| [~2
([~
ne-

®!

WVRTUS IMPAVID
[ . B ]

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
NUCLEO DE PESQUISA EM INOVACAO TERAPEUTICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO TERAPEUTICA

JEANN FABIANN BRANCO JUNIOR

PLANEJAMENTO, SINTESE E AVALIACAO DA ATIVIDADE
IMUNOMODULADORA DE NOVOS DERIVADOS TIAZOLIDINICOS EM
CELULAS MONONUCLEARES DE PACIENTES GOTOSOS

Recife — PE

2017



JEANN FABIANN BRANCO JUNIOR

PLANEJAMENTO, SINTESE E AVALIACAO DA ATIVIDADE
IMUNOMODULADORA DE NOVOS DERIVADOS TIAZOLIDINICOS EM
CELULAS MONONUCLEARES DE PACIENTES GOTOSOS

Orientador: Dr. lvan da Rocha Pitta

Dissertacéo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Inovacgédo Terapéutica
da Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para a obtencéo do
titulo de Mestre em Inovacgdo
Terapéutica.

Area de concentragio: Farmacia

Co-Orientadora: Dra. Marina Galdino da Rocha Pitta

Recife —

2017

PE



Catalogacéao na fonte
Elaine Barroso

CRB 1728

Branco Junior, Jeann Fabiann

Planejamento, sintese e avaliagdo da atividade imunomoduladora de novos
derivados tiazolidinicos em células mononucleares de pacientes gotosos. / Jeann
Fabian Branco Junior - Recife: O Autor, 2017.

164 folhas: il., fig., tab.
Orientador: lvan da Rocha Pitta
Coorientadora: Marina Galdino da Rocha Pitta

Dissertacao (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco.
Centro de Biociéncias. Inovacédo Terapéutica, 2017.

Inclui referéncias e apéndices

1. Gota (doenca) 2. Tiazolidina 3. Testes de toxicidade I. Pitta, lvan
da Rocha (orient.) Il. Pitta, Marina Galdino da Rocha (coorient.) Ill.

Titulo

616.7 CDD (22.ed.) UFPE/CB-2017-624




JEANN FABIANN BRANCO JUNIOR

PLANEJAMENTO, SINTESE E AVALIACAO DA ATIVIDADE
IMUNOMODULADORA DE NOVOS DERIVADOS TIAZOLIDINICOS EM
CELULAS MONONUCLEARES DE PACIENTES GOTOSOS

Dissertacéo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Inovacgédo Terapéutica
da Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para a obtencéo do
titulo de Mestre em Inovacdo
Terapéutica.

Aprovada em: 29/09/2017.

Banca Examinadora

Dra. Marina Galdino da Rocha Pitta
Instituicdo: Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

Assinatura;

Dr. Douglas Carvalho Francisco Viana
Instituicdo: Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

Assinatura;

Prof. Dr. Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo
Instituicdo: Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

Assinatura;

Prof. Dr. Carlos Roberto Weber Sobrinho
Instituicdo: Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

Assinatura:




DEDICATORIA

A0S meus pais, amigos e companheiros de vida, Jeann e Leila Branco, por estarem
sempre ao meu lado em todos os momentos. Sendo eles mais alegres, tristes ou confusos
sei que voceés estardo la. Obrigado.

Aos meus avés Mércia Branco (in memorian), Edileide Siqueira e Getulio
Mendes, por sempre me apoiarem e acreditarem que tudo isso era possivel.

A Maria Cecilia, minha quase irma, néo s6 pelo apoio dentro do LPSF, mas pela
inestimdvel amizade ao longo dos anos que se fez essencial para a realizacdo deste
trabalho.

A Artur Alves, meu amigo-irmao, pelo apoio incondicional e pelos conselhos, 0s
quais eu preciso escutar mais.

A Thuanny Maryna, pela ajuda diaria no laboratério, por todos os momentos de
diverséo e de reconforto, mas principalmente, por aprendermos juntos a valorizar o que
realmente importa.

A Adson Belém por, juntamente com Thuanny Maryna, sempre discordar de mim
e contrubuir para me fazer uma pessoa melhor. Obrigado pelo carinho, amor e paciéncia
envolvidos nessa amizade.

A Kamila Vilar, ndo s6 por me auxiliar nos experimentos e estar sempre disposta
a ajudar, mas por ser essa amiga/parceira que a vida me deu de presente e com a qual o
assunto (seja ele qual for) nunca acaba ao longo do caminho para casa.

A Profa. Dra. Maira Pitta, & Profa. Dra. Michelly Pereira e ao Prof. Dr. Moacyr
Rego, do Laboratério de Imunomodulagdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT),
por toda a ajuda diante das dificuldades por mim enfrentadas ao longo do mestrado.
Agradeco imensamente a mobilizagdo de todos vocés para que tudo transcorresse bem.
Obrigado.

A Profa. Dra. Marcia Bezerra e ao Prof. Dr. Claudio Gabriel, do Laboratdrio de
Biofisica de Membranas e Células Troncos (LBM-CT), por todos 0s ensinamentos no
inicio da graduacdo, que guardo comigo até hoje e me fizeram chegar até aqui. Obrigado

pela orientacdo, amizade e por serem estas pessoas maravilhosas que eu tanto estimo.



AGRADECIMENTOS

Ao meu Orientador Prof. Dr. lvan Pitta, do Laboratorio de Planejamento e Sintese
de Farmacos (LPSF), pela confianca e apoio durante o projeto.

A Dra. Marina Pitta, do Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos
(LPSF), por todas as orientacdes e conhecimento que me foi passado nesses ultimos anos,
além da sua paciéncia extraordinaria.

A Profa. Dra. Maira Pitta, Dr. Moacyr Rego e, em especial, Profa. Dra. Michelly
Pereira, do Laboratério de Imunomodulacéo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT),
por suas contribui¢cdes no desenvolvimento deste projeto e do seu indispensavel apoio na
realizacdo e analise dos testes bioldgicos.

Ao Dr. Thiago Lins, Msc. Kamila Vilar, Msc. Maria Andreza e Eduardo Davi, do
Laboratério de Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT), pela
inestimavel ajuda nos testes bioldgicos, conselhos e, claro, pela amizade criada durante
este periodo.

Ao querido amigo Hernando Filho, Laboratorio de Planejamento e Sintese de
Farmacos (LPSF), pela ajuda, disponibilidade e paciéncia na sintese e caracterizacdo dos
compostos.

A Maria Cecilia, Renatha Danielle, Tacylla Lima e Vanessa Soares pela amizade,
pelo apoio nos experimentos e pelos momentos inesqueciveis que passamos juntos. Sao
voceés que fazem ou colaboraram para fazer do LPSF um local tdo especial.

A Adson Belém, Antbnio Félix, Lucas Sousa, Lucas Tavares e Wanessa Sena por
tornarem o dia-a-dia entediante e estressante das aulas e do laboratério mais alegre e
divertido.

A Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e ao Programa de P6s-Graduagio
em Inovacdo Terapéutica (PPGIT) por juntos contribuirem com o desenvolvimento
técnico e cientifico de Pernambuco

A Comissdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
concessédo de bolsa.

Ao Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia para Inovagdo Farmacéutica
(INCT-IF) pelo auxilio financeiro.

A Paulo Germano pela disponibilidade, dedicacdo, eficiéncia e, ndo menos

importante, bom humor na resolugdo dos nossos problemas diarios na pés-graduacao.



