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RESUMO

O sistema anelar hidantoinico tem sido intensamente estudado tanto nos
aspectos quimicos quanto bioldgicos. A substituicdo dos atomos de oxigénio
carbonilicos da hidantoina por a&tomos de enxofre, origina trés tioxo derivados.
Estes derivados sdo mais facilmente sintetizados, do que isolados e por sua
vez, possuem uma reatividade maior se comparados aos analogos
carbonilados. As diferentes tio-hidantoinas destacam-se por apresentarem
acdo biolégica diversificada, como por exemplo, antimicrobiana,
anticonvulsionante e antiparasitaria. Neste contexto a sintese da tiazolidina-2-
tio-hidantoina e de seus derivados, foi investigada neste projeto a fim de
desenvolver uma metodologia para obtencdo dessa classe de moléculas
inéditas na literatura. Os compostos foram obtidos com rendimentos razoaveis
e caracterizados através das técnicas espectroscopicas: Infravermelho,
Espectrometria de Massas e de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN 'H) e de Carbono-13 (RMN *3C). O estudo das propriedades
farmacolégicas da tiazolidina-2-tio-hidantoina também foi realizado e
demonstrou que essa molécula apresenta caracteristicas antioxidantes

relevantes com potencial aplicacédo bioldégica da mesma.

Palavras-chave: hidantoina, tiazolidina-2-tio-hidantoina, aplicacao biologica.
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1. INTRODUCAO

Até a década de 1950 o quimico organico sintético desenvolvia
basicamente trés tipos de atividade: a elucidacdo estrutural de compostos
naturais, a investigacdo de reacdes basicas e a preparacdo de novas
substancias quimicas. Além do aperfeicoamento dessas atividades, pelo
surgimento de técnicas de andlise cada vez mais modernas, a constante
evolucdo dessa ciéncia e sua grande associacdo com a medicina, ciéncias
ambientais e de materiais e principalmente com a biologia, a sintese organica
se tornou uma ferramenta indispensavel para a manutencdo da vida

conferindo-a um caréater ainda mais dindmico e interdisciplinar.

Nos ultimos anos houve um grande avanco cientifico envolvendo os
estudos quimicos e farmacoldgicos de heterociclicos visando obter novos
compostos, Uteis no tratamento de diversas doencas. Desta forma, diversos
centros de pesquisas nas universidades e as industrias farmacéuticas
centraram seus esfor¢cos no desenvolvimento de novos farmacos com novos

principios ativos mais eficazes e menos toxicos.

A introducdo de novos farmacos na terapéutica € necesséaria para o
aperfeicoamento do tratamento das doencas ja4 existentes ou recém-
identificadas ou ainda, para a implementacédo de tratamentos mais seguros e
eficazes. No final do século XIX, a busca por esses medicamentos resultou na
introducdo de substancias sintéticas na terapéutica e seu uso foi amplamente
disseminado no século XX. Neste contexto, diversas substancias podem ser
obtidas através da sintese de novos compostos ou por modificacdes estruturais
em moléculas ja conhecidas, balizadas pela relacéo estrutura quimica vs acao

biologica.

Atualmente os compostos organicos representam significativa parcela do
mercado farmacéutico, sendo boa parte deles heterociclicos, ou seja, que
possuem atomos distintos do carbono (heteroatomos) envolvidos em ciclos,

podendo-se destacar o nitrogénio. Dentre estes compostos heterociclicos,
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destaca-se a hidantoina devido a sua potencialidade como prototipo para o

desenvolvimento de novos farmacos.

A hidantoina (Figura 1) foi descoberta por Bayer no ano de 1861,
quando trabalhava as reagc6es do &cido Urico chegando ao heterociclico
corresponde, a 2,4-diceto-tetra-hidro-imidazol, também  denominada
imidazolidina-2,4-diona. A primeira férmula estrutural para a hidantoina foi
sugerida em 1870, por Kolbe, sendo imediatamente substituida pela
representacdo ciclica adotada atualmente, proposta ainda no mesmo ano, por
Strecker. Trata-se de um heterociclico pentagonal que apresenta dois atomos
de nitrogénio nas posicdes 1 e 3 e dois grupos carbonilicos nas posicbes 2 e 4
do anel. A substituicdo dos atomos de oxigénio carbonilicos da hidantoina por

atomos de enxofre origina os tioxo derivados.

As 2-tio-hidantoinas, também denominadas como 2-tioxoimidazolidina-4-
onas sao heterociclicos pentagonais que apresentam no anel, como as
imidazolidinas, dois atomos de nitrogénio nas posi¢cdes 1 e 3 , um grupo tioxo
na posicdo C-2 e um grupo carbonilico na posicdo C-4, de acordo com o

sistema de numeragéo de adotado pela IUPAC (Figura 1).

Figura 1 — Estruturas representativas para as hidantoinas e tio-hidantoinas.

YY\ a) X=0, Y = 0 (imidazolidina-2,4-diona)
HN NH  p)X =8, Y =0 (2-tioxo-imidazolidina-4-ona)
\< c) X=0,Y =S (4-tioxo-imidazolidina-2-ona)
X d) X =8, Y =S (imidazolidina-2,4-ditioxona)

Estes tioxo derivados possuem uma reatividade maior se comparados aos
anélogos carbonilados. As diferentes tio-hidantoinas destacam-se por
apresentarem acao biologica diversificada, como por exemplo, antimicrobiana,
anticonvulsionante e antiparasitaria. Importante mencionar que esta classe de
substancias tem um grande impacto na industria farmacéutica, visto que varios

farmacos contendo este anel sao utilizados em medicamentos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral a desenvolver um método
eficiente para sintese e posterior caracterizacdo da tiazolidina-2-tio-hidantoina

e seus derivados, visando a obtencao de moléculas com atividades bioldgicas.

