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RESUMO

A taurina (dcido 2-etanoaminossulfonico) apresenta diversas fungdes fisiologicas, como
atuacdo no neurodesenvolvimento, agdo no coragdo contra arritimias, acdo nos musculos
esqueléticos contra atrofia, faz parte da bile na forma de um composto conjugado, constutuindo
um dos sais biliares, e anti-inflamatoria, inibindo mediadores pro-inflamatorios. Neste projeto a
énfase foi voltada para a a¢do anti-oxidante da taurina, que forma um complexo com espécies
como o acido hipocloroso (HOCI) e anions clorito (OCI") que potencialmente possuem agoes
danosas a célula. Esse complexo, a taurina cloramina (Tau-Cl), possui também acdes contra
mediadores inflamatérios, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o 6xido nitrico (NO).

Por ser uma molécula com alta polaridade e hidrossolubilidade, a taurina ndo consegue
penetrar na pele pelo extrato corneo intacto, a camada mais externa da pele, que constitui sua
barreira contra perda ou absor¢cdo de agua e eletrdlitos. Foi feita entdo a sintese de um pro-
farmaco derivado da taurina, formado por seu acoplamento com uma cadeia carbonica longa,
aumentando significativamente a lipossolubilidade em relagdo a taurina pura, e podendo assim,
essa molécula, transpor o extrato corneo intacto e exercer sua acdo anti-oxidante, podendo ser,
portanto, caracterizado como um pro-ativo. Este pro-farmaco, o acido 2-
palmitamidoetanossulfonico, foi sintetizado por meio de uma reacao entre um cloreto de acila
(cloreto de palmitoila) e taurina, utilizando trietilamina como base, por meio de um método
conhecido por Schotten-Baumann. O produto formado foi analisado por cromatografia em
camada delgada (CCD), faixa de fusdo, espectroscopia de absor¢do no infravermelho (IV) e
espectometria de massa (EM), sendo que todas as analises confirmaram que a sintese foi bem

sucedida.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CDO - Cisteina dioxigenase

CSAD - Cisteina acido sulfinico descarboxilase
GABA — Acido gama-aminobutirico

CI - fon cloreto

TauT — Transportador de taurina

Tau-Cl — Taurina cloramina

MPO - Mieloperoxidase

TNF-alfa — Fator de necrose tumoral alfa

EROs — Espécies reativas de oxigénio

Ca*? —fon calcio

TAPS - Acido trans-2-aminociclopentassulfonico
THQS — Acido 1,2,3,4-tetrahidroquinolina-8-sulfonico
ICs9— Concentragdo necessaria para produzir uma inibi¢ao de 50%
RNAt — RNA transportador

PMN:s - Polimorfonucleares

IL - Interleucina

FasL — Ligante de Fas

TAHS - Acido trans-2-aminociclohexanosulfonico
CAHS - Acidos cis- 2-aminociclohexanosulfonico
TAG - 6-aminometil-3-metil-4H-1,2,4-benzotiadiazina-1,1-diéxido
UDCA - Acido ursodeoxicélico

TUDCA - Acido ursodeoxicélico conjugado com taurina



CUDCA - Analogo do 4cido ursodeoxicolico com anel ciclopropilico
NMDA — Acido N-metil-D-aspartico

FAAH - Acido graxo amida hidrolase
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TRP - Canais de calcio de potencial receptor transiente
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ClogP — logP calculado

Ph — potencial hidrogenidnico

CCD - Cromatografia em camada delgada

IV — Infravermelho

ESI — Spray de elétrons

NaCl - Cloreto de sddio

Rf — Fator de retencao
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1) INTRODUCAO

A taurina (acido 2-etanoaminossulfonico) ¢ um aminoacido sulfurado nao essencial livre,
sendo um composto final do metabolismo dos aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina). Se
encontra conjugada com 4cidos biliares de sddio e potéssio, resultando na formagdo do écido
taurocolico, um dos acidos da bile alcalina, essencial para a absor¢ao de gorduras (GANONG,
2006). No organismo este aminoacido encontra-se principalmente na musculatura esquelética, no
sistema nervoso central (SNC) e no figado.

A maior parte da taurina encontrada em mamiferos e outros animais ¢ proveniente de
fontes exdgenas. A maioria destes animais perdem a habilidade de sintetizar taurina durante seu

desenvolvimento. (GUPTA, WIN & BITTNER, 2005)

Segue abaixo os passos da sintese de taurina no organismo a partir de cisteina (modificado

de DEVLIN, 2007, p.753):

|SH |SOz‘ lsoz' ?03'
o IO L
I|{C—NH3+ s IﬁC—NHs — (|:H2 — > CH,
COO COO NH;" IlIH3+
Cisteina Cisteina sulfinato Hipotaurina Taurina

Esquema 1: Biossintese da taurina

Foi comprovada a existéncia das enzimas envolvidas na reacdo acima em glandulas

mamadrias de ratas no periodo de gravidez e lactagdo (UEKI & STIPANUK, 2007). A conversao
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de cisteina em cisteina sulfinato ¢ catalizada pela enzima cisteina dioxigenase (CDO), sendo que
a conversao de cisteina sulfinato em hipotaurina ¢ catalizada pela cisteina acido sulfinico
descarboxilase (CSAD) (STIPANUK, 2004, UEKI & STIPANUK, 2007).

Diversos analogos de taurina vém sido desenvolvidos, no intuito de se obter moléculas
que possam apresentar as atividades biologicas da taurina, mas com caracteristicas
farmacocineticamente melhoradas. A importancia em melhorar tais caracteristicas ¢ devido a
alguns fatores: a taurina, sendo um aminoacido, apresenta uma absorcdo gastrointestinal
dependente de mecanismos de transporte ativo ; € caracterizada por uma baixa taxa de difusao
passiva; ¢ facilmente eliminada na urina devido ao seu forte cardter polar. Portanto, mesmo a
taurina possuindo uma grande atividade no SNC, por exemplo, esta atividade requer uma dose
maior de taurina por via oral para ser observada (GUPTA, WIN & BITTNER, 2005). Outros
estudos indicam que administragdes locais de taurina no SNC, como a intracerebroventricular,
parecem ser mais eficazes para teste de seus derivados (FROSINI et al., 2006).

Um estudo de carater compilativo da taurina descreve algumas caracteristicas que devem
estar presentes nos derivados da taurina para manutencao de sua atividades. De acordo com este
estudo, todos os derivados devem preservar a cadeia metilénica de dois carbonos na estrutura,
ligados a um grupo sulfonico e a um grupo amino, de preferéncia primario (figura 1, estrutura 1).
Estes grupos devem estar diretamente ligados a cadeia metilénica, sendo que a substituigao desta
leva a uma queda na atividade. A ligagdo de pequenos grupos alquilicos aos grupamentos amino
e sulfonico ¢é preferivel. E também explicado que derivados ciclicos da taurina podem possuir

uma boa atividade (GUPTA, WIN & BITTNER, 2005).
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Figura 1 — Esqueleto basico da taurina (modificado de Gupta, Win e Bittner, 2005)

2) OBJETIVOS

2.1) Objetivo geral

Sintetizar um pro-farmaco pela reacdo da taurina com o 4cido palmitico em sua forma
clorada para obter o palmitato de taurina, conferindo a taurina um maior carater lipofilico, o

que permitira sua aplicagdo topica para desempenhar um efeito antioxidante.

2.2) Objetivos especificos

e Realizagdo de um levantamento bibliografico sobre acdes da taurina e derivados
envolvidos, sintese de derivados da taurina e sobre amidas graxas, culminando com a
escolha de uma metodologia sintética;

e Sintese do palmitato de taurina (dcido 2-palmitamidoetanossulfonico) através do
método de Schotten-Baumann

e Purificagdo do produto através de uma extragdo liquido-liquido empregando como
liquido extrator o acetato de etila

e Caracterizacdo do produto através de CCD e revelacdo com ninidrina, faixa de fusao,

espectroscopia de absor¢do no IV e espectometria de massa
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3) REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1) Acoes bioldgicas da taurina e derivados envolvidos

3.1.1) Acoes no Sistema Nervoso Central (SNC):

A taurina possui um importante efeito no desenvolvimento neuronal no periodo neonatal,
pois € um neurotransmissor agonista pleno de receptores de glicina, promovendo o influxo de
calcio, que esta relacionado como um fator trofico no desenvolvimento neuronal (WANG et al.
2004). Provavelmente a taurina também interage com receptores de acido gama-aminobutirico
(GABA), modulando sua a¢ao (GUPTA, WIN & BITTNER, 2005). De acordo com Oja &
Saransaari (2007), altas concentragdes de taurina causam um aumento GABA-induzido no fluxo
de ions cloreto (Cl)) em membranas sinapticas. Foi demonstrado que niveis baixos de taurina no
periodo neonatal estdo relacionados a um neurodesenvolvimento tardio (WHARTON, et al.
2004). Deve-se destacar também que foi demonstrada a¢do da taurina no tratamento da Doenca
de Alzheimer, prevenindo a neurotoxicidade gerada pela deposicao de proteina beta-amildide nos
neurdnios (LOUZADA, et al. 2004).