Estrela
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Que nasce desse prazer
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Uma jangada a deriva, a céu aberto
Leva os coracdes despertos
A sonhar com terras livres
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Os astros podem contar
No dia em que me perdi
Foi que aprendi a brilhar

Eu vi, virei estrela!
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RESUMO

Definida como uma artropatia inflamatoria, a gota se desenvolve em cerca de 5% dos
pacientes que apresentam hiperuricemia sustentada, levando a deposigéo dos cristais de
monourato de sédio (MSU) nos tecidos articulares seguido de um processo inflamatério
local. A principal caracteristica da doenca sdo seus ataques agudos de artrite
desencadeados pela inflamacdo, os quais sdo tratados com anti-inflamatérios de uso
bastante limitado devido aos seus efeitos adversos. Por sua vez, o Receptor Ativado por
Proliferador de Peroxissomos-y (PPAR-y) esta relacionado com o controle do processo
inflamatorio nesses pacientes, atuando como modulador negativo, o que contribui para o
desenvolvimento de moléculas agonistas do PPAR-y, como as Tiazolidinas, como
possivel tratamento alternativo dos ataques agudos. Baseado nisso, foram desenvolvidos
13 derivados tiazolidinicos da série 3,5-(dimetilbenzil)-5-benzilideno-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/JB) com potencial anti-inflamat6rio através de 4 etapas reacionais: 1-
Ciclizacdo; 2-N-alquilacdo; 3-Condensacdo de Knoevenagel; 4-Adicdo de Michael. A
etapa de N-alquilacdo teve sua metodologia otimizada, passando de 24h de reacdo em
solvente proético para 2h em solvente aprético, mantendo o rendimento. Tais compostos
tiveram sua toxicidade avaliada em células mononucleares de voluntarios sadios pela
técnica de MTT nas doses de 10 uM e 50uM, os quais nao foram téxicos. Contudo, alguns
deles exibiram baixa solubilidade (LPSF/JB-2, 4, 5 e 7), sendo retirados dos testes
posteriores. Dentre as moléculas restantes, foram selecionadas cinco (LPSF/JB-6, 9, 11,
12 e 13) com maior potencial terapéutico para realizagcdo dos testes de secre¢do das
citocinas IL-1p e IL-6 pela técnica de ELISA. Para isso, foi utilizado sobrenadante de
células mononucleares de pacientes gotosos, recrutados no HC-UFPE, tratadas com
LPSF/JBs nas doses de 25 uM, 50uM e 75 uM e cultivadas por 24h a 37°C e 5% de CO..
Neste contexto, o LPSF/JB-12 (R1=2-Br), que exibe um grupo volumoso na posi¢éo orto,
se mostrou como 0 mais promissor anti-inflamatorio dentre 0os compostos, uma vez que
inibiu consideravelmente IL-1B nas concentracGes de 25 (71,1pg/mL), 50 (62,27pg/mL)
e 75uM (52,86pg/mL) e IL-6 (134,3pg/mL) com 50 uM, podendo ser considerado um

bom candidato a farmaco imunomodudulador.

Palavras-chave: Gota. Imunomodulacdo. Tiazolidina. Inflamacao.



ABSTRACT

Gout is defined as a inflammatory arthropathy and it develops in approximately 5% of
patients who presente sustained hyperuricemia, leading to deposition of monosodium
urate (MSU) cristal in the join tissues and followed by to a local inflammatory process.
The main characteristic of the disease are its acute attacks triggered by inflammation,
which are treated with anti-inflammatories of very limited use due to their adverse effects.
On the other hand, the Peroxisome-Proliferator Proliferator Receptor (PPAR-y) is related
to the control of the inflammatory process in these patients, acting as a negative
modulator, which contributes to the development of PPAR-y agonist molecules, such as
Thiazolidines, as possible alternative treatment of acute attacks. Based on that, were
developed 13 derivatives on the 3,5-(dimethylbenzyl)-thiazolidine-2,4-dione (LPSF/JBS)
series with anti-inflammatory potencial through four reactional steps: 1- Cyclization; 2-
N-alkylation; 3- Knoevenagel’s condensation; 4- Michael addition. The N-alkylation step
had its optimized methodology, going from 24h of reaction in protic solvente to only 2h
in aprotic solvent, mantaining the yield. These compounds had their toxicity evaluated in
mononuclear cells of healthy volunteers by the MTT technique at doses of 10 uM and 50
uM, which were non-toxic. However, some of them exhibited low solubility (LPSF/JB-
2, 4, 5 and 7) and were withdrawn from subsequent tests. Among the remaining
molecules, five (LPSF/JB-6, 9, 11, 12 and 13) with greater therapeutic potencial were
selected to perform IL-1pB e IL-6 cytokines secretion testes with mononucler cells from
gouty patients by ELISA thecnique. For this purpose, mononuclear cells supernatant from
gouty patients, recruited from HC-UFPE, treated with LPSF / JBs at 25 uM, 50 uM and
75 uM, were cultured for 24 h at 37 ° C and 5% CO:.. In this context, LPSF/JB-12 (R1 =
2-Br), which exhibits a voluminous group in the ortho position, was the most promising
anti-inflammatory among the compounds, since it inhibited considerably IL-1f at
concentrations of 25uM (71.1pg / mL), 50 (62.27pg / mL) and 75uM (52.86pg / mL) and
IL-6 (134.3pg / mL) with 50uM, could be considered a good candidate for
immunomodulator drug.

Keywords: Gout. Immunomodulation. Thiazolidine. Inflammation.
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Figura 13 — Espectro de RMN 1H do LPSF/JB-1.
Figura 14 — Espectro de RMN 1C do LPSF/JB-1.

Figura 15 — Espectro de IV do LPSF/JB-1. Deformacéo axial das ligagcbes C=0
do anel Tiazolidinico, 1751 cm-1; Deformacao axial da ligagdo CH2 do anel
Tiazolidinico, 1467 cm-1; Deformacéo angular simétrica de CH3, 1377 cm-1;
Deformacéo axial C-N, 1221 cm-1; Deformacdo angular de CH de aromatico
fora do plano de 852, 789 e 663 cm-1 (anel meta-substituido).

Figura 16 — Espectro de Massas do LPSF/JB-1 obtido através da técnica de
ionizacdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 225 m/z foi referente a Massa
Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto 0s principais picos de
fragmentos foram: 160 m/z (100%), 132 m/z (30%), 119 m/z (48%), 146 m/z
(15%) e 207 m/z (13,5%).

Figura 17 — Cromatograma do LPSF/JB-1 realizado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). A pureza do produto foi de 100%, de acordo com
a area do pico.

Figura 18 — Espectro de RMN 1H do LPSF/JB-2.
Figura 19 — Espectro de RMN 13C do LPSF/JB-2.

Figura 20 — Espetro de IV do LPSF/JB-2. Deformacdo axial de CH de
aromético, 3013 cm-1; Deformacdo axial das ligagdes C=O do anel
Tiazolidinico, 1735 cm-1; Deformagéo angular simétrica de CH3, 1380 cm-1;
Deformacéo axial C-N, 1222 cm-1; Deformagéo angular de CH de aromaético
fora do plano, 814 cm-1 (anel para-substituido) e 860, 746, 687 cm-1 (anel
meta-substituido).

Figura 21 — Espectro de Massas do LPSF/JB-2 obtido através da técnica de
ionizacdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 337 m/z foi referente a Massa
Molecular ionizada (M+) do composto, engquanto 0s principais picos de
fragmentos foram: 119 m/z (100%), 148 m/z (78%) e 91 m/z (22%).

Figura 22 — Cromatograma do LPSF/JB-2 realizado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). A pureza do produto foi de 97,14%, de acordo com
a area do pico.