2.2. Objetivos Especificos

v' Desenvolver uma metodologia para a obtencdo da tiazolidina-2-tio-
hidantoina e seus derivados;

v Caracterizar os compostos obtidos por Infravermelho, Espectrometria de
Massas e Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono-
13;

v Avaliar suas propriedades farmacoldgicas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. AS PRIMEIRAS HIDANTOINAS E TIO-HIDANTOINAS SINTETIZADAS

A primeira hidantoina (1) foi obtida por Bayer em 1861, durante um
estudo sobre o &cido Urico, no qual ele isolou do produto de redugcdo da
alantoina, um composto que ele denominou hidantoina. No mesmo ano Bayer
também relatou outra via de obtencdo pela reducédo do acido aloxanico com
iodeto de hidrogénio e em 1864 o0 mesmo produto foi obtido pelo aquecimento
da bromo acetil-uréia (Esquema 1) (BAYER, 1861, apud WARE, 1950). O
composto sintetizado por Bayer (1) foi inicialmente denominado de 2,4-diceto—
tetra-hidro-imidazol, sendo que atualmente a denominacdo recomendada pela
IUPAC é imidazolidina-2,4-diona.

Esquema 1 — Obtengéo da primeira hidantoina a partir do a4cido alox&nico e da bromo

acetil-uréia.

o
(0]

o)
HN HI )\ aquecimento Y—CH,Br
A “ HN_ NH = HN
0”>N"So
H

i c)>/—NH2

o)
(1)

Depois da descoberta de Bayer surgiram novas metodologias de sintese
para a obtencdo das hidantoinas e seus derivados, com maior grau de pureza
e com melhores rendimentos. Em 1900, Harries e Weis (apud SHIPPER; DAY,
1957) obtiveram a imidazolidina- 2,4-diona (1) a partir da ciclizagdo do produto
da reacdo do éster etilico da glicina com cianato de potassio, na presenca de

acido cloridrico. (Esquema 2).
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Esquema 2 — Obtencao da imadozolidina-2,4-diona a partir do éster etilico da glicina e

cianato de potéssio.
o) (o)

O.__OCH,CH,4 HCI
H,N + KNCO — = T .~ HN_ NH

OCH,CH;, NHCONH, o
(1

A primeira tio-hidantoina (2) foi obtida por Klason em 1890 (apud WARE,
1950), pela reacdo do éster etilico de glicina com tiocianato de potassio na

presenca de acido cloridrico. (Esquema 3).

Esquema 3 — Obtencdo da primeira tio-hidantoina a partir do éster etilico da glicina e

tiocianato de potassio.

0
O OCH,CH; g D)
H,N . KNGS — = T _ HN_ NH

OCH,CH;3 NHCSNH,

As tio-hidantoinas tem sido objeto de estudo por também apresentar
uma gama de atividades biologicas uteis. No ano de 1911, Wheeler e
colaboradores (apud WARE, 1950), obtiveram a 2-tioxo-imidazolidina-4-ona (2)
por uma nova metodologia através da reag¢do do &cido benzoil-ditiocarbamico

etil éster com glicina em meio acido (Esquema 4).

Esquema 4 - Obtencdo da 2-tioxo-imidazolidina-4-ona a partir do acido benzoil-

ditiocarbamico etil éster e glicina.

0o o)

§—® O_OH  Hcl S

HN + T ———— HN_ _NH
)—SCH,CH, NH, i

s s

(2)

Os nucleos hidantoinicos e tio-hidantoinicos estdo presentes em varias
moléculas bioativas que atualmente sdo usadas na clinica médica, como anti-
inflamatoria (UNANGST et al.,, 1993), antifungica (CARVALHO et al., 1989;
GOES et al., 1991), esquistossomicida (PITTA, 2005), herbicida (CEGAN;
VECERA, 1984) e tuberculostatica (KIEC-CKONONOWICZ; SZYMANSKA,
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2002), entre outras. Um exemplo de farmaco com o sistema hidantoinico
presente em sua estrutura € a Fenitoina (Figura 2), que é utilizado na
terapéutica por apresentar propriedades anticonvulsivantes e faz parte da
relacdo de Medicamentos Essenciais da Organizacao Mundial de Saude (World
Health Organization, 1999) além da Relacdo Nacional de Medicamentos

Essenciais (RNME, do BRASIL, 1999).

Figura 2 — Estrutura do farmaco Fenitoina.

YL
HN_ NH

(o)

3.2. METODOS DE OBTENCAO DE 2-TIO-HIDANTOINAS

Visto que as 2-tio-hidantoinas sdo uma classe de moléculas com vasta
aplicacdo biologica, ndo é surpreendente que varios métodos de sintese
tivessem sido desenvolvidos para a obtencdo das mesmas, bem como uma
diversificacdo e modificacdo de sua estrutura. Alguns dos métodos mais
utilizados séo o tratamento de a-aminoacidos com anidrido acético e tiocianato
de amobnio (Esquema 5) (SOLOWAY et al., 1996), e a reacdo de acoplamento
entre os derivados de a-aminoécidos e isotiocianato (Esquema 6) (ELOKDAH
et al., 2004).