A atividade neurolégica mais marcante da taurina ¢ como anticonvulsivante. Diversos
andlogos da taurina vém sendo sintetizados com base nesta atividade, que se da devido a sua
interagdo com o sitio de ligagdo do GABA. Um grupo de pesquisadores na Finlandia (LINDEN et
al., 1983) sintetizaram e avaliaram a atividade de diversos 2-ftalimidoetano-sulfonamidas,
derivados ftalimidicos mantendo o esqueleto basico da taurina (ver figura 1, estrutura 1).
Observou-se neste estudo que os derivados com melhor atividade deveriam possuir pequenos
grupos alquilicos. Dentre estes compostos, destaca-se os que apresentavam como substituinte um

grupo metil, etil e isopropil (figura 2, estrutura 2).
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Melhor atividade:
R = H, C,Hs, CH(CHy),

O
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Figura 2 - Estrutura-base dos derivados ftalimidicos da taurina

Em estudos posteriores envolvendo os derivados ftalimidicos da taurina com atividade
anticonvulsivante, sua estrutura-base (figura 2) foi mantida (USIFOH et al., 2001; AKGUL et al.,

2007).

3.1.2) Osmorregulacao/ atividade muscular:

A taurina ¢ um importante osmdlito utilizado na osmorregulagdo celular, comprovado por
uma maior expressao de transportadores de taurina (TauT) em células submetidas a um ambiente
hiperosmotico, como por exemplo em queratinocitos (JANEKE et al., 2003) e em neur6nios do
hipocampo de ratos (OLSON & MARTINHO-JR, 2006).

Os musculos esqueléticos armazenam 70% da taurina de todo o organismo. Foi
demonstrado aumento na expressdo de TauT nos musculos em miogénese, € que a taurina
promove resisténcia a atrofia muscular (UOZUMI et al., 2006). Outros estudos indicam que a
taurina provoca um aumento da condutancia muscular a fons CI” e regula a entrada de ions calcio
no reticulo sarcoplasméatico, modulando assim o mecanismo de contragdo muscular (GUPTA,
WIN & BITTNER, 2005)

A atividade osmorregulatéria de alguns compostos derivados de taurina e de homotaurina

foi avaliada (figura 3, estruturas 3 e 4) , sendo comprovado que apenas os derivados de taurina
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ocasionaram um aumento na condutancia de fons ClI° em musculos esqueléticos de ratos

(GUPTA, WIN E BITTNER, 2005).

NH N NH + ]
7>NH2CHZCHZSO3' 7~NHZCH2CHZCH2803
(CH2)n (CH2)Nn

(3) (4)
Figura 3 — Derivados da taurina e homotaurina (n =5 ou 7). Somente o primeiro (estrutura 3)
demonstrou atividade osmoregulatoria (modificado de GUPTA, WIN E BITTNER, 2005, p.

2028)

3.1.3) Atividade anti-inflamatoéria/ modulacdo do sistema imune

A taurina possui a capacidade de se ligar ao acido hipocloroso (HOCI), formando taurina
cloramina (Tau-Cl, figura 4). A formagdo de Tau-Cl ¢ importante para evitar a acdo danosa de
HOCI e ions hipoclorito (OCI’), espécies cloradas reativas formadas nos neutrofilos, em
processos inflamatorios cronicos. Essas espécies sao formadas pela reagdo de ions cloreto com
peroxido de hidrogénio, que ¢ formado na mesma ocasidao, sendo essa reagdo catalizada pela
enzima mieloperoxidase (MPO), que também ¢ liberada neste processo. Entre as agdes danosas
dessas espécies, pode-se destacar a oxidagao de importantes moléculas localizadas na membrana
plasmatica como a ATPase e o colageno, e outras como o DNA e nucleotideos (AROUMA et al.,
1989; WHITEMAN et al., 2003). Demonstrou-se outra importante acdo da taurina, ainda se
tratando de processos inflamatdrios, que € a sua capacidade de, novamente formando o complexo
Tau-Cl, inibir a expressdo dos genes 60xido nitrico sintase (iNOS) e do fator necrose tumoral
(TNF-alfa), agentes pro-inflamatorios, pela diminuicdo na ativacdo de fatores de transcri¢do

correspondentes a esses genes (BARUA, YONG & QUINN, 2001).
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Os derivados da taurina TAU-15 e TAU-60 (figura 4, estruturas 5 ¢ 6) possuem acgao
inibitoria sob as reagdes imunes a antigenos timo-dependentes, o que se da devido a diminuigdo
na producdo da interleucina (IL) 1B, que tem um efeito importante na apresentagdo de antigenos.
TAU-15 também inibe a produgdo do TNF-alfa (SAPRONOV, KHNYCHENKO &

POLEVSHCHIKOV, 2001)

Cl< ,~_-SOzH H
N
N W ~"s0H
Taurina cloramina n=15 - TAU 15
n=60 - TAU 60

(5) (6)

Figura 4 - Andlogos da taurina com atividade anti-inflamatoria (taurina cloramina, estrutura

5) e no sistema imune (TAU 15 e TAU 60, estrutura 6)

3.1.4) Efeito anti-envelhecimento

A concentragdo de taurina no bago, olhos, rins, cerebelo e no sangue diminui com a idade.
A suplementagdo com taurina parece corrigir este declinio em animais experimentais. Fora isso,
diversas doengas neurodegenerativas podem ser causadas por espécies reativas de oxigénio
(EROs), sob as quais a taurina possui propriedades neutralizantes. Problemas de idade avancada
também resultam da disponibilidade de glutationa, com a qual a taurina compartilha 0 mesmo
precursor, a cisteina, possuindo portanto propriedades similares (GUPTA, WIN & BITTNER,
2005). Neste sentido, ¢ de grande utilidade o desenvolvimento de formulagdes cosméticas

contendo analogos de taurina.
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3.1.5) Reducdo do colesterol:

Foi demonstrado que em pacientes que recebem suplementagdo de taurina ocorre um
menor aumento nos nives de LDL e colesterol séricos quando eles sdo submetidos a uma dieta
rica em gorduras, sendo que hd um maior aumento nesses niveis em pacientes sem essa

suplementagdo (MIZUSHIMA et al, 1996).

3.1.6) Leite materno:

E fundamental a presenca de taurina no leite materno, pois, conforme dito antes, este
aminoacido promove neurodesenvolvimento durante o periodo neonatal. Como citado
anteriormente, um estudo indicou a presenca de enzimas envolvidas na sintese de taurina, a
partir do aminoacido cisteina, nas glandulas mamarias de ratas em periodo de gravidez e lactacao

(UEKI & STIPANUK, 2007, WANG et al. 2004, WHARTON, et al. 2004).

3.1.7) Retina

A taurina parece ser um elemento importante na retina de diversas espécies, tais como
gatos, ratos e macacos (LOMBARDINI, 1991). A a¢do da taurina na retina parece envolver, de
acordo com Lombardini (1991), trés mecanismos: protecdo do fotorreceptor, pelo efeito de
blindagem sob os segmentos de haste exterior expostos a luz e substincias quimicas; regula¢ao
do transporte de Ca'?, pelos seus efeitos modulatorios na presenca ou nio de ATP; e regulagio da
transducdo de sinal, por seu efeito inibitorio na fosforilagdo de proteinas . Estudo conduzido por
Lombardini & Props (1997) comparou diversos anidlogos da taurina com base em seu efeito
inibitorio sob essa fosforilacdo (tabela 1, estruturas 7-16). Foi concluido que a distancia entre os
atomos de nitrogénio e enxofre foi importante para a atividade inibitoria, que um nitrogénio

dentro ou diretamente ligado a um anel insaturado provocava uma diminui¢do da atividade, e que
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se ambos os atomos estivessem dentro do anel o anidlogo em questdo ndo possuia atividade.
Conforme pode-se observar na tabela 1, os derivados acidos trans-2-aminociclopentassulfonico
(TAPS, estrutura 15) e 1,2,3,4-tetrahidroquinolina-8-sulfonico (THQS, estrutura 10) foram os
que possuiram melhor atividade, de acordo com suas concentracdes correspondentes a 50% na

inibicdo da fosforilacao de proteinas especificas (ICs).
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Estrutura Nome Atividade (ICso em
mmol)

®) H,N™ > SO,H Acido 43,6
aminometanosulfonico
(AMS)

Acido 1,2,3,4-
tetrahidroquinolina-8-
sulfonico (THQS)

Acido piperidina-3-
sulfonico
(PiP)

NH, Aminotetrahidrotiopeno- 20,5
[ 1,1-dioxido (ATS),

(14) ©2

Acido 2- 40,5
aminobenzenossulfonico
NH, (ABS)
(1 6) SO3zH

QI

.....

retina de ratos (modificado de LOMBARDINI & PROPS, 1997)
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3.1.8) Acidos nucléicos

E comum a utilizagio de substancias contendo enxofre para a protegio de DNA e RNA
contra agentes alquilantes e radiagdo, gracas a uma interacdo coma base nitrogenada guanosina.
A taurina, também possuindo um atomo de enxofre em sua estrutura na forma de acido sulfonico,
possui atividade radio-protetora e anti-mutagénica (LAIDLAW et al., 1989; CUNNINGHAM et
al., 1998)

Foi demonstrado que ¢ necessaria uma modificagdo pos-transcricional no RNA
transportador (RNAt) mitocondrial, na posi¢ao correspondente ao primeiro anti-codon (posicao
wobble) para que esse RNAt proporcione uma ligacdo correta cddon-anticbdon. Assim foi
descoberto que essa modificacdo corresponde a incorporagdo de uma molécula de taurina na
uracila localizada na posicao wobble, sendo que a taurina, uma vez capturada no citosol por seu
transportador, gracas a uma diferenga de concentracao, ¢ captada na mitocondria por acdo de uma
outra enzima (putative mt. taurine transporter), ¢ entdo, dentro da mitocondria, ocorre a
incorporagdo da taurina na uracila do RNAt por acdo de uma enzima denominada taurina
transferase (SUZUKI et al, 2002).