Figura 23 — Espectro de RMN 1H do LPSF/JB-3.
Figura 24 — Espectro de RMN 13C do LPSF/JB-3.

Figura 25 — Espetro de IV do LPSF/JB-3. Deformacao axial de OH de fenol,
3364 cm-1; Deformacéo axial das ligacbes C=0 do anel Tiazolidinico, 1731
cm-1; Deformacéo angular simétrica de CH3, 1381 cm-1; Deformacao axial C-
N, 1220 cm-1; Deformac&o angular de CH de aromético fora do plano, 826 cm-
1 (anel para-substituido) e 903, 745, 696 cm-1 (anel meta-substituido).
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Figura 26 — Cromatograma do LPSF/JB-3 realizado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). A pureza do produto foi de 99,75%, de acordo com
a area do pico.

Figura 27 — Espectro de RMN 1H do LPSF/JB-4.
Figura 28 — Espectro de RMN 13C do LPSF/JB-4.

Figura 29 — Espetro de IV do LPSF/JB-4. Deformacdo axial de CH de
aromatico, 3015 cm™; Deformagdo axial das ligagbes C=O do anel
Tiazolidinico, 1737 cm™; Deformacio angular simétrica de CH3, 1378 cm™;
Deformagéo axial C-N, 1218 cm*; Deformagcéo axial da ligacdo Clorobenzil
(CI-Ar), 1084 cm™; Deformacdo angular de CH de aromatico fora do plano,
833 cm (anel para-substituido) e 856, 744, 687 cm™ (anel meta-substituido).

Figura 30 — Espectro de Massas do LPSF/JB-4 obtido através da técnica de
ionizacdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 357 m/z foi referente a Massa
Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto 0s principais picos de
fragmentos foram: 119 m/z (100%), 359 m/z (8%) (referente a molécula
contendo o isotopo 37Cl), 170 m/z (10%), 168 m/z (28%) e 91 m/z (12%).

Figura 31 — Cromatograma do LPSF/JB-4 realizado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). A pureza do produto foi de 100%, de acordo com
a area do pico.

Figura 32 — Espectro de RMN 1H do LPSF/JB-5.
Figura 33 — Espectro de RMN 13C do LPSF/JB-5.

Figura 34 — Espetro de IV do LPSF/JB-5. Deformacdo axial de CH de
aromatico, 3015 cm™; Deformacio axial das ligagdes C=O do anel
Tiazolidinico, 1737 cm™; Deformacéo angular simétrica de CH, no plano, 1486
cm; Deformacio angular simétrica de CHs, 1378 cm™; Deformacéo axial C-
N, 1220 cm™; Deformagcéo axial da ligagdo Bromobenzil (Br-Ar), 1073 cm-1;
Deformagéo angular de CH de aromético fora do plano, 815 cm™ (anel para-
substituido) e 854, 744, 686 cm™ (anel meta-substituido).

Figura 35 — Espectro de Massas do LPSF/JB-5 obtido através da técnica de
ionizacdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 403 m/z foi referente a Massa
Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto 0s principais picos de
fragmentos foram: 119 m/z (100%), 401 m/z (15%) (correspondendo ao
composto contendo o isétopo 81Br), 214 m/z (17%), 212 m/z (17%), 91 m/z
(11%), 89 m/z (11%).

Figura 36 — Cromatograma do LPSF/JB-5 realizado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). A pureza do produto foi de 98,25%, de acordo com
a area do pico.

Figura 37 — Espectro de RMN 1H do LPSF/JB-6.
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Figura 38 — Espectro de RMN 13C do LPSF/JB-6.

Figura 39 — Espetro de IV do LPSF/JB-6. Deformacdo axial de CH de
aromatico, 3005 cm™; Deformacdo axial das ligagdes C=O do anel
Tiazolidinico, 1735 cm™; Deformac&o angular simétrica de CH, no plano, 1461
cm; Deformacio angular simétrica de CHs, 1373 cm™; Deformacéo axial C-
N, 1229 cm-1; Deformacéo angular de CH de aromatico fora do plano, 830 cm-
! (anel para-substituido) e 749 e 686 cm™* (anel meta-substituido), sendo a banda
préxima de 880 cm™ sobreposta por outros sinais.

Figura 40 — Espectro de Massas do LPSF/JB-6 obtido através da técnica de
ionizacdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 353 m/z foi referente a Massa
Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto 0s principais picos de
fragmentos foram: 164 (100%), 149 m/z (34%), 119 m/z (99%) e 91 m/z (18%).

Figura 41 — Cromatograma do LPSF/JB-6 realizado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). A pureza do produto foi de 100%, de acordo com
a area do pico.

Figura 42 — Espectro de RMN 1H do LPSF/JB-7.
Figura 43 — Espectro de RMN 13C do LPSF/JB-7.

Figura 44 — Espetro de IV do LPSF/JB-7. Deformacdo axial de CH de
aromatico, 3016 cm™; Deformacio axial das ligagdes C=O do anel
Tiazolidinico, 1737 cm™; Deformagéo angular simétrica de CHs, 1380 cm™;
Deformagdo axial de CFs, 1272 cm™; Deformacdo axial C-N, 1229 cm™;
Deformac&o angular de CH de aromaético fora do plano, 829 cm-1 (anel para-
substituido) e 859, 747 e 686 cm™ (anel meta-substituido).

Figura 45 — Espectro de Massas do LPSF/JB-7 obtido através da tecnica de
ionizacdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 407 m/z foi referente a Massa
Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto 0s principais picos de
fragmentos foram: 119 m/z (100%), 218 m/z (29%), 91 m/z (12%).

Figura 46 — Cromatograma do LPSF/JB-7 realizado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). A pureza do produto foi de 100%, de acordo com
a area do pico.

Figura 47 — Espectro de RMN 1H do LPSF/JB-8.
Figura 48 — Espectro de RMN 13C do LPSF/JB-8.

Figura 49 — Espetro de IV do LPSF/JB-8. Deformacdo axial de NH de anel
heterociclico, 3314 cm™; Deformagéo axial de CH de aromatico, 3003 cm™;
Deformagdo axial das ligagdes C=0O do anel Tiazolidinico, 1722 cm™;
Deformagéo angular simétrica de CH, no plano, 1462 cm™; Deformagio
angular simétrica de CHs, 1389 cm™; Deformacio axial C-N, 1232 cm™;
Deformacéo angular de CH de aromatico fora do plano, 846, 741 e 665 cm™
(anel meta-substituido).
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Figura 50 — Espectro de Massas do LPSF/JB-8 obtido através da técnica de
ionizacdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 362 m/z foi referente & Massa
Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto 0s principais picos de
fragmentos foram: 173 m/z (100%), 129 m/z (19%), 119 m/z (48%), 91 m/z
(17%).

Figura 51 — Cromatograma do LPSF/JB-8 realizado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). A pureza do produto foi de 100%, de acordo com
a area do pico.

Figura 52 — Espectro de RMN 1H do LPSF/JB-9.
Figura 53 — Espectro de RMN 13C do LPSF/JB-9.

Figura 54 — Espetro de IV do LPSF/JB-9. Deformacdo axial de CH de
aromatico, 3017 cm™; Deformagio axial da ligagio C=N, 2232 cm?;
Deformacdo axial das ligagbes C=0O do anel Tiazolidinico, 1740 cm-1;
Deformagéo angular simétrica de CHs, 1343 cm™*; Deformag&o axial C-N, 1217
cm*; Deformacéo angular de CH de aromatico fora do plano, 828 (anel para-
substituido) e 859, 747 e 687 cm™ (anel meta-substituido).