Esquema 5 — Obtencéo de 2-tio-hidantoina a partir da reagdo entre a-aminoécido e

tiocianato de amonio em anidrido acético.

o o

R COOH R/\(Z< P /\%(
Y NH,SCN / AcOH / Ac,0 HN N/< Acetona / 10% HCI R NH

NH > HN
2 > \ \<

Fonte: SOLOWAY et al., 1996.
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Esquema 6 — Obtengdo de 2-tio-hidantoina a partir da reacdo entre a-aminoacido e

isotiocianato.

x GO2Rs  Ry-NH, / éter dietilico / DCM ou H,0 CORs  R,NCS/CHC, H Re
A R,HN R1/N\H/N><COZR5
3 4 R;” "R, TRy Ry

Et;N
EtOH
Refluxo

O&Ra
1 ON-R,
Ry \\<

S

Fonte: ELOKDAH et al., 2004.

Podemos citar ainda outros métodos interessantes de obtencéo de 2-tio-
hidantoinas descritos na literatura Wang e seus colaboradores desenvolveram
uma metodologia na qual utilizam reacdes entre tiuréias e a-aminoacido em
altas temperaturas (Esquema 7). Outro grupo de pesquisa publicou a sintese
destas a partir de um derivado de benzil e tiuréia utilizando irradiacfes de
microondas (Esquema 8) (LAMBERT et al., 2003). Alguns destes métodos
frequentemente tém limitacdes de algumas variacdes na estrutura ou até
mesmo limitagdo na preparagdo em grande escala devido a utilizacdo de

reagentes caros e toxicos.

Esquema 7 — Obtecdo de 2-tio-hidantoinas a partir da reagdo entre a-aminoécido e
tiuréia.
H,0,NH;
o s o
R JC . R A
NH

OH + H,N~ “NH, L
NH, 170° - 220°C HNK<

”n

Fonte: WANG et al., 2006.
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Esquema 8 — Obtencao de 2-tio-hidantoina a partir de derivados de benzil e tiuréia

com irradia¢éo de micro-ondas.

o H
O ©/NTNH2 DMSO/OH-
+ >
O S micro-ondas

Fonte: LAMBERT et al., 2003.

3.3. ANEL TIAZOLIDINICO E SUA IMPORTANCIA

Tiazolidinas s&o uma classe de compostos organicos contendo um anel
heterociclico saturado de 5 membros, com um atomo de enxofre na posi¢ao 1 e
um grupo amina na posigédo 3 (Figura 3). Podem ser sintetizadas a partir da

reacao de condensacao entre um aminotiol e um aldeido ou cetona.

Figura 3 — Estrutura do anel tiazolidinico.

A partir da ultima década, varios trabalhos de quimica medicinal tem se
voltado para o anel tiazolidinico. A literatura descreve uma série de novos
compostos relacionados a esta classe e as atividades farmacolégicas destas
tém sido amplamente estudadas, apresentando bons resultados e menores
efeitos adversos. Fazendo-se uma varredura na literatura, podemos comprovar
que as tiazolidinas possuem uma vasta gama de atividades biologicas
promissoras ja descritas. Alguns derivados desta tem atividade melhor do que
drogas padrbes e podem se tornar novas drogas para o mercado no futuro
(PANDEY et al., 2011). A Figura 4 demonstra algumas estruturas derivadas da

tiazolidina com atividades biolégicas comprovadas.
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Figura 4 — Derivados da tiazolidina com atividades biol6gicas comprovadas.

Syﬂ
CH,
NNH TS H3C &
/ N/ S N
N -y N0
o T
HO

_CH
k'ﬂ 3 S
Anti-inflamatéria e .
Antimicrobiana ana|gésica AntI-HIV
o]
o)
o)
Y
N\/\NH /
Cl S
Cl AN
B =N
N cl Hco”™ N
Antimalarica Anticonvulsivante

Fonte: PANDEY et al., 2011.

Compostos tiazolidinicos também tém sido aplicados como ligantes
quirais na obtencao de catalisadores para utilizacdo em reacdes assimétricas.
Liu e seus colaboradores publicou em 1996 um trabalho em que foi sintetizada
uma série de ligantes tiazolidinicos quirais que foram empregados na obtencao
de alcoois quirais. Os compostos foram preparados a partir da L-cisteina e
empregados como ligantes em reacfes de adicdo de dietilzinco a aldeidos
(Esquema 9). Os autores observaram que tanto a configuracdo do centro quiral
quanto o nivel de enantiosseletividade dos alcoois obtidos dependem da
estrutura das tiazolidinas empregadas como catalisadores. Mais
especificamente, os autores puderam comprovar que variando 0S grupos na
posicdo 2 do anel tiazolidinico, levou a variagfes significativas nos excessos

enantioméricos, variando de 15 a 73 % de ee.



Esquema 9 — Aplicacao de tiazolidinas em adicdo de dietilzinco a benzaldeido.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. SINTESE DOS PRECURSORES DAS 2-TIO-HIDANTOINAS

Como primeiro passo da rota sintética, foi realizada a ciclizacéo (a partir
de L-aminoacidos) e protecdo dos grupos aminos dos &acidos com
pirocarbonato de terc-butila (5a-e) conforme metodologias ja descritas na
literatura. Esta etapa de protecao do grupo amino dos acidos se faz necessaria,
pois a segunda etapa da sintese a ser seguida envolve a formacéo do cloreto
acido. Caso o grupo amino nédo esteja devidamente protegido, pode ocorrer a
abertura do heterociclo.