Um importante analogo da taurina com atividade anti-cancer ¢ a tauromustina (figura 5,
estrutura 17). Um estudo de fase II conduzido por Gregor et al. (1992) demonstrou que este
composto provocou uma melhora de pacientes acometidos por astrocitoma anaplastico ou
glioblastoma que haviam apresentado quadro de recaida apos cirurgia e radioterapia. Sendo uma
nitrosureia, a tauromustina também apresenta efeitos adversos como trombocitopenia, apesar de

ser menos toxica que outros farmacos de sua classe.
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Figura 5 - Estrutura da tauromustina

3.1.9) Cardiovascular

Hé4 uma grande quantidade de taurina no coragdo de mamiferos, captada do sangue por
um sistema sodio-dependente (GUPTA, WIN E BITTNER, 2005). Foi comprovada sua acdo na
prevencao de arritmias cardiacas, como contracdes atriais € ventriculares prematuras. Esse efeito
¢ devido ao fato de a taurina regular os niveis de sddio, célcio e potdssio no sangue e nos tecidos,
além de amortecer a atividade simpatica do sistema nervoso e portanto a liberagao de epinefrina,
0 que também estd associado a um efeito anti-hipertensivo (EBY & HALCOMB, 2006). A
taurina também possui efeito inotropico positivo em baixas concentragdes de ions calcio
(FRANCONTI et al., 1986)

Experimento realizado por Franconi et al. (1986) em porcos da Guinea demonstrou que os
andlogos 4cido L-cistéico e acido 2-aminobenzenossulfonico (figura 6, estruturas 18 e 19)
mimetizam as agdes cardiacas da taurina. Este mesmo estudo estabelece que a distancia entre os
grupamentos amino e sulfonico sdo essenciais para a atividade e que a substituicdo do grupo

sulfonico por outra fungdo acidica provoca uma diminuigdo da atividade.
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Acido L-cistéico Acido 2-aminobenzenossulfénico
(18) (19)

Figura 6 - Andlogos da taurina com atividade cardiaca (FRANCONI et al., 1986)

3.1.10) Apoptose:

Foi demonstrada a capacidade de a taurina inibir a apoptose de células polimorfonucleares
(PMNs) induzida por arsenito de soédio, um potencial agente apoptotico. Isso se deve
provavelmente a capacidade anti-oxidante da taurina, que forma complexos com espécies
cloradas, ja citadas anteriormente, impedindo sua a¢ao que pode causar apoptose (WATSON, et
al. 1996). Um estudo mais recente revelou que a taurina inibe a apoptose provocada pelo
tratamento com a citocina IL-2, muito usado para o melanoma metastatico e cancer renal. Seu
problema ¢ que a ativagdo de células T por meio de IL-2 na auséncia de estimulo antigénico faz
com que o sistema imunologico reduza as respostas imunes efetoras, em uma tentativa de evitar a
auto-imunidade em uma situacao saudavel. Entdo a taurina promove uma redu¢do do fator de
transcricdo do ligante de Fas (FasL), envolvido na auto estimulagdo celular que induz a apoptose

(MAHER, et al. 2005).

3.1.11) Efeito ergogénico

Um estudo mostrou o efeito da taurina na protecdo do estresse oxidativo gerado pelo
exercicio fisico. Como resultado, foi observado que a taurina atenuou os danos no DNA

induzidos pelo exercicio, devido a seus efeitos citoprotetores, melhorando a capacidade
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ergogénica de individuos que receberam suplementacdo de taurina, além de atuar no aumento do

volume de oxigénio (VO2) maximo. (ZHANG, et al. 2004).

3.1.12) Termorregulacio

Os efeitos da taurina na temperatura corporal, ocasionados por sua interagdo com o
sistema serotoninérgico central, resultam de uma perda de calor aumentada por diminui¢do no
tonus vasomotor periférico e diminuicdo da temperatura fisioldgica do organismo. Alguns
analogos da taurina foram testados para descobrir se a agcdo na termorregulacdo se da via
receptores GABAérgicos ou se had outros receptores envolvidos nesta atividade. Foram testados
os isdmeros cis e trans do acido 2-aminociclohexanosulfonico (figura 7, estruturas 20 e 21) ,
sendo que apenas o primeiro apresentou agdo termorregulatéria, mas interagindo com um
receptor putativo de taurina. Esta diferenca de atividade pode ser explicada pela distancia entre os
atomos de nitrogénio e enxofre dentro de suas moléculas (GUPTA, WIN & BITTNER, 2005).
Um outro estudo demonstrou que um analogo antagonista da taurina, o 6-aminometil-3-metil-4H-
1,2,4-benzotiadiazina-1,1-di6xido (TAG), ocasionou um aumento na temperatura fisioldégica de
coelhos, demonstrando mais uma vez que a acdo destas substancias na temperatura corporal se da
por interacdo com receptores proprios de taurina (OJA & SARANSAARI, 2007). A proéxima
secdo deste trabalho ira descrever com maiores detalhes as caracteristicas deste tipo de receptor.

+
O O
SOy '

“SOg”
(20) (21)

Figura 7 - Acidos trans- e cis- 2-aminociclohexanosulfonico (TAHS e CAHS)
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3.1.13) Receptores putativos e antagonistas da taurina

Em espécies de animais inferiores e durante o desenvolvimento, t€ém sido um desafio
determinar se todas as agdes exercidas pela taurina sdo mediadas apenas por receptores de GABA
e glicina, conforme ja citado anteriormente, ou se existem receptores no organismo unicos para
este aminoacido (OJA & SARANSAARI, 2007). Kontro & Oja (1983, apud OJA &
SARANSAARI, 2007, p. 8) foram os primeiros a detectar a ligagdo de taurina em membranas
sinapticas, apos submeté-las a ciclos de gelo e desgelo e realizar uma extragdo com detergentes.
Conforme citado anteriormente, receptores especificos para taurina podem sofrer competi¢ao por
agentes como o CAHS e o TAG. Tentativas de desenvolver derivados do TAG com melhor
atividade antagonista foram feitas, modificando sua estrutura, porém resultando em analogos com

atividade inferior (figura 8, estrutura 22) (GUPTA, WIN & BITTNER, 2005)

O,
NS 1) R=NHz; R1 = H
B 2) R = NHNHz; R: = H
3) R=CHzNHz; Ri=H
RN R1 4) R = CHs; R1 = CH2NH:
(22)

Figura 8 - Tentativas de modificacdo na estrutura do TAG (modificado de Gupta, Win e
Bittner, 2005, p. 2023)

3.1.14) Promocao da formacdo de sais biliares

A taurina ¢ o principal aminodcido que se conjuga com derivados do colesterol para
formar os sais biliares, uteis na solubilizacdo e emulsificagdo de gordura para melhorar sua
digestibilidade. O sal derivado de taurina formado chama-se taurocolato. O colesterol ¢ extraido
na forma de acido taurocolico, sendo que a taxa desta extra¢do depende da disponibilidade de

taurina. Agentes que aumentam esta disponibilidade podem ser utilizados para melhorar a
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extracdo de colesterol. Temos entdo o acido ursodeoxicolico (UDCA), que conjugado com a
taurina forma o TUDCA, e seu anadlogo o CUDCA (figura 9, estruturas 23 e 24), que possui um
anel ciclopropil resistente a degradagdo por bactérias intestinais (GUPTA, WIN E BITTNER,

2005, p. 2033)

0 N/\/SO3H

HO™ OH
TCUDCA

HO" OH
TUDCA

(23) (24)
Figura 9 - Derivados da taurina que atuam como sais biliares

3.1.15) Efeito anti-alcool

O efeito anti-alcool exercido pela taurina se da pela interagdo com receptores GABA e
glicina, e com canais i0nicos de calcio. Assim, a administra¢ao aguda de taurina reduz o consumo
voluntario de etanol por ratos. A taurina também influencia a atividade locomotora em ratos:
baixas doses de taurina sdo inibitdrias na atividade motora aumentada por uma baixa
concentragcdo plasmatica de alcool, enquanto altas doses de taurina sdo excitatorias sob este
efeito. Os efeitos sedativos causados por altas doses de alcool sdo estimulados pela taurina
administrada intracerebroventricularmente, e inibidos pela taurina aplicada intraperitonealmente e
em altas doses. Fora isso, a taurina possui papel importante na retirada do 4lcool. A
hiperexcitabilidade neuronal causada pela retirada do 4lcool pode gerar convulsdes, que sdo

suprimidas pela atividade anticonvulsivante da taurina (ARAGON, TRUDEAU & AMIT, 1992)
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Dois analogos da taurina, a homotaurina e o acamprosato (figura 10, estruturas 25 e 26),
possuem agdo no tratamento do alcoolismo. Um estudo demonstrou que ambos os compostos
reduzem a auto-administragdo de dalcool por ratos. Isso porque estes compostos atuam na
diminui¢do da liberagdo mesolimbica de dopamina no nicleo acumbens, que ¢ estimulada pelo
alcool e produz sensagdo de saciedade. A homotaurina ¢ um agonista de receptores GABAA, que
exerce um controle inibitorio sob a liberagdo de dopamina mesolimbica no nicleo acumbens. Ja o
acamprosato € um antagonista de receptores GABAB. Entretanto, ¢ a estimulacdo deste receptor
que tem efeito inibitorio sob a liberagdo de dopamina mesolimbica, e ndo o antagonismo. Ou
seja, 0 acamprosato causa diminuicao na liberacdo de dopamina no nicleo acumbens por meio de
outro mecanismo, que parece ser a atuagao em receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) ou em

canais de calcio voltagem dependente (OLIVE et al., 2002).