Figura 55 — Espectro de Massas do LPSF/JB-9 obtido através da técnica de
ionizacdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 348 m/z foi referente a Massa
Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto 0s principais picos de
fragmentos foram: 119 m/z (100%), 159 m/z (24%), 91 m/z (15%).

Figura 56 — Cromatograma do LPSF/JB-9 realizado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE).

Figura 57 — Espectro de RMN 1H do LPSF/JB-11.
Figura 58 — Espectro de RMN 13C do LPSF/JB-11.

Figura 59 — Espetro de IV do LPSF/JB-11. Deformacdo axial de CH de
aromatico, 3016 cm™; Deformacdo axial das ligagbes C=O do anel
Tiazolidinico, 1736 cm™; Deformagdo angular simétrica de CHs, 1379 cm™;
Deformacdo axial de anéis monoflorados, 1290 cm™; Deformagcéo axial C-N,
1239 cm™; Deformagcéo angular de CH de aromatico fora do plano, 833 (anel
para-substituido) e 862, 740 e 687 cm™ (anel meta-substituido).

Figura 60 — Espectro de Massas do LPSF/JB-11 obtido através da técnica de
ionizacdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 341 m/z foi referente a Massa
Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto 0s principais picos de
fragmentos foram: 119 m/z (100%), 152 m/z (47%), 91 m/z (13%).

Figura 61 — Cromatograma do LPSF/JB-11 realizado por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A pureza do produto foi de 100%, de
acordo com a area do pico.
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Figura 62 — Espectro de RMN 1H do LPSF/JB-12.
Figura 63 — Espectro de RMN 13C do LPSF/JB-12.

Figura 64 — Espetro de IV do LPSF/JB-12. Deformagdo axial de CH de
aromatico, 3033 cm™; Deformacdo axial das ligagbes C=0O do anel
Tiazolidinico, 1738 cm™; Deformagéo angular simétrica de CHz, 1462 cm™;
Deformagcéo angular simétrica de CHs, 1376 cm™*; Deformagéo axial C-N, 1216
cmt; Deformag&o axial do grupo bromobenzil, 1066 cm™; Deformacéo angular
de CH de aromatico fora do plano, 755 (anel orto-substituido) e 855, 755
(bandas sobrepostas) e 656 cm™ (anel meta-substituido).

Figura 65 — Espectro de Massas do LPSF/JB-12 obtido atraves da técnica de
ionizacdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 403 m/z foi referente a Massa
Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto 0s principais picos de
fragmentos foram: 119 m/z (100%), 401 m/z (9%) (pico referente ao composto
com isétopo 79Br), 322 m/z (30%), 214 m/z (10%), 212 m/z (10%).

Figura 66 — Cromatograma do LPSF/JB-12 realizado por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A pureza do produto foi de 100%, de
acordo com a area do pico.

Figura 67 — Espectro de RMN 1H do LPSF/JB-13.
Figura 68 — Espectro de RMN 13C do LPSF/JB-13.

Figura 69 — Espetro de IV do LPSF/JB-13. Deformagdo axial de CH de
aromatico, 3083 e 3023 cm; Deformagcéo axial das ligagdes C=0 do anel
Tiazolidinico, 1751 cm™; Deformagdo angular simétrica de CHs, 1375 cm™;
Deformagéo axial C-N, 1197 cm™; Deformacio axial do grupo Clorobenzil,
1062 cm™; Deformagcéo angular de CH de aromatico fora do plano, 740 (anel
orto-substituido) e 869, 783 (bandas sobrepostas) e 705 cm™ (anel meta-
substituido).

Figura 70 — Espectro de Massas do LPSF/JB-13 obtido através da técnica de
ionizacdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 391 m/z foi referente a Massa
Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto 0s principais picos de
fragmentos foram: 119 m/z (100%), 356 (22%), 202 (10%) e 91 (13%).

Figura 71 — Cromatograma do LPSF/JB-13 realizado por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A pureza do produto foi de 100%, de
acordo com a area do pico.

Figura 72 — Espectro de RMN1H do composto LPSF/JB-14.

Figura 73 — Espectro de RMN13C do composto LPSF/JB-14.

Figura 74 — Espetro de 1V do LPSF/JB-14. Deformacdo axial das ligacGes N-

C(=0) do anel Tiazolidinico, 1721 cm™; Deformagcéo axial das ligagdes C(=0)-
S do anel Tiazolidinico, 1675 cm™; Deformacdo C-H de anéis aromaritos
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dissubstituidos no plano, 1587 e 1521 cm™; Deformacio angular simétrica de
CH3, 1375 cm; Deformagdo axial C-N de amina terciaria, 1332 cm?;
Deformagéo angular das ligagdes C(=0)-S do anel Tiazolidinico, 1130 cm™;
Deformagéo angular de CH de aromatico fora do plano, 808 cm™ (anel para-
substituido).

Figura 75 — Espectro de Massas do LPSF/JB-14 obtido atraves da técnica de
ionizacdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 366 m/z foi referente a Massa
Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto 0s principais picos de
fragmentos foram: 177 m/z (100%) (clivagens a. e B), 164 (18%) (estrutura ndo
identificda), 118 (14%) (ion tropilio rearranjado) e 91 (8%) (ion tropilio).

Figura 76 — Cromatograma do LPSF/JB-14 obtido poe Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). O produto apresentou 97,95% de purea.

Figura 77 — Espectro de RMN1H do composto LPSF/JB-20.
Figura 78 — Espectro de RMN13C do composto LPSF/JB-20.

Figura 79 — Espetro de IV do LPSF/JB-14. Deformacéo angular NH de amina
secundaria aromatica, 3363 cm™; Deformagcéo axial das ligagdes N-C(=0) do
anel Tiazolidinico, 1733 cm; Deformac&o axial das ligagdes C(=0)-S do anel
Tiazolidinico, 1661 cm™; Deformacio angular simétrica de CH3, 1371 cm™;
Deformagéo angular das ligagdes C(=0)-S do anel Tiazolidinico, 1130 cm™;
Deformacéo axial Br-Ar, 1061 cm-1; Deformacéo angular de CH de aromatico
fora do plano, 882, 796 e 697 cm-1 (anel meta-substituido).

Figura 80 — Cromatograma do LPSF/JB-20 obtido poe Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). O produto apresentou 100% de purea.
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1 INTRODUCAO

Considerada uma das doencas mais antigas relatadas pelo homem (2640 A.C), a Gota é uma
artropatia crbnica caracterizada por promover dores intensas, calor, rubor e edema nas
articulacGes de pacientes com hiperuricemia sustentada, sendo mais incidente em homens
acima de 40 anos. Tais sintomas s&o resultado da deposicéo de cristais de Monourato de Sddio
(MSU) no tecido articular e periarticular, gerando um grande processo inflamatério local.
Contudo, mesmo sendo conhecida ha tanto tempo, a Gota continua sendo pouco compreendida,
ndo havendo cura até a presente data (SCHLEE et al, 2017a). Recentemente, com 0 aumento
daincidéncia nos ultimos 50 anos e grande probabilidade de aumento nos proximos anos, muito
tem sido investido no aprofundamento dos conhecimentos relativos a doenca e na busca de

tratamentos mais eficazes (KUO et al, 2015).