4.1.1. Sintese do &cido (R)-3-(terc-butoxicarbonil)tiazolidina-4-carboxilico
(5a)

A sintese do acido (R)-tiazolidina-4-carboxilico (4a) € realizada a partir
da L-Cisteina, de uma solugdo a 37% de formaldeido em agua e piridina
(BRAGA et al., 2002). O &cido tiazolidinico é obtido com 82 % de rendimento e

a informacao quiral da L-Cisteina é mantida.

A protecdo do grupo amino é realizada adicionando-se pirocarbonato de
terc-butila ((Boc),O) em presenca de NaOH 1M e 1,4-dioxano/H,O (1:1)
(BRAIBANTE et al., 1999) resultando num sdlido branco com 85 % de

rendimento (Esquema 10).

Esquema 10 — Sintese do acido 5a.

(o] 37% HCHO SMO (Boc),0 S/>_/<°
_—m m -
HS/H)LOH H,0 / py N on . L oH
NH,  pe (15h t.a.) H Dioxano, NaOH 1M )\
) 4a H,O (20h t.a.) o

N
(o} 5a
Rendimento: 82% A\

Rendimento: 85%
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4.1.2.Sintese do acido (R)-3-(terc-butoxicarbonil)oxazolidina-4-carboxilico
(5b) e do acido (4R,5R)-3-(terc-butoxicarbonil)-5-metiloxazolidina-4-
carboxilico (5¢)

Para a obtencdo dos analogos oxazolidinicos, seguiu-se a metodologia
descrita por Singh (SINGH; VISHNUMAYA, 2009). Nesta metodologia s&o
realizadas reacdes sequenciais sem a necessidade de isolamento da
oxazolidina intermediaria. Partindo-se da L-Serina e da L-Treonina e reagindo
com solucéo de 37 % de formaldeido em agua e NaOH 2M. Apos 20 horas de
reacdo a 0°C, no mesmo meio reacional adiciona-se hidroxilamina, mais um
equivalente de NaOH, acetona e por ultimo o (Boc),0. Os produtos finais séo

solidos brancos obtidos com 84 % (5b) e 67 % de rendimento (5c¢).

Esquema 11 — Obtencéo dos &cidos 5b e 5c.

R O 0 o}
1) 37% HCHO / NaOH 2M (20h 0°C) L

HO OH -
NH; 2) NH,OH.HCI, NaOH, H,0, acetona, (Boc),O (3h t.a.)

OH

N

)0

(0] A\
5b: R = H (Rendimento: 84%)
5¢: R = CH; (Rendimento: 67%)

4.1.3. Sintese do &cido (S)-1-(terc-butoxicarbonil)pirrolidina-2-carboxilico
(5d)

Para a obtencdo do analogo pirrolidinico reagiu-se a (S)-Prolina com
trietilamina e (Boc),O (PETTIT et al., 1994). Sdlidos transparentes foram

obtidos com 50 % de rendimento (Esquema 12).

Esquema 12 - Sintese do 4cido 5d.

Q—/(O Et;N / CH,Cl, Q—/(o

N H
N %" (Boc),0(3n0cc) N)\ OH

Rendimento: 50%
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4.2. SINTESE DAS 2-TIO-HIDANTOINAS

Apds o preparo e caracterizacdo dos precursores 5a-d procedeu-se a
obtencgéo das diferentes 2-tio-hidantoinas através de uma metodologia de facil

realizacdo (Esquema 13).

Esquema 13 — Rota sintética para a obtencao das diferentes 2-tio-hidantoinas.

o
R, R
/g_/( CI Xwo KNCS x/g\(o
L DMF(cat), CH,CI, LN cl CH,CN LN
1 hora )\ 50°C, 3 h >]/NH
o , oras
o o )T S
6a-d
5a-d

5a: X=8,R;=H
5b:X=0,R;=H
5¢c: X = 0, R1 = CH3
5d: X=C,R;=H

A transformacgdo do grupo acido para cloreto foi realizada utilizando-se
cloreto de oxalila na propor¢cdo 2:1 em relacdo aos acidos protegidos em
diclorometano e duas gotas de DMF. Formado o cloreto de cada acido, verte-
se essa mistura em outro meio reacional contendo tiocianato de potassio em

acetonitrila deixando-se a reagéo a 50°C por 3 horas.

Os produtos foram obtidos com rendimentos regulares e estdo
apresentados na Tabela 1.



Tabela 1 — Resultados obtidos para os

Entrada

S

5a

Produto

>
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produtos 6a-d.

Rendimento
o)

>fNH

S

5006 @

6a

o)

5b

W

0]

>//NH 329% @

S
6b

(o)
5c

LN

CH,
o

>fNH

S

250 @

6¢c

5d

o

N Detectado por CGMS, mas a

>rNH

S

quantidade isolada foi

insuficiente para analise
6d

@ Rendimento obtido por purificacdo em cromatografia em coluna utilizando acetato de

etila/hexano 8:2 como eluente.

4.3. CARACTERIZACAO DAS 2-TIO-HIDANTOINAS

Os produtos obtidos foram submetidos a caracterizacdo por RMN 'H e

RMN *3C, Infravermelho e Espectrometria de Massas.