Ca
H
HsC -

3 \(ITI,N\/\/SOg HN _~_ SOzH

o 2
Homotaurina
Acamprosato
(25) (26)

Figura 10 - Estruturas do acamprosato e homotaurina

3.1.16) Efeito antidiabetes

No diabetes, a alta concentragdo extracelular de glicose provoca um desequilibrio
osmotico e ocasiona a formacao de sorbitol intracelular, envolvido nas futuras complica¢des da
doenca e disfungdes celulares. Esse aumento intracelular de sorbitol pode provocar uma deplegao

de osmoélitos como a taurina (HANSEN, 2001). A taurina est4 envolvida na prote¢ao da producao
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de insulina, sendo que ambas agem em simbiose na geracdo de efeitos hipoglicEémicos. Sua
suplementagdo possui efeito benéfico em pacientes com diabetes tipo 2 (GUPTA, WIN &
BITTNER, 2005).

Existem diversas formula¢des anti-diabetes contendo taurina. Podem ser encontrados
também compostos de taurina contendo somatostatina, os quais aumentam a excre¢ao de insulina
basal. Como uma abordagem futura, seria interessante preparar derivados de sulfonilureia

contendo taurina (GUPTA, WIN & BITTNER, 2005)

3.1.17) Atividade antimicrobiana

Diversos compostos derivados da taurina apresentam atividade anti-microbiana. Dentre
estes compostos, destaca-se a taurolidina (esquema 2, estrutura 27) que apresenta amplo espectro
antibacteriano de acdo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, micobactérias e fungos
clinicamente importantes. A taurolidina ¢ instdvel em meio aquoso, quebrando em outras
moléculas que conferem a atividade biologica deste composto. Estas moléculas foram
caracterizadas por um estudo conduzido por Caruso et al. (2010), e podem ser visualizadas no
esquema 2. Elas inibem a propriedade adesiva de Escherichia coli e Staphylococcus aureus em
cé¢lulas humanas como as epiteliais e os fibroblastos. Outro estudo mostrou que a taurolidina
reduziu a incidéncia de infecgdes sanguineas associadas a cateter causadas por Staphylococci

coagulase-negativos (SIMON et al., 2008)
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Esquema 2 - Hidrolise da taurolidina formando moléculas com atividade antibacetiana
(modificado de Caruso et al., 2010, p. 2)

3.2) Sinteses descritas na literatura de derivados da taurina

Nesta etapa da se¢do de revisao deste trabalho serd feito um compilado a respeito de
sintese de derivados da taurina descritas na literatura. Como sera observado, sdo utilizadas
diferentes estratégias para sintetizar estes compostos, sendo alguma delas de carater mais

classico, e outras trazendo uma maior inovacao.

3.2.1) Sintese da N-pivaloil taurina

Este composto foi sintetizado em estudo realizado por Salimaki et al. (2003), cujo
objetivo era comparar sua atividade com a da taurina na elevacdo dos niveis extracelulares
estriatais de dopamina, e a capacidade de causar hipotermia em ratos. O método sintético
utilizado foi o de Schotten-Baumann, no qual um cloreto de acila reage com uma amina na
presenca de uma base formando uma amida (mais detalhes sobre este método serdo citados na

parte de sintese de amidas graxas). Neste caso, o autor reagiu taurina com cloreto de pivaloila
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(esquema 3, estruturas 28 e 29, respectivamente), em solu¢do 10% de hidroxido de sodio. O
produto final (estrutura 30) foi purificado por recristalizacdo com solugdo etanol/dietiléter.

o o
SO by _é_&_H/\/sosH

(28) (29) (30)

Esquema 3 - Reacdo de sintese da N-pivaloiltaurina

3.2.2) Sintese da y-L-glutamiltaurina

Uma revisdao também realizada por Bittner, Win e Gupta (2005) reuniu diversas
estratégias de sintese descritas na literatura para se chegar a y-L-glutamiltaurina. Este composto
possui atividade anticonflito (termo relacionado a indecisdao) e também inibe a ativagdo em
excesso da neurotransmissdo excitatoria. Todos os métodos descritos nesta revisdo foram

reunidos em um esquema (ver anexo A).

No primeiro método (rota 1 no esquema), a y-L-glutamiltaurina ¢ obtida a partir de uma
substancia chamada Z-Glu-Obz, um composto com grupos protetores que reage com cistamina
ou taurina formando um intermediario que sofre oxidag¢do, formando o produto. Este método,
conhecido por método do anidrido misto, ja havia sido patenteado por Feuer et al. (1977), cuja
sintese ¢ indicada pela rota 2. A técnica do anidrido misto tem sua utilizagao descrita na literatura
para a sintese de peptideos, onde ocorre a reagdo de um grupo amino protegido ou de um
peptideo acido com cloroformato alquilico na presenca de uma base tercidria, gerando um acido
carboxilico misto com anidrido de acido carbonico. O anidrido reage entdo com uma amina
nucleoéfila, produzindo o peptideo protegido (CHEN et al., 1987).

Outros métodos envolveram: reagcdo de um derivado succinimidico com taurina (rota 3);

reacdo de uma ftaloila de anidrido glutamico com taurina (rota 4); reagdo de um derivado da
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taurina que apresentava um halogénio no lugar do grupo sulfonico com o Z-Glu-Obz seguido de
substituicdo com sulfato de sodio (rota 5); e a partir de a-benzil-y-L-glutamiltaurina, numa

sintese semelhante ao primeiro método (rota 6).

3.2.3) Sintese da taltrimida e seus derivados ftalimidicos

Esta estratégia de sintese mostra-se util para os derivados ftalimidicos da taurina com
atividade anticonvulsivante, ja citados anteriormente. Assim, o trabalho de Usifoh et al. (2001)
mostra a sintese de variados derivados desta classe, com o objetivo de comparar suas atividades
baseando-se no tamanho da cadeia carbonica dos aminoacidos utilizados na sintese, dentre os
quais taurina também estava presente. Esta estratégia, representada no esquema 4, envolveu
reagir taurina (31) com o anidrido de acido ftalico (32), na presenca do sal potéssico do acido
acético (33). Reagiu-se entdo o intermedidrio formado com cloreto de tionila (34), formando um
derivado ftalimidico de taurina com um cloreto ligado ao grupo sulfonico (35), sendo que este
pode ser substituido com versatilidade. Deste modo, reagiu-se este derivado com diferentes
aminas, formando a taltrimida (36¢ no esquema) e outros diferentes produtos, de acordo com a

substituicao em R.
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(31)
SO3H O
HNT 203 (34)
0O — 3 N S0K soc,
—>
H;C—COOK
o)
(32) (33)
o) o)
\-S0Cl HAN-R ©f<‘<N/\/SOZNHR
—>
0 o (36)
(35) R:
a)H
b) C,Hs
C) CH(CH3)2
d) CH,CgHe

Esquema 4 - Sintese da taltrimida e outros derivados ftalimidicos da taurina (modificado de
USIFOH et al., 2001, p. 324)

Vale relembrar que este estudo reuniu a reagdo do anidrido do acido ftalico com outros
aminoacidos. Porém, tais reagdes nao estdo relacionadas com o escopo deste trabalho, e portanto

ndo serdao detalhadas.

3.2.4) Método flexivel para sintese de derivados substituidos da taurina

Um estudo conduzido por Chen, Jia e Xu (2009) apresenta um modo répido e eficiente de
se sintetizar taurina e uma diversa gama de seus derivados substituidos. Este método,
representado no esquema 5 , envolve a reacdo de amino alcoois, com substitui¢cdo na posi¢do 4
37a-h e dissulfeto de carbono na presenca de hidroxido de potassio (método A), gerando

tiazolidina-2-tionas substituidas na posigao 4.
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Método A:
H Cs; KOHaq
R \L/\OH — > HN” S
R, 100°C _/
.
(37)a-h 1(3 8)a-h

a: R=R1=H; b:R=H, R1=Me c: R=H, R1= Bn; d: R=H, R1=iPr; e: R=H, R1 = iBu, f: R=H, R1=Ph; g: R=R1=Bn, h: R,
Rl:(CH2)3

Esquema 5 - Sintese de tiazolidina-2-tionas para obtengdo de derivados substituidos da taurina
pelo método A (modificado de CHEN, JIA E XU, 2009, p. 5842)

Porém, por este método, os amino alcoois 4,4-dissubstituidos (37 i-k) e 5-substituidos (I-
m) apresentaram impedimento estérico, comprovado por um baixo rendimento. Assim, para estes
amino alcoois, foi necessario ativar o grupamento hidroxila com acido clorossulfonico ou acido

sulfurico, o que melhorou a obtencdo de suas respectivas tiazolidina-2-tionas (método B,

esquema 6).
Método B: S
+
HZNWOH H,SO, H3N>@OSO3' CS,, KOHaq HNJkS
—>
R R EEEEEE—
o 130°C Ri R 80°C Ry
R2
37i-k
38i-k
i R1 = R2 = Me; j: R1=Me, R2 = BnCH,; k: R1, R2 = (CH,)6
Rs R S
3
HoN \/\0H H,SO, H3K|\/\0803_ CS,, KOHaq HNJ\ S
—> >
130°C 80°C /\R
3
37l-m
38l-m

I: R3=Me; m: R3=nBu

Esquema 6 - Sintese de tiazolidina-2-tionas para obtenc¢do de derivados substituidos da taurina
pelo método B (modificado de CHEN, JIA E XU, 2009, p. 5842)

Outro método de se obter tiazolidinas-2-tionas foi a reacao entre aziridinas e dissulfeto de

carbono. Neste método, (S)-2-alquilaziridinas 39 b-e opticamente ativas reagem com dissulfeto
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de carbono para formar (S)-4-alquiltiazolidinas-2-tionas 38b-e. Diferentemente, (S)-2-
fenilaziridina 39f gerou uma mistura racémica de (S)-3-feniltiazolidina-2-tiona (38f) e (R)-5-
feniltiazolidina-2-tiona (38f°) em uma propor¢cdo de 1:4, nas mesmas condi¢cdes. Este ¢

representado como método C no esquema 7 .