A deposicao de cristais MSU nos tecidos se da devido aos niveis elevados de acido Urico
(AU) na corrente sanguinea, oriundo do metabolismo de purinas (Adenina e Guanina), ao ponto
de ultrapassar seu limiar de saturacao (6,8 mg/dL) e levar a formacéo de cristais (CHOI et al,
2005; DAY et al, 2016; LI et al, 2017). Em meio a via metabdlica das purinas a enzima
determinante para a formacdo de AU € a Xantina Oxidase (XO), que atua convertendo a
hipoxantina em xantina e esta em acido Urico. O aumento excessivo dos seus niveis séricos
pode ser decorrente de uma alimentacao rica em visceras, peixes brancos e alguns gréos, uso
de medicamentos (EX. quimioterapicos) ou por alteracBes genéticas que proporcionem a
superatividade enzimatica ou baixa excrecdo de AU, levando a hiperuricemia e/ou gota
(SCHLEE et al, 2017a).

Os pacientes gotosos podem apresentar 4 estagios da doenca ao longo da vida: 1-
Assintomatico, onde o paciente apresenta apenas elevacdo dos niveis de acido Urico sérico
(AUS); 2- Ataques agudos de artrite, com inflamacéo das articulagdes e duragéo de 7-10 dias;
3- Periodo intercritico, quando ja houve ataques agudos, mas ap0s 0 evento 0 paciente nao
apresenta sintomas; 4- Gota crbnica, com formacdo de tofos e danos severos aos tecidos
articulares. O estagio 4 é bem mais frequente em pacientes ndo tratados, bem como os ataques
agudos que interrompem o periodo intercritico (SCHLEE et al, 2017b).

Apesar da falta de consenso das organizacGes de saude ao redor do mundo em relacédo ao

tratamento da gota, a Liga Europeia Contra 0 Reumatismo (EULAR) e o Colégio Americano
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de Reumatologia (ACR) sugerem que o tratamento com anti-inflamatérios seja iniciado
imediatamente, ou 0 mais rapido possivel, apds o inicio de uma crise de gota aguda. Para tal
pode ser utilizado anti-inflamatorios esteroides, ndo esteroides e/ou colchicina, dependendo das
caracteristicas individuais de cada paciente, 0s quais também podem ser tratados
concomitantemente com inibidores da XO (Alopurinol, Febuxostat) ou por medicamentos que
promovam a excrecdo de AU (Benzbromarona, Probenecida) de acordo com o seu nivel sérico
e a causa da doenca (LI et al, 2017; SCHLEE et al, 2017).

Mas embora os ataques agudos de gota sejam extremamente dolorosos, incapacitantes e 0s
anti-inflamatérios tradicionais sejam de grande importancia para minimizar os sintomas, é
sabido que este estagio da doenca € autolimitado, ou seja, mesmo sem tratamento ele tende a
chegar ao fim entre 7-10 dias. Alguns estudos vém mostrando que este fendmeno esta
intimamente relacionado ao aumento da expressdo do mRNA do Receptor Ativado por
Proliferador de Peroxissomos Gama (PPAR-y) uma vez que este desempenha um importante
papel anti-inflamatdrio para regulacédo da resposta imune (CHAWLA et al, 2001; AKAHOSHI
et al, 2003; CHANG et al, 2016). Desta forma, o desenvolvimento de moléculas agonistas do
receptor PPAR-y poderia minimizar os sintomas da gota de forma mais eficiente durante um

ataque agudo.

Mais conhecidas por sua acdo hipoglicemiante (Roziglitazona e Pioglitazona), as
Tiazolidinas sd@o uma classe de moléculas que apresentam uma eficiente atividade agonista do
PPAR-y, podendo ser consideradas boas candidatas a farmacos anti-inflamatdrio. Estudos
realizados por BARBOSA e colaboradores (2013) e MA e colaboradores (2010) demonstraram
a eficiéncia dos derivados Tiazolidinicos na diminuicdo dos niveis de citocinas pro-
inflamatoérias como IL-1B, IL-6 e TNF-0, sendo a IL-1B, bem como IL-18, as principais
citocinas envolvidas no processo inflamatorio da gota (MA et al, 2010; KINGSBURY,
CONAGHAN e MCDERMOTT, 2011; BARBOSA et al, 2013). Baseado nisso, 0 presente
trabalho visa o desenvolvimento de novos derivados tiazolidinicos com atividade
imunomoduladora para o tratamento da gota, avaliando sua toxicidade em células saudaveis e
a secrecdo de citocinas em células mononucleares do sague periférico (PBMCs) de pacientes
gotosos apds 24h-48h de cultura celular, para que, com isso possamos contribuir para a satde

e bem-estar da populacéo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

v Desenvolvimento de novos derivados Tiazolidinicos que possibilitem a inibicao

da secrecdo de IL-1p ¢ IL-6 pelas células mononucleares de pacientes gotosos.

2.2 Especificos

v' Planejamento, sintese e caracterizacdo fisico-quimica dos novos derivados
Tiazolidinicos;

v Elucidagdo estrutural das moléculas sintetizadas a partir de técnicas
espectroscopicas;

v' Avaliacdo da citotoxicidade dos novos derivados Tiazolidinicos em células
mononucleadas do sangue periférico;

v Avaliacdo e comparagdo do efeito inibidor dos novos derivados Tiazolidinicos
na producdo de citocinas de células mononucleares de pacientes diagnosticados

com gota.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 EPIDEMIOLOGIA DA GOTA E COMORBIDADES RELACIONADAS

Os numeros relativos a prevaléncia e incidéncia de gota vem crescendo bastante em paises
desenvolvidos como Estados Unidos (EUA), Inglaterra e paises da Oceania ao longo dos
altimos 50 anos, mostrando-se fortemente dependentes de fatores como sexo, nivel de AUS e,
principalmente, idade. Entretanto, fazer um estudo epidemiolégico da doenca em ambito
mundial é complicado, uma vez que muitos paises, principalmente aqueles em
desenvolvimento, ndo disponibilizam dados oficiais sobre o assunto e o0s estudos existentes a
respeito utilizam métodos de amostragem diferentes, o que impossibilita a comparacdo entre
eles. O Brasil, bem como a maior parte da América Latina e Africa, ¢ um dos paises que néo
apresentam estes dados. Além disso, a maior parte dos estudos utilizam pacientes com gota
autorrelatada, ou seja, o paciente afirma ter a doenca, mas ndo ha dados oficiais disponiveis
sobre seu diagndstico, o que faz da gota uma doenca subnotificada (KUO et al, 2015a; SCHLEE
et al, 2017a).

Contudo, mesmo com tamanha dificuldade na coleta de dados comparaveis, a prevaléncia
de gota de forma geral, segundo Schlee e colaboradores (2017), é de 1% para pessoas com idade
entre 35-44 anos e de 7% acima de 65 anos, sendo a idade o fator de maior influéncia no
desenvolvimento de gota (Schlee et al, 2017a). Da mesma forma, o género é um fator limitante,
uma vez que a incidéncia da doenca em homens é de 3-4:1 quando comparado com mulheres
(RODDY e DOHERTY, 2010). Além disso, correlacionando género com os niveis de AUS ¢
possivel constatar que o indice de pacientes com concentracao sérica >8 mg/dL sustentada nos
altimos 5 anos € de 4,8 por 1000 pacientes para homens e 2,3 por 1000 para mulheres (Schlee
et al, 2017a).