4.3.1. Caracterizacédo datiazolidin

Para a elucidacdo da estrutu

a-2-tio-hidantoina (6a)

ra da primeira tio-hidantoina obtida, iniciou-

se o estudo realizando andlise de RMN *H (Figura 5). Foram atribuidos os
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sinais em 5,04 e 4,34 ppm, que acoplam entre si com constante de
acoplamento de 6,9 Hz, aos hidrogénios diastereotopicos Hd e Hd' que
pertencem ao carbono cetalico da porc¢ao tiazolidina. O tripleto em 4,68 ppm (J
= 6,0 Hz) foi atribuido ao hidrogénio Hc ligado ao carbono assimétrico. Os dois
hidrogénios vizinhos ao enxofre Hb e Hb’ aparecem na forma de duplos
dubletos e apresentam sinais em 3,25 e 2,94 ppm com constante de
acoplamento de J = 6,0 Hz, o que indica que este esta acoplando com o
hidrogénio do carbono assimétrico Hc. O sinal em 12,01 ppm indica maior
desblindagem e é atribuido ao hidrogénio mais acido Ha, que esta ligado ao
nitrogénio entre a carbonila e a tionila. Este hidrogénio sofre efeito anisotrépico
tanto da carbonila quanto da tionila fazendo com que este sinal se desloque

para campos mais baixos.

Figura 5 — Espectro de RMN 'H da tiazolidina-2-tio-hidantoina (6a), com as atribuicdes
de sinais, obtido em DMSO-dg a 300 MHz.
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O experimento de RMN *3C foi realizado com intuito de se confirmar a
estrutura proposta do composto 6a (Figura 6). Os sinais em 30,3, 49,1 e 67,2
ppm foram atribuidos aos carbonos C-4, C-3 e C-5, do anel tiazolidinico,

respectivamente. Os sinais em 185 ppm e 173 ppm foram atribuidos aos
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carbonos ligado ao enxofre C-2 e ao oxigénio C-1, respectivamente.
Concomitante a estas observacdes se verifica 0 desaparecimento dos sinais
alquilicos do grupo protetor Boc em aproximadamente 20 ppm.

Figura 6 — Espectro de RMN *°C da tiazolidina-2-tio-hidantoina (6a) obtido em DMSO-
ds a 75,5 MHz.

185.920
173728
(o]
67.202
49154
30.313

4 1

\;N« H

Na andlise do espectro de infravermelho (Figura 7) do composto 6a
verificou-se a auséncia de bandas entre 2.200 cm™ — 2.000 cm™ o que indica
nao ter o heteroaleno proveniente do tiocianato de potassio utilizado na reacéo
(KNCS).

Figura 7 — Infravermelho do produto 6a obtido em pastilha de KBr.
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4.3.2. Caracterizacdo da oxazolidina-2-tio-hidantoina (6b)

No espectro de RMN *H do composto 6b (Figura 8) os dubletos em 5,37
e 4,56 ppm, que acomplam entre si com uma constante de J = 5,7 Hz foram
atribuidos aos hidrogénios Hd e Hd'. O tripleto em 4,01 ppm (J = 8,8 Hz) foi
atribuido ao hidrogénio Hc ligado ao carbono assimétrico. Os hidrogénios
vizinhos ao oxigénio Hb e Hb’ apresentam duplos dubletos em 4,64 e 3,94 ppm
com constantes de acoplamento J = 8,8 Hz e 5,7 Hz demonstrando que estes
além de acoplar com o hidrogénio do carbono assimétrico Hc, acoplam também
entre si. O sinal largo em 12,40 ppm foi atribuido ao hidrogénio Ha, que esta
ligado ao nitrogénio. O singleto em 3,81 ppm é referente a dgua presente no
solvente e o septupleto em 2,48 ppm é referente ao DMSO.

Figura 8 — Espectro de RMN 1H da oxazolidina-2-tio-hidantoina (6b) obtido em DMSO-
ds @ 300 MHz.
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Analisando o espectro de RMN **C (Figura 9) atribuiu-se os sinais em
63,4, 65,3 e 81,4 ppm aos carbonos C-4, C-5 e C-3, do anel oxazolidinico,
respectivamente e os sinais em 192,7 e 175,1 foram atribuidos aos carbonos

ligados ao enxofre C-2 e ao oxigénio C-1.
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Figura 9 — Espectro de RMN 3¢ da oxazolidina-2-tio-hidantoina (6b) obtido em DMSO-
ds a 75,5 MHz.
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No experimento COSY-'H-'H do composto 6b é possivel se identificar as
relacBes dos hidrogénios do anel oxazolidinico e assim confirmar a presenca
deste anel na estrutura do composto, bem como as atribui¢des feitas até entéo
para os hidrogénios diastereotdpicos. Podemos afirmar que o hidrogénio Hc
ligado ao carbono assimétrico C-5 (4,01 ppm) acopla com os hidrogénios Hb e
Hb" (4,64 e 3,94 ppm) (Figura 10). Em seguida, podemos verificar acoplamento
entre os hidrogénios geminais Hd e Hd" (5,37 e 4,56 ppm), que acoplam entre
si, comprovando os mesmos estdo ligados ao mesmo carbono e que séo

realmente diastereotdpicos.
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Figura 10 — COSY -'H-'H da oxazolidina-2-tio-hidantoina (6b) obtido em DMSO-dgs a
300 MHz.
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4.3.3.Caracterizacdo da 5-metiloxazolidina-2-tio-hidantoina (6c)