Método C: s
<’,\'H €S2 HNJ\S
R; — > _/
Ry
39b-e 38b-e

b: R1=Me;c:R1=Bn;d: R1=iPr;e: R1=iBu

S S
NH CS, )J\
Ph" <’ — y HN S HNJ\S
\/ /
39f Ph\\ ;Ph
38f 38f
18% 72%

Esquema 7 - Sintese de tiazolidina-2-tionas para obtengdo de derivados substituidos da taurina
pelo método C (modificado de CHEN, JIA E XU, 2009, p. 5842)

Esta metodologia também incorporou amino alcoois ciclicos (37n-0), que foram ativados
com 4cido sulfirico e reagidos com dissulfeto de carbono e hidroxido de potdssio, gerando

tiazolidinas-2-tionas biciclicas (38n-p), esquema 8.



0SO05"

OH
_HaSO;
K 130°C
n NH2 n N H3

trans-(*) trans-¢+)
37n-0
CS,/KOH (aq)
80°C
cis- (+
38n-0

39n-0

CS,/KOH (aq)
80°C

S
S
H

trans-()
38p

38

Esquema 8 - Obtencdo de tiazolidinas-2-tionas biciclicas partindo de amino dlcoois ciclicos

(modificado de CHEN, JIA E XU, 2009, p. 5844).

O passo seguinte envolvento todas as tiazolidina-2-tionas obtidas nestes métodos

(esquema 9, figura 40) foi a oxidacdao destas com acido peroxiférmico (estrutura 41), gerando

taurina (estrutura 42) e derivados substituidos da taurina. Este acido peroxiférmico foi preparado

reagindo 4acido formico (88%) com solug¢do de perdxido de hidrogénio (30%). Esta preparacao foi

melhorada pela mistura de 4cido férmico hidrico (98%) com perdxido de hidrogénio (30%).

S (41)

I H,0, HCO,H
R\N S -
Rl§—<

R2 R3

(40)

R.

R;-__R
! 2S0;H
N
H o R,
(42)

Esquema 9 - Oxidacgdo das tiazolidina-2-tionas gerando taurina e seus derivados substituidos

(modificado de CHEN, JIA E XU, 2009, p. 5844)

Esta metodologia pode ser aplicada para sintetizar os derivados da taurina TAHS E

CAHS, ja apresentados neste trabalho, com atividade termorregulatoria, e o derivado TAPS, que
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apresenta atividade inibitéria sob a fosforilagdo de proteinas na retina, com ja fora citado

também.

3.2.5) Sintese de derivados da taurina pelo método “safety-catch”

Este método diferenciado para a sintese de derivados da taurina envolve a protecdo do
grupamento sulfonico, que ¢ polar e fortemente acido, descrito em estudo elaborado por
Seeberger et al. (2006), relacionado nos esquemas 10 e 11. Primeiramente, ocorre a reducao do
acido 2,2-dimetilsuccinico (43), seguido por uma prote¢do do produto, que ocorre pela siliacao
do grupo hidroxilico menos impedido. Uma vez protegido, este novo composto (45) ¢ reagido
com cloreto de 2-cloroetanosulfonila, gerando um etanossulfonato protegido (esquema 10,

estrutura 46).

Me Me O Me Me
HO HO

NCH — Aom o

(@]

(43) (44)

Me Me Me Me

HO PN _0
OTBDPS g S OTBDPS

(45)
(46)

Esquema 10 - Sintese do 4-(tert-butilsifenilsilanoxi)-2,2-dimetilbutil-etanosulfonato- geragdio
do etanossulfonato protegido (modificado de Seeberger et al., 2006, p. 133)

Apos isso, este produto reage com as aminas secundarias 47a-h, em uma adicdo tipo
Michael, para obter os derivados da taurina 48a-h protegidos (tabela 2). A desprote¢do ocorre

pelo tratamento destes derivados com fluoreto de tetrabutilamdnio, seguido de uma cromatografia
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de troca idnica, obtendo, finalmente, acidos sulfonicos puros (esquema 11 e tabela 2, estruturas

49a-h).
Aminas
secundarias HC  CH
(47)a-h 3 3 TBAF
46) g RyR,N .0
o) NS P NoTEDPS
ge)
(48)
RRAN ,,bdsc CHs HsC. CHs o
12 \/\Si S RleN\/\S/O
4 o) —_— + 2 — >
O O oo
; RiRN A~ -OH

N\
(49)

Esquema 11 - Reacgdo do etanossulfonato protegido (1) com as aminas secunddrias e

desprotecdo para obtencgao de derivados da taurina (modificado de SEEBERGER et al., 2006,
p- 133)

A tabela 2 apresenta os substituintes das aminas secundarias utilizadas na metodologia, ¢

seus respectivos produtos.
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Aminas OTBDPS Produtos ap6s purificagdo por
secundarias R= ECOM troca-ionica

/\ SO4R /\ SO4H
BoctN N~ 773 BocN N~ 703
7\ N
BocN NH

N

47d 48d 49d

H3CO\/\<:/\NH H3COM\<3N/\/SOSR H3CO\/\<:/\N/\/SO3H

CI/\IH 48f \ _~_-SOsR N ~-SOzH
a7t - C
7 49f

47h 48h HO
HO_ HO N _~_SOgH
NH N~ SO.R N
— N 49h HO
HO oo

Tabela 2 - Substituintes das aminas secunddrias utilizadas e respectivos produtos (modificado
de SEEBERGER et al., 2006)
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3.2.6) Sintese das quinoniltaurinas

Uma sintese realizada por Gorohovisky, Temtsi-Krayz & Bittner (2002) teve como
objetivo sintetizar derivados da taurina chamados quinonil taurinas, baseando-se no fato de que
as para-quinonas sao substancias capazes de se ligar a diversas moléculas bioativas, ocasionando
a imobilizagdo de sistemas e geragdo de EROs. Assim, os autores desta sintese esperavam obter
um composto com atividades anti-cancer e anti-malaria.

Diferentes quinonas foram sintetizadas, cada uma contendo uma molécula de taurina
acoplada por seu grupamento amino. As quinonas (51)a e (51)c (esquema 10) foram obtidas por
uma adicdo direta do tipo Michael do B-aminogrupo a respectiva quinona. Primeiramente, foi
sintetizada uma forma reduzida destas quinonas (forma hidroquindnica). Porém, um processo
redox acontece envolvendo um segundo equivalente da quinona inicial, gerando o produto
desejado. Ja a preparacao das quinonas (51)b, (51)d e (51)e foi diferente. Este processo ¢
semelhante a uma substituicdo de halogénios e eliminando &cido cloridrico (HCI) ou acido
bromidrico (HBr). Nestes casos, a hidroquinona nao ¢ formada, portanto ndo ¢ necessario um
segundo equivalente da quinona para participar do processo de redox. Por fim, a quinona (51)f
indica o produto da reacao da taurina com o quinonilisocianato (50)f, uma reacao com diversos

intermediarios.
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o) o] o)
©/S Br
! ' Br
o) o] o)
(50)a (50)b (50)c
o) o) o)
cl NC cl cl
cl NC cl NCO
o) o) o)
(50)d (50)e (50)f
SOsH
H2N/\/ 3
o) o o)
) ) )
o o o H
(51)a G1)b (51)c
o o 0 (7SO
cl NC cl Ni?\
N SOH NC N S03H N~ NH
H H @) )\
o O 0~ °N" o <ou
(51)d (51)e o o503

(51)f

Esquema 12 - Esquema representando a formacdo das quinonil-taurinas 1-6b a partir da

reagdo das quinonas 1-6a com taurina (modificado de Gorohovisky et al., 2002)
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3.3) Derivados graxos da taurina e sintese de amidas graxas

Uma enzima de membrana integral chamada 4cido graxo amida hidrolase (FAAH), ¢
responsavel pela inativagdo de uma grande classe de lipideos sinalizadores denominados acidos
graxos amida, que incluem as N-acil etanolaminas (NAEs) (que interagem com receptores
canabindides), assim como as N-oleil e N- palmitoil amidas (que produzem, respectivamente,
saciedade e efeitos anti-inflamatorios). Foi descoberto mais recentemente que essa enzima
também interage com a N- acil taurina (NAT). Um dos estudos realizados sobre isso visou a
mutacdo da enzima FAAH para que esta possa diferenciar as NAEs da NATSs. Ja o outro estudo
visou caracterizar o sistema FAAH-NAT nos tecidos periféricos, o que ja havia sido realizado no
SNC, onde foram encontradas altas concentragdes de NATs saturados relacionados ao FAAH.
Foram encontradas altas concentragdes desse sistema no figado e rins de camundongos, porém os
NATSs encontravam-se sob forma insaturada, ao contrario do observado no SNC. Foi indicado
também uma alta inativagdo do NAT nos tecidos periféricos pela agdo da FAAH. Além disso, foi
observado que o NAT participa da ativacdo de membros dos canais de calcio de potencial
receptor transiente (TRP). Inclui-se o TRPVI e o TRPV4, ambos expressos nos rins

(SAGHATELIAN, A., et al. 2006).