De fato, os paises desenvolvidos sdo aqueles que tem as maiores taxas de prevaléncia da
doenga, possivelmente ocasionadas pela dieta desbalanceada com alto consumo de produtos
industrializados, sendo bastante relacionada com a condi¢do socioecondmica da populagéo,
uma vez que pessoas de renda mais alta, que ndo realizam trabalhos bracais e/ou que vivem na
cidade tém maior risco de desenvolver gota. Dentre os paises pesquisados Taiwan é 0 que
apresenta a maior taxa de prevaléncia de acordo com a idade e com o sexo, sendo Coreia do
Sul e Republica Tcheca aqueles com as menores taxas (Figura 1b). Na Figura 1a é possivel
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perceber que, independente do sexo, a taxa de prevaléncia de gota aumenta consideravelmente

a partir dos 40 anos, chegando a um platd apds os 80 anos (KUO et al, 2015a).

Figura 1 Prevaléncia de gota nos paises desenvolvidos de acordo com a idade (a) e com o sexo (b) dos
pacientes.
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Outros fatores que vem chamando a atencdo nos Ultimos anos € a relagdo da gota com
grupos étnicos e a hereditabilidade da doenca. Estudos realizados nos Estados Unidos e
publicados em 2014 mostraram que a populacdo negra tem mais chances de desenvolver gota
que a populacgéo branca, independente do sexo. Segundo Maynard e colaboradores a incidéncia
geral de gota no grupo pesquisado foi de 8,4 por 10.000 pacientes, sendo 12 por 10.000 para
mulheres negras e 5 por 10.000 para mulheres brancas, enquanto que para homens negros a
incidéncia foi de 15,5 por 10.000 e para homens brancos 9,4 por 10.000 (MAYNARD et al,
2014). Tais resultados foram confirmados por Krishnan que mostrou mais uma vez a populacéo
negra, sem discriminacao de sexo, como a mais susceptivel a doenca (KRISHNAN, 2014). Os

homens, além de possuirem a maior taxa de incidéncia, também tém grande influéncia sobre a
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hereditabilidade da gota. Segundo estudo realizado em Taiwan por Kuo e colaboradores (2015)
a prevaléncia da gota de origem hereditaria é de 37,1% para homens e 17% para mulheres,

confirmando a importancia dos fatores genéticos para o seu desenvolvimento (KUO, 2015b).

Mas apesar dos inumeros fatores ja citados influenciarem o surgimento da gota, ela também
pode funcionar como fator de risco para muitas comorbidades, ou mesmo ser produto da
existéncia delas. As principais comorbidades relacionadas a gota sdo as doencas
cardiovasculares e renais, mas ela também esta ligada a doencas metabdlicas como obesidade
e diabetes. A hiperuricemia, por si s, é capaz de aumentar consideravelmente o risco de
hipertensdo e, portanto, a gota também contribui para tal. Isso ocorre devido a agdo pro-
hipertensiva do &cido Urico, que atua no endotélio vascular e renal estimulando o sistema
renina-angiotensina e inibindo a sintese de oxido nitrico (NO), além de promover o
estreitamento vascular e vasoconstriccdo pela proliferacdo de células musculares lisas
(PILLINGER, GOLDFARB e KEENAN, 2010). Além disso, a hiperuricemia e/ou gota
aumenta a probabilidade de insuficiéncia cardiaca, fibrilacdo atrial, acidente vascular cerebral
e doenca cardiaca coronariana, sendo esta mais severa em pacientes hiperuricémicos devido a
deposicao de cristais em forma de placas nas artérias coronarianas (BARDIN e RICHETTE,
2017).

Tal influéncia sobre as doengas cardiovasculares tambem pode estar relacionada a ligagéo
entre hiperuricemia e doencas metabdlicas. Foi comprovado que a prevaléncia de
hipertrigliceridemia em pacientes gotosos é bem maior que em ndo gotosos, 0S quais
apresentam 53,7% e 27,9%, respectivamente, aumentando as chances de doencas
cardiovasculares. O mesmo acontece com a diabetes tipo 2, a qual é mais prevalente em
pacientes com gota (33,1%) [19], uma vez que o excesso de AU leva a resisténcia a insulina e
consequentemente a hiperinsulinemia e diabetes tipo 2, podendo levar a obesidade [18]. Mas
além de ser produto da hiperuricemia, a obesidade pode ser um dos seus agentes causadores,
uma vez que a dieta desses pacientes é bastante desequilibrada e seu estilo de vida sedentario,
aumentando os niveis de AUS (MARTILLO et al, 2013).

Em relacdo as doencas renais, ja se sabe que a hiperuricemia e a gota sdo fatores de risco
para a diminuicdo da funcéo renal, uma vez que a hipertenséo gerada pelo acido drico contribui
para les@o renal e os cristais MSU depositados nos rins podem gerar inflamacé&o intersticial e
lesdo tubular, levando a insuficiéncia. Contudo, apesar do nimero crescente de evidéncias,

ainda se debate bastante a relacdo das doencas renais com 0 aumento dos niveis de AUS, ja que
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limitacbes metodoldgicas acabam comprometendo os resultados de alguns trabalhos
(PILLINGER, GOLDFARB e KEENAN, 2010; MARTILLO et al, 2013; BARDIN e
RICHETTE, 2017).

Tendo em vista 0 peso que a gota pode ter no desenvolvimento das comorbidades citadas,
vale ressaltar que a maioria destes quadros clinicos podem ser revertidos, ou minimizados, a
partir da mudanca no estilo de vida do paciente (AZEVEDO et al, 2017). Uma dieta baseada na
reducdo do consumo de frutose, especialmente na forma de xarope concentrado, carboidratos e
gorduras saturadas acompanhadas pelo aumento da ingestdo de fibras e gorduras insaturadas,
bem como manutencdo do consumo balanceado de proteinas pode ajudar bastante na
diminuicdo dos niveis séricos de acido drico, prevenindo novos atagues de gota e

proporcionando mais qualidade de vida ao paciente (MARTILLO et al, 2013).

3.2 FISIOPATOLOGIA DA GOTA
3.2.1 Patogénese

A gota € uma doenca inflamatoria sistémica ocasionada pela deposicdo de cristais de
Monourato de Sédio (forma ionizada do &cido drico) nos tecidos, principalmente tecido
articular e periarticular, sendo este fendmeno o reflexo de periodos prolongados de
hiperuricemia (AUS > 6,8 mg/dL). Essa deposicdo desencadeia um processo inflamatorio
agudo nas articulagc6es devido ao englobamento dos cristais MSU por células fagociticas, como
macrofagos, que através da expressao de quimiocinas ativam neutrofilos, proporcionando
edema local, rubor e dor intensa. Contudo, apenas 5% dos pacientes hiperuricémicos passam a
apresentar sintomas de gota, demonstrando que fatores ambientais e genéticos influenciam
consideravelmente o desenvolvimento da doenca. Além disso, fatores como temperatura e pH
de liquidos corporais, dieta, concentracdo de cations e nivel de desidratacdo podem promover

a precipitacdo dos cristais, aumentando a probabilidade de ataques de gota (SANTOS, 2016).

Os niveis séricos de acido Urico sdo determinados através da diferenca entre a producéo de
AU enddgeno ou oriundo da dieta e a sua excregdo pelos rins e trato gastrointestinal,
responsaveis por 2/3 e 1/3 do total de AU excretado, respectivamente. A elevacdo do AUS pode
se d& pelo aumento da producdo ou pela diminuicdo da excre¢do do AU, os quais sdo modulados
pela dieta ou por mutacGes em genes que regulam estas funcdes (RAGAB, ELSHAHALY e
BARDIN, 2017). Uma dieta com alto consumo de carne vermelha, visceras, peixes brancos,
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refrigerantes ou alimentos com xarope de frutose concentrado, alcool e grdos como feijao e
grdo de bico favorecem o aumento do AUS (MARTILLO et al, 2017). Tal resultado também é
obtido a partir de mutagGes em genes envolvidos na via de sintese do acido urico como o HPRT1
(codifica a enzima Hipoxantina Guanina Fosforribosil Transferase) e PRPS1 (codifica
Fosforribosil Pirofosfato Sintetase), ambas mutacdes do cromossomo X que levam a
hiperuricemia (Figura 3) (REGINATO e OLSENA, 2007; RAGAB, ELSHAHALY e
BARDIN, 2017).