No espectro de RMN *H do composto 6¢ (Figura 11) os dubletos em
5,17 e 4,89 ppm que acoplam entre si com uma constante de J = 4,9 Hz foram
atribuidos aos hidrogénios Hd e Hd’. O dubleto em 4,20 ppm (J = 7,7 Hz) foi
atribuido ao hidrogénio Hb ligado ao carbono assimétrico. O hidrogénio vizinho
ao oxigénio, ligado ao segundo carbono assimétrico Hc apresenta um
multipleto em 4,07 ppm com constante de acoplamento J = 7,7 Hz
demonstrando que este estd acoplando com o hidrogénio do carbono
assimétrico Hb. O dubleto em 1,33 ppm foi atribuido aos hidrogénios
metilénicos. O sinal largo em 12,31 ppm foi atribuido ao hidrogénio Ha, que
esta ligado ao nitrogénio. O singleto em 3.41 ppm é referente a agua presente

no solvente e o septupleto em 2.52 ppm é referente ao DMSO.
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Figura 11 — Espectro de RMN 'H da 5-metiloxazolidina-2-tio-hidantoina (6¢) obtido em
DMSO-dg a 300 MHz.
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Analisando o espectro de RMN **C (Figura 12) atribuiu-se o sinal em
18,1 ppm ao carbono da metila (C-6). Os sinais em 69,3, 73,4 e 80,0 ppm aos
carbonos C-4, C-3 e C-5, do anel oxazolidinico, respectivamente e 0s sinais em
190,0 e 173,4 foram atribuidos aos carbonos ligados ao enxofre C-2 e ao
oxigénio C-1.

Figura 12 — Espectro de RMN 3¢ da 5-metiloxazolidina-2-tio-hidantoina (6¢) obtido em
DMSO-ds a 75,5 MHz.
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4.3.4. CG/MS da pirrolidina-2-tio-hidantoina (6d)

Através de andlise por CG/MS do bruto da reagéo para a obtencdo deste
composto, observou-se evidéncias de que ele tenha se formado, como a
presenca do ion molecular do composto com uma razdo massa/carga de 156
u.m.a. e de outras fragmentacdes deste. No entanto, ndo se conseguiu isolar

esse produto huma quantidade passivel de anéalise por RMN *H.

Figura 13 — CG/MS da reacao para a obtencao da pirrolidina-2-tio-hidantoina.
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4.4. APLICACAO BIOLOGICA

Uma vez confirmada estruturalmente a (R)-tiazolidina-2-tio-hidantoina

foram realizados testes para avaliar sua atividade antioxidante numa parceria
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com o Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos da

Universidade Federal de Pelotas.

Os agentes antioxidantes ocupam um lugar de destaque dentro da industria
farmacéutica, sendo importante a realizacao de pesquisa sistematizada desses
compostos e de suas capacidades de neutralizar agentes nocivos a sistemas
bioldgicos, como por exemplo, os radicais livres. Para a determinacdo da
capacidade antioxidante do composto 6a utilizou-se dois ensaios colorimétricos
com DPPH e ABTS.

e Atividade sequestradora frente ao radical DPPH

Esse método consiste em avaliar a capacidade antioxidante via atividade
sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). Este radical
possui coloracéo purpura absorvendo em um comprimento de onda maximo de
aproximadamente 517 nm. Por agao de um antioxidante (AH),
preferencialmente doador de hidrogénio, o DPPH é reduzido formando DPPH-
H (Figura 14), de coloracdo amarela com consequente desaparecimento da
absorcdo, podendo a esta ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia
(SHARMA; BHAT, 2009).

Figura 14 — Estabilizagdo do radical livre DPPH.

00 OO
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DPPH DPPH-H
(purple, 517 nm) (colorless)

Fonte: SHARMA; BHAT, 2009.

e Atividade sequestradora frente ao radical ABTS

O método do ABTS estad baseado na habilidade dos antioxidantes em

capturar o cation radical ABTS™. Este radical é produzido a partir do acido 2,2-
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azino-bis(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico, e €& um composto cromoforo
quimicamente estavel que apresenta alta solubilidade em agua e um méaximo
de absorbancia de 414 nm e medidas secundarias de absorbancia em 645, 734
e 815 nm. O radical ABTS" deve ser gerado por reacdes enzimaticas ou
quimicas (com perssulfato de potassio, por exemplo). A captura do radical pelo
antioxidante provoca um decréscimo na absorbancia, que é lida a partir da
mistura do radical com o antioxidante em diferentes tempos, sendo
representadas graficamente. Este método apresenta vantagem em relacdo a
outros, pois pode ser utilizado tanto para amostras hidrossollveis quanto
lipossoluveis (EREL, 2004).

Os efeitos do composto 6a foram avaliados espectrofotometricamente a
517 e 734 nm, para os ensaios do DPPH e do ABTS, respectivamente.

Os resultados demonstraram que tanto no teste do DPPH quanto no
ABTS o composto 6a foi capaz de neutralizar esses radicais a partir da
concentracdo de 50 uM (Figura 15). Pode-se notar que o composto teve um

efeito mais pronunciado em neutralizar o radical ABTS.

Figura 15 — Resultados da atividade antioxidante do composto 6a como sequestrador de
radical: (a) DPPH; (b) ABTS; C = Controle.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foram sintetizadas, com rendimentos regulares,
moléculas inéditas na literatura através de uma metodologia de fécil obtencéo.
Os compostos 6a-c foram caracterizados por analise espectroscopica de RMN
'H e RMN ®C.

A tiazolidina-2-tio-hidantoina (6a) além de ser inédita na literatura
apresenta bons efeitos antioxidantes, o que incentiva mais estudos com este

composto.