A figura 11 (estrutura 52) se trata da estrutura de uma das NATs encontradas nos rins e

figado de ratos conforme citado anteriormente:
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20:4 NAT

(52)

Figura 11: Exemplo de N- Acil Taurina encontrada conjugada com FAAH em figado e rins de
ratos. Consiste de uma cadeia carbonica poliinsaturada.

Em se tratando de sintese, uma grande importancia tem sido direcionada a tensoativos
biodegradaveis, principalmente derivados de aminoacidos. Nnanna & Xia (2001) sdo editoras do
volume de uma série, com diversos autores, que trata apenas de surfactantes baseados em
proteinas. Em um capitulo deste volume, ¢ descrita a sintese e propriedades de diversos
surfactantes derivados de aminoacidos. Segundo este, a maioria dos surfactantes de ocorréncia
natural sao baseados em aminodcidos, com uma cadeia de acido graxo ligada ao grupamento
amino. Estes surfactantes aminoacidos possuem aplicabilidade cosmética, farmacéutica, caseira e
alimenticia, podendo ser preparados por metodologias quimicas, enzimdticas, ou quimico-
enzimaticas.

Aminoacidos combinados a lipideos, chamados também de lipoaminoacidos, possuem
uma ampla ocorréncia em diversos organismos. Desde a primeira pesquisa realizada nesta area,
por Bondi (1909, apud NNANNA & XIA, 2001, p. 5), onde é suposto que a necrose de gordura
na célula deve ser atribuida a degradagdo de acil-aminoacidos a aminoacidos e 4cidos graxos.

Deste entdo, aminoacidos graxos de ocorréncia em organismos vivos vém sido amplamente
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estudados. Um exemplo destes, como ja fora citado neste trabalho, ¢ o acido taurocélico, um dos
sais biliares que possuem propriedades emulsionantes sob as gorduras da alimentagdo. Para
estudo de suas propriedades, diversas sinteses sdo desenvolvidas. Como o tema do presente
trabalho também envolve a sintese de um aminoacido graxo, vale destacar aqui as metodologias
sintéticas empregadas na literatura para a produgdo destas substancias. Os paragrafos a segur irdo
tratar deste assunto.

Ainda segundo a obra de Nnanna & Xia (2001), ambos os grupos funcionais dos
aminoacidos, o amino e o carboxilico, podem ser convertidos a surfactantes. Estas possibilidades
de conversdo estdo esquematizadas na figura 12, onde podemos observar que, dependendo do

local de alcilagdo, obtemos um surfactante anidnico (53), catidnico (54 e 55), ou ainda anfotero

(56 ¢ 57).
1.1
CADEIA 0
53)‘ GRAXA m H)\[f
0
. R
CADEIA N
54)‘ GRAXA m/ NH;
R
CADEIA 0 .
55) GRAXA I( NH3
0
+
NHg
CADEIA 0
56) | GRAXA
0
CADEIA ¥ i
57)‘ GRAXA Ir%o
R

Figura 12 - Possibilidades de surfactantes derivados de aminodcidos (modificado de Nnanna
& Xia, 2001)
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Ha diversos métodos para se introduzir uma cadeia de 4cido graxo em um aminoécido.
Dentre estes, destaca-se o0 método Schotten-Baumann, no qual um aminoacido ¢ condensado com
um cloreto de acila graxo na presenca de uma base, como hidroxido de sédio. Estas condigdes
propiciam a existéncia de um grupo amino desprotonado, o que facilitard o ataque nucleofilico
deste na carbonila do cloreto de acila. Este método ¢ ilustrado pelo esquema 13. Amplas sdo as
aplicagdes deste método descritas na literatura. Dentre estas, vale destacar a sintese realizada por
Mohri, Okada e Benet (1998), onde os autores realizam a ligagdo de taurina ao anti-inflamatorio
benoxaprofeno, para avaliar a eliminacdo deste composto conjugado na urina de ratos. Este
método também ¢ citado nos trabalhos de Maugard et al. (1997) e de D"oca (2010). Outro
trabalho onde esta metodologia também ¢ empregada, sendo que este ja foi citado anteriormente,
¢ o realizado por Salimaki et al. (2003), para a sintese da N-pivaloil-taurina. O cloreto de acila
graxo empregado neste método pode ser sintetizado a partir da reagao de um acido graxo com um

cloreto de tionila, tal como realizado por Mohri, Okada e Benet (1997).

o @)
+ SOCI —
R)J\OH 2 R)J\CI
Acido graxo Cloreto Cloreto de
de acila graxo
tionila
o) Base o
HN-R + —
? R)J\CI o )LN,R
Aminoacido  ~ioreto de H
acila graxo Amida graxa

Esquema 13 - Esquema geral do emprego do método de Schotten-Baumann para a sintese de
amidas graxas

Outras metodologias quimicas para a sintese de aminoacidos graxos, ou amidas graxas,

também sdo descritas em alguns estudos. Em um deles, D“oca (2010) reune algumas destas



48

metodologias, tais como pela utilizagdo de carbonildiimidazol (CDI), onde um imidazol ¢
acoplado ao acido graxo antes da reacao deste com uma amina. Esta metodologia ¢ utilizada em
experimento realizado por Jung et al. (2003), onde ha a reacdo de taurina com mesalazina para a
formagdo de um pro-fairmaco que permite a liberagdo de mesalazina no célon, onde possui acao
contra colite ulcerativa. Outro método de ativagdo de acidos graxos descrito no trabalho de
Dfoca (2010) ¢ pela conversdao destes em anidridos, que se d4 na presenca de um agente
desidratante, como dicicloexilcarbodiimida (DCC). Esta mesma autora participou também de
outro trabalho onde ¢ empregado como método para sintese de amidas graxas um processo de
aminolise, onde diferentes acidos graxos sdo primeiramente convertidos a ésteres, e depois
reagem com aminas, na presenca de metoxido de sodio (LOPES et al., 2010).

Uma nova abordagem para a sintese de aminoacidos graxos ou amidas graxas ¢ a
utilizagao de métodos enzimaticos. Um exemplo de emprego deste método ¢ a sintese realizada
por Maugard et al. (1997), onde a taurina ¢ condensada com acido oléico para a sintese de uma
amida graxa surfactante. Nesta sintese, ¢ formado primeiramente o sal sédico da taurina, taurato
de sodio, pela reacao desta com hidroxido de sodio em agua, seguida de liofilizagdo. A seguir, a
reacdo enzimatica ¢ realizada, adicionando lipase a um sistema contendo &cido oléico, taurato de

sddio e hexano como solvente.



Autor Amina Acido carboxilico ou cloreto de Metodologia
(es) acila
Mohri, HZN/\/SO3H 0) Schotten-
Okada e (58) CI4©_<\N Baumann
LTS Taurina
(1997)

(59)

Benoxaprofeno
Salimaki HZN/\/SO3H | G Schotten-
et al. Taurina —$-C-CI Baumann
(2003)

(60)

Cloreto de pivaloila
Jung et HZN/\/SO3H NH, Acoplamento
al. (2003) . COOH com CDI

Taurina
OH

(61)

Mesalazina
Lopes et H2N/\/OH o) Aminolise
al. (2010) (62) . OH

Etanolamina 14

(63)

Acido palmitico
Maugard HoN ~_-SOzNa* Enzimatica
et al. WN OH
1997) (64 .

Taurato de so6dio

(65)
Acido oléico

Tabela 3 - Principais sinteses de amidas graxas e respectivas metodologias

A tabela 3
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relaciona todos os métodos descritos anteriormente, indicando qual foi a

amina utilizada, o acido carboxilico, a metodologia utilizada e o produto formado. Vale destacar

que existem diversas outras metodologias descritas na literatura, porém estas aqui relacionadas

sdo de mais interesse e mais relacionadas ao objetivo deste trabalho.
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4) DESENVOLVIMENTO

Sabe-se que a pele é uma barreira que impede tanto a perda como a absor¢do de agua e
eletrolitos. Esta barreira € constituida por uma combinagao de células corneas hidrofilicas e
material intracelular hidrofobico, formando o estrato cOrneo. As moléculas de um farmaco
destinado a aplicagdo topica podem penetrar na pele por 3 vias: pelo estrato cérneo intacto,
através dos ductos sudoriparos ou pelo foliculo sebaceo. Fatores que interferem na absorcao de
um determinado firmaco ¢ seu gradiente de concentragdo, que constitui a forga motriz, € sua
liberagao do veiculo (pomada, gel), que pode ser determinada por seu coeficiente de partigao.
Portanto, fatores como uma baixa massa molecular, solubilidade adequada em 6leo e agua e
coeficiente de particdo constituem as caracteristicas ideais de absorcao de um farmaco. Fora isso,
ions hidrossoliveis e moléculas polares ndo penetram o estrato corneo intacto. (BRUNTON,
LAZO E PARKER, 2007).