Contudo, fatores que aumentam a produgdo do AU, como dieta e mutagcbes em genes
envolvidos na sua via metabdlica, sdo responsaveis por apenas 10% dos casos de gota, sendo
0s 90% restantes oriundos de doencas renais e alteragdes genéticas que diminuem a excrecédo
do AU (RAGAB, ELSHAHALY e BARDIN, 2017). E sabido que niveis elevados de AUS é
um fator de risco importante no desenvolvimento de doengas renais, principalmente
Insuficiéncia Renal Croénica (IRC), uma vez que ele pode gerar hipertensdo arterial e
espessamento arteriolar devido ao estimulo a proliferacdo de células musculares lisas dos vasos,
levando a hipertensdo glomerular, inflamacéo e fibrose tubulointersticial (MARAKAMI e
SOZIO, 2013; GIORDANO et al, 2015). Entretanto, ainda é muito debatido o papel da IRC
como fonte da hiperuricemia, a qual seria causada devido a diminuigéo da filtracdo e excrecédo
renal de AU. Apesar da falta de consenso, alguns trabalhos ja demonstram que hd aumento de
AUS em ratos com lesdo renal prévia, o que acelera a progressdao da doenca e leva a
insuficiéncia ou falha renal (JHONSON et al, 2013; MARAKAMI e SOZIO, 2013).

A excrecéo de urato pelo rim ocorre em 4 etapas: 1-filtragdo; 2-reabsor¢éo quase completa;
3-excrecdo; 4-reabsorcdo pos-excrecdo, resultando na excrecdo de apenas 3%-7% do AU. Ao
longo do tempo foram descobertas proteinas que participam deste processo, estando presentes
nos estagios de reabsorcao e excre¢do, as quais sdo alvos terapéuticos de certos medicamentos
uricosuricos como Benzbromarona e Probenacid. Uma das principais proteinas que atua no
estagio de reabsorcdo é o transportador URAT-1 que esta presente na membrana luminal do
tubulo proximal, funcionando através da excrecgéo de lactato ou acido pirazinoico para a urina
e reabsorcao de uratos para dentro das células tubulares. Outra proteina importante € a GLUT -
9, conhecida por ser um transportador de glicose e frutose localizada na membrana basolateral
do tdbulo proximal, ela também funciona como transportador de uratos, retirando-os da célula
e levando-os a corrente sanguinea, o que faz dela uma proteina essencial para a reabsorcao
(Figura 2). Ja as proteinas ABCG2, OAT-1 e OAT-3 atuam no estagio de excrec¢do. Enquanto

os OATSs citados levam uratos da corrente sanguinea para as células através da membrana
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basolateral, a ABCG2 transporta uratos para a urina por meio da membrana luminal (Figura 2).
Além destas, existem outras proteinas que atuam de forma auxiliar, melhorando a atividade das
proteinas citadas, tais como a OAT-4, que atua na reabsor¢do pela membrana luminal
(LIPKOWITZ, 2012; AZEVEDO et al, 2017).

Figura 2 Proteinas de membrana que atuam no processo de reabsorcdo e excrecdo do acido Urico
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Fonte: Adaptado de LIPKOWITZ, 2012

Muitos dos genes que codificam essas proteinas transportadoras podem apresentar
alteracdes no seu locus, propiciando a elevacdo dos niveis de AUS. Até a presente data foram
identificados 28 loci associados a essas alteragdes, dos quais 18 foram recentemente
descobertos e, por isso, ainda ndo ha dados referentes a eles. Dentre os principais loci
conhecidos ja se sabe que a variante do gene SLC2A9 (o SLC2A9-S), que codifica a proteina
GLUT-9, é responsavel por 3% da variacdo nos niveis de urato, uma vez que o gene SLC2A9-
S é expresso na membrana luminal e potencializa a reabsor¢édo de urato. A variante Q141K do
gene ABCG2, bem como a variante Q146K, diminuem a capacidade de excrecdo da proteina
ABCG2 em até 50%. Como ela estd presente, ndo s6 nos rins, mas também no trato
gastrointestinal, tais variantes também influenciam bastante os niveis de AUS (DALBETH,
STAMP e MERRIMAN, 2017).
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Modifica¢Bes genéticas ndo relacionada aos niveis de AUS também séo possiveis, tais como
a variante CARD8 C10X (oriundo do gene CARDS), que quando combinada com uma variante
associada a IL-1p, leva a maior atividade do inflamossoma e maior ativagdo do pré-IL-1p,
gerando piora do processo inflamatério e agravamento das crises agudas de gota (LIPKOWITZ,
2012; DALBETH, STAMP e MERRIMAN, 2017). Apesar destas serem poucas das mutac¢des
genéticas que podem influenciar o desenvolvimento da gota, é possivel perceber que variante
genéticas, bem como doencas renais, podem exercer uma grande influéncia na sua patogénese,

sendo importante até mesmo para determinar a gravidade das crises agudas.

3.2.2 Processo inflamatorio da gota

A gota é uma artropatia inflamatdria autolimitada caracterizada pelas crises agudas repentinas,
na qual o paciente apresenta edema articular e dor intensa ao longo de algumas horas ou dias.
Caso a doenca ndo seja tratada, as crises agudas podem ocorrer com maior frequéncia, levando
a erosao 0ssea, lesdo cartilaginosa e cronicidade (com formacdo de tofos). A grande intensidade
da dor se da devido ao processo inflamatorio iniciado pela deposicao de cristais MSU, podendo
ser desencadeado através de dois mecanismos (SCHLEE et al, 2017b). No primeiro, os cristais
MSU depositados sdo fagocitados por macrofagos, os quais liberam enzimas lisossomais e
quimiocinas. No segundo, os cristais podem desestabilizar a membrana celular dos fagécitos
devido a sua interacdo com lipidios e glicoproteinas de membrana, ativando proteinas G,
fosfolipase A2, C, D, tirosina quinase e outras, o que leva ao aumento de interleucina-8 (IL-8)
nos fagocitos e ativacdo de neutréfilos (SANTOS, 2016).