Como perspectiva deseja-se testar os compostos 6b e 6¢c como
antioxidantes a fim de se comparar com o resultado j& obtido, alem de melhorar
as condicbes da metodologia desenvolvida para que se aumente 0S
rendimentos para a obtencdo dos compostos. Repetir a obtencéo do composto
6d, que néo foi possivel caracterizar e sintetizar novas 2-tio-hidantoinas a partir

de outros precursores.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

Os espectros de RMN *H e RMN **C foram obtidos pelo espectrometro
VARIAN INOVA 300 MHz do Instituto de Quimica da UFRGS. Os
deslocamentos quimicos § estdo relacionados em parte por milhdo (ppm) em
relacéo ao tetraetilsilano (TMS), utilizado como padr&o interno, e no caso dos
espectros de RMN *H, entre parénteses esta indicado a multiplicidade do sinal
(s = singleto, sl = singleto largo, d = dubleto, dd = duplo dubleto, t = tripleto, q =
quarteto, m = multipleto), o namero de hidrogénios deduzidos da integral

relativa e a constante de acomplamento J expressa em Hz.

6.1. SINTESE DOS PRECURSORES DAS 2-TIO-HIDANTOINAS

6.1.1. Acido (R)-tiazolidina-4-carboxilico (4a)

Em um baldo monotubulado adiciona-se o cloridrato da L-Cisteina
(9,469, 60 mmol), agua destilada (40 mL) e solucdo aquosa de formaldeido
37% (8,4 mL). A mistura é agitada por 24 horas a temperatura ambiente e, a
seguir, adiciona-se alcool etilico (20 mL) e piridina lentamente (10 mL). O sdélido
branco obido é filtrado e lavado com &lcool etilico gelado. Produto utilizado sem
posterior purificacdo. Rendimento: 82%. RMN *H (D0, 300 MHz) §(ppm): 3,21
(dd, 1H, J = 12,1 Hz e 5,7 Hz), 3,31 (dd, 1H, J = 12,1 Hz e 7,4 Hz), 4,23 (d, 1H,
J=10,2 Hz), 4,33 (dd, 1H, J = 7,4 Hz e 5,7 Hz), 4,35 (d, 1H, J = 10,2 Hz).

6.1.2. Acido (R)-3-(terc-butoxicarbonil)tiazolidina-4-carboxilico (5a)

A uma solucdo do composto 4a (4g, 30 mmol) em 1,4-dioxano (60 mL),
agua destilada (30 mL) e solugcéo aquosa de NaOH 1M (30 mL), em um balédo
monotubulado, adiciona-se, a 0 °C, (Boc).0 (7,20g , 33 mmol). Segue agitacao
a temperatura ambiente por 24 horas. Apds, a mistura é concentrada em vacuo
(10-15 mL), resfriada novamente a 0 °C e diluida com DCM (50 mL). Apos,
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acidificada com solucdo aquosa 1M de KHSO, até pH=2-3. Separam-se as
fases e extrai-se a fase aquosa com DCM. As fases organicas sao
combinadas, secas com Na,SO, anidro e evaporadas em rotaevaporador. O
sélido branco obtido foi utilizado sem posterior purificacdo. Rendimento: 85%.
RMN *H (CDCl;, 300 MHz) §(ppm): 1,46 (m, 9H), 3,29 (m, 2H), 4,63 (m, 2H),
7,26 (s, 1H), 9,00 (sl, 1H). RMN **C (CDCls, 75,5 MHz) §(ppm): 28,1, 34,3,
48,8, 61,2, 81,7, 153,7, 175,9.

6.1.3. Acido (R)-3-(terc-butoxicarbonil)oxazolidina-4-carboxilico (5b)

Em um Schlenk adiciona-se a L-Serina (3,15g, 30 mmol), solucdo aquosa
de formaldeido 37% (3 mL) e solucdo aquosa de NaOH 2M (15 mL). A mistura
€ agitada por 12 horas a 0°C. Passado este tempo, ainda a 0°C, adiciona-se o
cloridrato de hidroxilamina (0,21g, 3 mmol), NaOH (0,12g, 3 mmol), agua
destilada (3 mL) e acetona (17 mL). Retira-se a reacdo do sistema de
refrigeracdo e adiciona-se o (Boc),O (7,20 g, 33 mmol). Segue agitacdo por
mais 3 horas. Extrai-se a reacao com éter etilico e a fase aquosa € acidificada
com solucéo de acido citrico 20% até pH = 3,0. Apés acidificada, extrai-se com
acetato de etila. As fases organicas sdo combinadas, secas com Na,SO4
anidro e evaporadas em rotaevaporador. O soélido branco obtido foi utilizado
sem posterior purificacdo. Rendimento: 84%. RMN 'H (CDCls;, 300 MHz)
S(ppm): 1,43 (s, 9H), 4.19 (sl, 2H), 4,40 (sl, 1H), 4,89 (m, 2H), 8,86 (sl, 1H).
RMN *C (CDCl;, 75,5 MHz) §(ppm): 28,1, 56,7, 70,0, 70,9, 79,3, 81,8, 82,0,
153,1, 153,5, 174,2, 175,0.

6.1.4. Acido (4R,5R)-3-(terc-butoxicarbonil)-5-metiloxazolidina-4-
carboxilico (5¢)

Utilizando L-Treonina (3,57g, 30 mmol) e seguido do mesmo procedimento
experimental descrito no item 6.3. Rendimento: 67%. RMN 'H (CDCls, 300
MHz) §(ppm): 1,47 (s, 9H), 4,00-3,83 (m, 1H), 4,33-4,22 (m, 1H), 4,81-4,72 (m,
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1H), 5,18-5.04 (m, 1H). RMN 3C (CDCls, 75,5 MHz) 8(ppm): 18,4, 28,2, 63,1,
63,7, 78,4, 78,8, 79,3, 81,92, 152,2, 153,41, 173,9, 175,2.

