaliagdo de fatores estéricos e eletrdnicos.

Realizar ensaios de estudo de QSAR-2D e QSAR-3D para anélise da
contribuicdo dos efeitos eletrdnicos e estéricos na atividade biologica

dos derivados.
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