Portanto, a taurina, sendo uma molécula polar, ndo conseguiria transpor o estrato corneo.
Pode-se demonstrar a baixa lipofilicidade da molécula de taurina pela averiguagdo de seu
coeficiente de particao, representado por C log P (log P calculado), que representa a razao entre a
distribuicdo de determinada substancia entre a fase orginica e a fase aquosa de um sistema
formado, por exemplo, de oOleo e 4gua. Valores de log P proximos de zero indicam alta
hidrossolubilidade, ou seja, maior concentracdo da substancia em andlise na fase aquosa,
enquanto valores proximos de 5 indicam alta lipossolubilidade, ou seja, maior concentragdo da
substancia na fase organica. O valor de C log P da taurina ¢ de -1,72 (Chem Draw), o que indica
que esta molécula ¢ muito polar e hidrossoluvel.

E necessario entio fornecer um maior carter lipofilico a molécula de taurina. Uma

solucdo para tal problema ¢ reagir a molécula de taurina com a molécula de 4cido palmitico,
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formada por uma cadeia de 15 carbonos saturados e uma carboxila, sendo portanto altamente
lipofilica. Com essa rea¢do, uma cadeia carbdnica grande seria acoplada a molécula de taurina,
formando um pro-farmaco com um bom carater apolar e lipofilico. A molécula desejada (figura
13, estrutura 66) também seria um bom tensoativo, o que pode ser visualizado em sua estrutura,
J4 que possui uma fracao apolar (formada pela caddeia carbonica) e uma fragcdo polar (taurina).
Isso faz com que esta substancia possa ser utilizada em uma formulagdo cosmética com aplicacao
como principio ativo e adjuvante tensoativo. Um novo log P para essa molécula seria de 4,29
(Chem Draw), o que indica uma melhor lipossolubilidade.
0]

H
(66)

Figura 13 - acido 2-(palmitamido)etanossulfonico

5) MATERIAIS E METODOS

5.1) Materiais de sintese

Taurina (Deg), cloreto de palmitoila (palmitoyl chloride 98% - Aldrich) e trietilamina

(Merck-Schuchardt).

5.2) Métodos de sintese

O método escolhido para sintese foi o de Schotten-Baumann, baseado nos experimentos
descritos anteriormente realizados por Mobhri, Tkada e Benet (1997) e Salimaki et al. (2003).
Porém, ndo serd necessario a sintese prévia de um cloreto de acila pela reacdo de um acido

carboxilico com o cloreto de tionila, uma vez que ja encontra-se disponivel o cloreto de acila a
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ser utilizado. Assim, primeiramente, 30 mL de 4gua foram aquecidos, seguido pela adi¢do de 1,0
g (8,0 mmol) de taurina. Para basificagdo do meio, adicionou-se 1,5 mL (10 mmol) de
trietilamina. Apods observacdo de um potencial hidrogenionico (pH) proximo de 9,0 com o uso de
papel indicador universal, adicionou-se 2,5 mL (8,20 mmol) de cloreto de palmitoila. A reacao
foi deixada sob aquecimento e agitagdo, com a utilizacdo de agitador magnético. Apds alguns
minutos de reagdo, observa-se diminuicdo do pH. Adicionou-se por¢des de 1 mL de trietilamina
para compensar tal diminui¢do e manter o pH basico. A reacdo foi prosseguida por
aproximadamente 15 minutos apds observacao de uma estabilidade no pH. A seguir, a mistura

reacional foi colocada em banho de gelo para a precipitagdo do produto.

5.3) Métodos de purificacao

Para purificagdo, foi realizada uma extragdo, adicionando-se 15 mL de acetato de etila.
Observou-se entao a formagao de um precipitado. Este sistema foi filtrado a vacuo. Ao filtrado,
foi adicionado 1 g de cloreto de sodio (NaCl), realizando-se uma nova filtracao. Repetiu-se a
adicao de 15 mL de acetato de etila ao filtrado, e agitou-se o sistema. Esperou-se entdo a
obtencdo de duas fases (aquosa e organica), e separou-se a fase organica. Foram adicionados
mais 15 mL de acetato de etila na fase aquosa, agitando o sistema e separando novamente a fase
organica. A fase aquosa foi deixada em geladeira para precipitagdo por um dia, e filtrada. O
solido retido no papel de filtro foi lavado com 4gua gelada, e colocado em estufa para secagem,
obtendo-se assim o produto. Ja a fase organica foi evaporada sob pressdo reduzida, obtendo-se

um sélido de coloragdo amarela e aspecto pastoso.
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5.4) Métodos analiticos

5.4.1) Cromatografia em camada delgada (CCD)

Como método de analise para acompanhamento da reagdo e da purificagdo do produto
formado, realizaram-se CCDs, utilizando como fase moével 1 hexano :1 acetona, seguido de
revelacdo com ninidrina. Este método foi aplicado apenas para fins qualitativos, avaliando a
presenga ou nao de grupamentos amina. Na analise por CCD do produto final, este foi dissolvido
em 15 mL de diclorometano, e foram adicionados 15 mL de solu¢do de acido cloridrico 50%.
Este sistema foi deixado sob aquecimento e agitacdo em refluxo por 1 hora. Ao final, foi
realizada a separacdo da fase organica e fase aquosa, e as duas foram analisadas por uma nova

CCD seguida de revelagdo por ninidrina.

5.4.2) Faixa de fusdo

A faixa de fusdo do produto foi determinada em aparelho de ponto de fusdo capilar

modelo SMP3 da Bibby Stuart Scientific.

5.4.3) Espectrofotometria de absorcdo no infravermelho (IV)

-1
Os espectros de absorcdo no IV, na regido de 4.000 a 400 cm , foram obtidos em

pastilhas de KBr no espectrofotometro de infravermelho FTIR-8300 da Shimadzu.

5.4.4) Espectrometria de massa

A andlise por espectrometria de massa foi realizada em aparelho LCQ FLEET —

THERMO SCIENTIFIC, com bomba de infusdo de fluxo 20uL/min, utilizando como eluente
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acetonitrila. A técnica de ionizagdo utilizada foi a de Spray de Elétrons (ESI) negativo, com uma
voltagem de ionizagdo de 5,00 kV. Para a obten¢do dos “ions filhos”, foi utilizado o hélio como

gas de colisdo, e voltagem de 35V.

6) RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1) Consideracoes gerais e mecanismo de reacao

Alguns requisitos devem ser atentidos para que a reagdo aconteca da maneira esperada:

a) A taurina e o cloreto de palmitoila devem ser bem dissolvidos no solvente utilizado;

b) O grupamento amino da taurina deve estar totalmente na forma nao protonada, para
que possua um par de elétrons livres para realizar o ataque na carbonila do cloreto de
palmitoila;

¢) Um bom grupo abandonador deve estar presente na molécula que sofre o ataque do
grupamento amino da taurina

Na metodologia empregada, todos esses pré-requisitos sao atendidos:

a) Utiliza-se agua como solvente, mas a reacdo ¢ realizada sob aquecimento, o que
propicia a dissoluc¢do de todos os reagentes;

b) A reagdo ¢ realizada em meio basico, com um pH acima de 9, sendo que o pK; da
taurina ¢ igual a 8,74, o que garante que seu grupamento amino conterd um par de
elétrons livres para realizar o ataque nucleofilico;

c) Utiliza-se na reag@o o cloreto de palmitoila, que possui um atomo de cloro como um

bom grupo retirante.
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Vale destacar que estas condigdes encontram-se pré-estabelecidas no método de Schoten-
Baumann, empregado nos estudos citados anteriormente.

O esquema 14 ilustra o mecanismo da rea¢do. Neste mecanismo, temos primeiramente um
ataque nucleofilico do par de elétrons livres do grupamento amino da taurina no carbono
carbonilico do cloreto de palmitoila. Isso ocasiona a forma¢do de um intermedidrio, que por
rearranjo intramolecular ira liberar cloreto e formar um pré-protudo com um nitrogénio catidnico.
Finalmente, o par de elétrons livres do nitrogénio da trietilamina ird atacar um proton do pré-
produto, formando como produtos o acido 2-palmitamidoetanossulfonico e o sal de trietilamina

conjugada com um anion cloreto que havia sido liberado, o cloreto de trietilamonio.
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Esquema 14 - Mecanismo de reagdo e formagdo do dcido 2-palmitamidoetanossulfonico
(palmitato de taurina)

O cloreto de palmitoila em meio aquoso sofre hidrolise formando o 4cido palmitico, sendo

este uma impureza na reacao, além do cloreto de trietilamonio (esquema 15).

Cloreto de palmitoila Acido palmitico

Esquema 15 - Mecanismo de hidrdlise do cloreto de palmitoila



57

6.2) Observacoes durante o desenvolvimento do experimento e

respectivas discussoes

Conforme fora citado na secdo de metodologia, ¢ observada uma diminui¢do no pH apds a
adicdo de cloreto de palmitoila. Isto pode ser explicado por dois acontecimentos: o fato de o
cloreto de palmitoila sofrer hidrolise, de acordo com o esquema 15, liberando acido palmitico e
acido cloridrico, que diminuem o pH; e o proprio ataque nucleofilico do grupamento amino da
taurina no carbono carbonilico do cloreto de palmitoila, ocasionando a liberagdo de um ion
cloreto (esquema 14), que em meio aquoso forma HCI, também diminuindo o pH. Se o pH
estiver acido, a taurina vai estar com seu grupamento amino protonado e formara um sal com o
cloreto liberado, sendo que o ataque no carbono carbonilico do cloreto de palmitoila nao
acontecera. Assim, a adi¢do de por¢des de 1 mL de trietilamina ird garantir a manutengdo de um
pH basico.