6.1.5. Acido (S)-1-(terc-butoxicarbonil)pirrolidina-2-carboxilico (5d)

Em um baldo monotubulado, sob banho de gelo, adiciona-se S-Prolina
(3,459, 30 mmol), diclorometano (70 mL), trietilamina (5,5 mL) e por altimo o
(Boc),0 (9,49, 43,3 mmol) em 10 mL de diclorometano gota a gota. A mistura €
agitada por 3 horas a 0°C. Adiciona-se 20 mL e solucdo de &cido citrico 20% e
separam-se as fases. Lava-se a fase organica com agua destilada (20 mL) e
depois com solucdo saturada de NaCl (20 mL). As fases organicas séo
combinadas, secas com Na,SO, anidro e evaporadas em rotaevaporador. Os
cristais transparentes obtidos foram utilizados sem posterior purificagao.
Rendimento: 50%. RMN *H (CDCls;, 300 MHz) §(ppm): 1,46 (d, 9H), 2,4-1,8 (m,
4H), 3,6-3,4 (m, 2H), 4,4-4,1 (m, 1H), 9,48 (sl, 1H). RMN **C (CDCls, 75,5 MHz)
d(ppm): 28,2, 28,3, 46,3, 46,8, 58,9, 80,3, 80,9, 85,1, 153,9, 155,7, 176,10,
178,6.

6.2. PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DAS 2-TIO-HIDANTOINAS
(6a-c)

Em um baldo bitubulado, sob atmosfera inerte, adiciona-se o acido N-
protegido (4 mmol), diclorometano seco (15 mL) e sob banho de gelo, adiciona-
se cloreto de oxalila gota a gota (0,70 mL, 8 mmol) e duas gotas de DMF.
Segue agitacdo por 1 hora. Em outro baldo bitubulado, sob atmosfera inerte,
adiciona-se tiocianato de potassio (0,43g, 4,4 mmol) e acetonitrila seca (15
mL). Sobre esta reacdo, adiciona-se a primeira. Segue agitacdo com
aguecimento de 50°C por 3 horas. Ao final da reacdo, evapora-se o solvente
em rotaevaporador, adiciona-se acetato de etila (20 mL) e lava-se com solugéo
saturada de bicabornatado de sodio (2x 10 mL). A fase organica foi seca com
Na,SO, anidro e evaporada em rotaevaporador. O residuo € purificado por
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cromatografia em coluna eluindo-se uma mistura 20% Acetato de etila /

Hexano.

6.2.1. Tiazolidina-2-tio-hidantoina (6a)

Obtido conforme procedimento descrito acima. Rendimento: 50%. RMN *H
(DMSO-dg, 300 MHz) 8(ppm): 3,25 (dd, 1H, J = 6,0 Hz), 2,94 (dd, 1H, J = 6,0
Hz), 4,34 (d, 1H, J = 6,9 Hz), 4,68 (t, 1H, J = 6,0 Hz), 5,04 (d, 1H, J = 6,9 Hz),
12,01 (sl, 1H). RMN *3*C (DMSO-dg, 75,5 MHz) §(ppm): 30,3, 49,1, 67,2, 173,7,
187.,9.

6.2.2. Oxazolidina-2-tio-hidantoina (6b)

Obtido conforme procedimento descrito acima. Rendimento: 32%. RMN *H
(DMSO-dg, 300 MHZz) 8(ppm): 3,94 (dd, 1H, J = 8,8 Hz e 5,7 Hz), 4,01 (t, 1H, J
= 8,8Hz), 4,56 (d, 1H, J = 5,7 Hz), 4,64 (dd, 1H, J = 8,8 Hz e 5,7 Hz), 5,37 (s,
1H, J = 5,7 Hz), 12,40 (sl, 1H). RMN *C (DMSO-dg, 75,5 MHz) &(ppm): 63,4,
65,3, 81,4, 175,1, 192,7.

6.2.3. 5-metiloxazolidina-2-tio-hidantoina (6c)

Obtido conforme procedimento descrito acima. Rendimento: 25%. RMN *H
(DMSO-ds, 300 MHz) 8(ppm): 1,33 (d, 3H), 4,07 (m, 1 H, J = 7,7 Hz), 4,20 (d, 1
H,J=77Hz),4,89 (d, 1H,J=49Hz), 517 (d, 1H, J = 4,9 Hz), 12,31 (sl, 1H).
RMN *3C (DMSO0-dg, 75,5 MHz) §(ppm): 18,1, 69,3, 73,4, 80,0, 173,4, 190,0.
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8. APENDICE

Figura Al — Espectro de RMN *H (D,O a 300 MHz) do composto 4a.
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Figura A2 — Espectro de RMN H (CDClI; a 300 MHz) do composto 5a.
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Figura A3 — Espectro de RMN 'H (CDCl; a 300 MHz) do composto 5b
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Figura A4 — Espectro de RMN **C (CDCl; a 75,5 MHz) do composto 5b.
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Figura A5 — Espectro de RMN 'H (CDCl; a 300 MHz) do composto 5c.
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Figura A6 — Especctro de RMN 3¢ (CDCl3 a 75,5 MHz) do composto 5c.
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Figura A7 — Espectro de RMN 'H (CDClz a 300 MHz) do composto 5d.
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Figura A8 — Espectro de RMN 3¢ (CDCl3 a 75,5 MHz) do composto 5d.
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