A obtencdo de um pH basico constante pode indicar que a reagdo ja ocorreu por dois
motivos: ndo hd mais liberacdo de cloreto proveniente do ataque nucleofilico do grupamento
amino da taurina no carbono carbonilico do cloreto de palmitoila; ¢ ndo ha mais cloreto de
palmitoila disponivel para sofrer hidrolise e gerar acido palmitico e acido cloridrico.

Uma vez terminada a reagdo, observa-se uma mistura reacional com aspecto opaco
branco. Isto ¢ caracterizado pela presengca de um tensoativo no meio reacional, que
provavelmente ¢ o produto formado. A mistura reacional ¢ colocada entdo em banho de gelo,
para propiciar a precipitacdo do produto, que até entdo encontrava-se parcialmente dissolvido no
meio aquoso aquecido. Com isso, 0 meio reacional turva-se ainda mais, com um aumento de sua

viscosidade. Isso porque a baixa temperatura deve ter provocado a precipitacdo ndo s6 do
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produto, mas também do cloreto de trietilaménio e do 4cido palmitico, cujas formagdes foram
explicadas anteriormente.

A seguir, como uma primeira etapa de purificacdo do produto, adiciona-se acetato de
etila, justamente para extrair o 4cido palmitico presente na mistura reacional. Porém, esta adigcao
também ocasiona uma maior precipitagdo, que pode ser do cloreto de trietilamonio, insolivel em
acetato de etila. Este sistema ¢é entdo filtrado, retirando assim o excesso de cloreto de
trietilamonio. Forma-se entdo um sistema composto por apenas uma fase, apesar de termos ao
mesmo tempo um ambiente aquoso (composto por agua) € organico (composto por acetato de
etila). Isso caracteriza uma emulsdo, cujo agente tensoativo € o proprio produto. Para quebrar a
emulsdo, adiciona-se NaCl , que promove um aumento na densidade de fase aquosa, o que
facilita sua separagdo como fase inferior. Observa-se também que hd maior formagao de
precipitado com a adigdo de NaCl. Isso pode ser explicado pelo fato de esta adigdo aumentar a
disponibilidade de anions cloreto, proporcionando a formacao do sal de cloreto de trietilamonio
ja descrita. Realiza-se entdo uma nova filtracao, e a extracdo com acetato de etila ¢ realizada mais
duas vezes para retirar bem possivel acido palmitico que possa existir como impureza.

Ao final, de forma resumida, temos:

e purificacdo de excesso de sal de cloreto de trietilamonio, pela primeira filtragao,

pela adicao de NaCl e pela segunda filtragao;

e separacdo de acido palmitico na fase organica

Portanto, teoricamente tem-se o produto final puro na fase aquosa. Assim deixa-se esta
em geladeira para maior cristalizagdo. Apds filtragao, deve-se lavar o solido formado no papel de
filtro com agua gelada, para garantir a eliminacdo de sais aminicos (como os cloretos de

trietilamonio e taurina). O produto lavado ¢ colocado em estufa para secagem. O rendimento
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obtido foi muito baixo, de 16,8%, o que ¢ explicado pelo fato de parte do produto também estar
presente nos cristalizados eliminados por filtragao.
A titulo de observagdo, realizou-se também uma rotaevaporacdo da fase organica, para

analisar o produto formado e se o mesmo seria acido palmitico, conforme seria esperado.

6.3) Resultados dos procedimentos analiticos

6.3.1) Cromatografia em camada delgada (CCD)

Durante o desenvolvimento da reagdo e purificagdo foram realizadas 2 CCDs, sob as
condicdes ja descritas (fase movel de 1 acetona:1 hexano e revelagdo com ninidrina)

e (CCD 1: Realizada ap6s o término da reacdo, utilizando como padrao taurina e eluindo
junto com a mistura reacional. A mancha da taurina apresentou Rf = 0, enquanto a
mistura reacional apresentou Rf = 0,4. A visualizacdo destas manchas s6 foi possivel a
partir da revelacdo com ninidrina, que ¢ um reagente utilizado para identificacdo de
grupamentos amina. Portanto, verificamos que hé sais de amina na mistura reacional,

possivelmente o cloreto de trietilamonio, como ja fora descrito.

e (CCD 2: Realizada com o produto final. Nao foram observadas manchas apos revelagao
com ninidrina, o que ¢ um bom sinal, j4 que o produto final ndo apresenta grupamentos

amina, e estes indicam presenga de impureza como sais de amina

Porém, € necessario realizar um teste apds a CCD 2 para confirmar que a auséncia de
grupamentos amino realmente indica a formagao do produto. Como o produto ¢ uma amida, uma
reagdo de hidrodlise desta quebraria a ligacdo amidica, formando uma amina, sendo que esta pode

ser caracterizada pela revelagdo com ninidrina. Assim, aplicou-se o procedimento descrito
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anteriormente. Observou-se, ao final da reagdo, a formacdo de uma fase organica e uma aquosa.
Teoricamente, teremos a migracdo da amina formada (taurina) para a fase aquosa. Realizou-se
entdo uma nova CCD, porém sem eluir, apenas aplicando as fases orgénica e aquosa e revelando
com ninidrina. Isso bastou para observar a presenga de uma mancha no local de aplicacdo da fase

aquosa, o que indica a presenga de taurina e que, portanto, o produto foi formado.

6.3.2) Faixa de fusdo

O produto apresentou uma faixa de fusdo de 235-240°C. O fato de ser um valor
intermediario entre os pontos de fusdo do 4cido palmitico (63-64°C) e da taurina (305°C) é um

indicador positivo de formacdo do produto.

6.3.3) Espectoscopia de absorcdo no infravermelho (IV)

O produto final foi submetido a andlise por IV, apresentando o seguinte perfil

espectométrico:
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Espectro 1 - Espectofotometria de absorgdo no IV do dcido 2-palmitamidoetanossulfonico

A analise espectroscopica de absor¢ao no infravermelho do produto mostrou sinais de
deformacio axial (v) de C-H de alcanos, com picos em 2918,30 cm™ e 2848,86 cm™. Este tipo de
deformacgao em alcanos ¢ originado pela cadeia graxa presente na molécula. Observa-se também
sinais de v de C=0 (banda de amida I) de amidas secundérias, com picos em 1647,21 ¢ 1635,64
cm’. Também presentes sdo os picos de deformagio angular (6) de N-H e v de C-N (banda de
amida II) em amidas secundarias, com absor¢ao em 1558,48 cm™.

O sub-produto obtido apds rotaevaporacdo da fase orginica também foi submetido a

analise por IV, gerando o seguinte espectro:
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Espectro 2 - Espectro do produto obtido com a rotaevaporagdo da fase organica

Temos como uma diferenga essencial neste espectro um pico de v de C=0O de 4cidos
carboxilicos em 1701,22 cm™. Tal resultado confirma a presenca de 4cido palmitico, do qual
realmente era desejada a separag@o na fase organica. As demais bandas indicadas no espectro 1
sdo observadas neste, sendo que, portanto, o produto também estd contido no solido obtido com a

rotaevaporacdo da fase organica, porém em uma quantidade muito pequena.
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6.3.4) Espectometria de massas (EM)

A partir da andlise realizada foi obtido o seguinte espectro:
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Espectro 3 - Espectro de massas do dcido 2-palmitamidoetanossulfonico

Como previsto, observou-se o pico do ion molecular (M") em m/z igual a 363,27. A

fragmentacdo para obtencdo dos ions filhos resultou na formacdo de fragmentos de massa com

picos em 297,30 (7); 124,12 (7) e em 107,02 (3) m/z.

A figura 14 indica as fragmenta¢cdes moleculares mais facilmente identificadas no

molécula.



64

o 107
WVV\)L ~E“\/SO3H
11N 1
16' H
124

Figura 14 - Fragmentagoes moleculares do dcido 2-palmitamidoetanossulfonico obtidas em
espectrometria de massa

6) CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho teve como principal meta a obtengdo de um pré-farmaco derivado da taurina
pelo acoplamento da molécula desta com uma cadeia carbdonica palmitica, obtendo o acido 2-
palmitamidoetanossulfonico. Porém, durante o desenvolvimento desta tarefa, foi possivel
compilar informagdes bibliograficas sobre a taurina e sobre seus derivados, que permitiram o
desenvolvimento de um método de sintese adequado para esta molécula.

Apesar do baixo rendimento, todos os testes analiticos confirmaram a obtencdo do
produto desejado.

Como uma abordagem futura, ¢ de interesse o desenvolvimento de um melhor método de
purificacdo do produto de modo a aumentar o rendimento. Fora isso, como ja dito anteriormente,
o acido 2-palmitamidoetanossulfonico apresenta propriedades tensoativas, e seria muito
interessante explorar tais propriedades em formulagdes cosméticas, onde teriamos além de um
adjuvante surfactante, uma molécula bioativa como a taurina, com propriedades antioxidantes e

antienvelhecimento.
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ANEXO A - ESQUEMA DE SINTESE DA MOLECULA
DE y-L-GLUTAMILTAURINA
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