Durante uma crise aguda, os macrofagos, bem como os mastocitos, desempenham um papel
chave no desencadeamento da inflamacdo. Antes de uma crise de gota, 0os macrofagos
fagocitam cristais MSU, sendo aqueles mais diferenciados capazes de conter os cristais no seu
interior sem induzir inflamacao, o que ndo ocorre com os menos diferenciados, que passam a
expressar grande quantidade de mediadores inflamatorios como TNFa, IL-1p, IL-6 e IL-8, além
de proporcionar ativacdo endotelial. Da mesma forma, os mastocitos contribuem
significativamente com a expressao de mais IL-1p e histamina, gerando vasodilata¢do, aumento
da permeabilidade vascular e atraindo maior quantidade de neutrofilos para o local através de
quimiotaxia, 0s quais sdo ativados pela IL-8 produzido pelos fagécitos (RAGAB,
ELSHAHALY e BARDIN, 2017).
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Apesar do influxo de neutréfilos ativados no tecido ser o grande responsavel pelo processo
doloroso e o contato destes com as células endoteliais ativadas agravar a resposta inflamatoria,
tudo isso é um reflexo da expressdo de citocinas pelos macréfagos e mastocitos apds a
fagocitose dos cristais MSU. No interior dos fagdcitos estes cristais funcionam como padroes
moleculares associados a danos (DAMPs) e séo reconhecidos por receptores NOD-like (NLR)
presentes no citoplasma, sendo o subtipo NLRP3 o principal deles. Apds o reconhecimento dos
DAMPs ocorre a oligomerizacdo do NLRP3 e formacao do inflamassoma (complexo proteico
que funciona como plataforma molecular para ativacdo de caspases), no qual esta inserido uma
proteina adaptadora semelhante a proteina associada a apoptose contendo um CARD (ASC).
Esta, por sua vez, apresenta um dominio recrutador de caspases (CARD), responsavel por
recrutar a pro-caspase 1 e ativa-la, formando a caspase 1, que consequentemente produz IL-1
e 1L-18 ativos atraves da clivagem da pré-IL-1p e pro-1L-18, respectivamente (KINGSBURY,
CONAGHAN e MCDERMOTT, 2011; RHEE et al, 2013) (Figura 3).

Figura 3 - Via de sinalizagdo para expressao e secrecao de IL-1B e IL-18 por macréfagos ativados por cristais de

monourato de sédio (MSU) em pacientes gotosos.
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A IL-1p se consolida como um dos principais atores do processo inflamatério da gota, uma
vez que mobiliza neutréfilos da medula 6ssea para o local da inflamagéo, aumenta sua vida Gtil
e melhora sua funcdo efetora. Além disso, age em conjunto com a IL-6 para estimular a
producéo de proteinas de fase aguda pelo figado, tais como fibrinogénio e proteina C reativa, o
que faz da IL-1p um excelente alvo terapéutico (MISTRY, SAVIC e VAN DER HILST, 2017).
Por sua vez a IL-6 também pode ser considerada um importante fator na cronificacdo da doenga,

regulando positivamente a expressdo de moléculas de adeséo por células endoteliais (ICAM-1
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e VCAM-1), o que favorece o acumulo de leucdcitos na area inflamada (BARNES,
ANDERSON e MOTTS, 2011). Enquanto isso, a IL-18, citocina da mesma familia da IL-1p,
age estimulando a producdo de INF-y ¢ de outras citocinas pro-inflamatorias, incluindo a IL-13
e IL-6, 0 que faz da IL-18 um importante modulador inflamatério na doenca (PETRILLI e
MARTINON, 2007; GARLANDA, DINARELLO e MANTOVANI, 2013; CLEOPHAS et al,
2017).

Mas ainda que os ataques agudos sejam dolorosos e incapacitantes eles sdo autolimitados.
Isso acontece, provavelmente, devido a limpeza realizada pelos macréfagos no tecido articular,
retirando a maior parte dos cristais MSU presentes e expressando TGF-f, que neutraliza a IL-
1B (RAGAB, ELSHAHALY e BARDIN, 2017). Contudo, para que isso aconteca algumas vias
anti-inflamatorias sao ativadas, como por exemplo a do Receptor Ativado por Proliferador de
Peroxissomos Gama (PPAR-y). De acordo com Chang e colaboradores (2016), o PPAR-y, bem
como seu coativador PPAR-y1B (gene PPARGCI1B) estdo altamente expressos em células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e em células do liquido sinovial de pacientes
gotosos durante uma crise aguda, as quais tambeém apresentavam niveis elevados de NLRP3 e
IL-1B (CHANG et al, 2016). A importancia desses receptores como moduladores inflamatérios
na gota foi comprovado a partir da variante rs45520937 do PPAR-y1, que proporciona o
aumento consideravel da expressdo de NLRP3 e IL-1pB, podendo até estar relacionada com
alteracdes na sintese de ABCG2 (CHANG et al, 2016; CLEOPHAS et al, 2017). Com isso 0
PPAR-y surge como um potencial alvo terapéutico para o tratamento das crises agudas de gota,
no qual a atuacdo de uma molécula agonista pode promover a diminuicdo da expressao de
citocinas pro-inflamatorias como IL-1p3, TNFa, IL-6 e IL-8 (NAKAJIMA et al, 2001; PATZER
et al, 2008; PETERNITI et al, 2013).

3.3 TRATAMENTO DA GOTA E NOVAS ABORDAGENS TERAPEUTICAS

3.3.1 Farmacoterapia padrédo

A gota pode ser diagnosticada de acordo a com a fase clinica em que ela se encontra, se
no periodo de hiperuricemia assintomatica, durante ataques agudos, no periodo intercritico ou
ja na fase avancada, chamada de gota crbnica tofacea. Tal diagndstico, bem como a
identificacdo das comorbidades exibidas pelo paciente ou tratamentos paralelos em andamento,

séo de grande valia para determinacdo do método terapéutico a ser utilizado (SANTOS, 2016).
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Mas apesar da Gota ser uma doenca antiga e bastante conhecida, ndo ha um consenso entre 0s
Orgdos e institutos de salde ao redor do mundo de como seu tratamento deve ser realizado, o
que causa a emissdo de protocolos clinicos conflitantes e falta de padronizacdo no tratamento.
O principal ponto discordante é o periodo em que deve ser iniciada a Terapia de Diminuigdo de
Uratos (TDU), no qual ha utilizacdo de medicamentos inibidores da Xantina Oxidase e/ou
uricosuaricos para diminuicdo e manutencdo do AUS abaixo de 6mg/dL. De acordo com a
Sociedade Britanica de Reumatologia (BRS), Profissionais de Salde Britanicos em
Reumatologia (BHPR), Sociedade Japonesa de Gota e Metabolismo de Acido Nucleico (J-
STAGE) e a Sociedade Reumatologica de Long Island (RSLI) ndo é recomendado o inicio da
terapia TDU durante uma crise aguda devido as mudancas drasticas nos niveis de AUS e risco
de piora do quadro inflamatério (LI et al, 2017). Contudo, o Colégio Americano de
Reumatologia (ACR), principal autoridade na area, sugere que a TDU pode sim ser iniciada
durante uma crise aguda mediante a efetividade do tratamento com anti-inflamatdrios
(KHANNA et al, 2012).

O principal foco do tratamento da gota é a minimizacdo ou finalizacdo dos sintomas da
artrite com o uso de anti-inflamatérios durante uma crise aguda, bem como a prevencdo de
novos eventos através da diminui¢do e manutencdo dos niveis de AUS por meio da utilizagdo
da TDU. Durante o periodo de hiperuricemia assintomatica a farmacoterapia € contraindicada,
apenas mudancas no estilo de vida como dieta com restricdo de acido urico e frutose, além de
exercicios fisicos podem ser suficientes para manter o AUS abaixo do limite superior (<6
mg/dL) (SCHLESINGER, 2017). Em relagdo a crise aguda, uma gama de anti-inflamatdrios
pode ser utilizada visando seu término de forma mais rapida, dentre eles os Anti-inflamatérios
Né&o Esteroides (AINEs), Corticoesteroides, Colchicina e blogueadores da IL-1p. Segundo a
ACR, com excecao dos bloqueadores de IL-1p (Canakinumab, Rilonacpt ¢ Anakinra), estes
medicamentos s@o considerados de primeira linha para pacientes em casos de gota leve-
moderada, sendo utilizados em monoterapia de acordo com a seguinte ordem de prioridade:
AINEs—Colchicina—Corticoesteroides. Em casos mais graves, com dor muito intensa e
apresentacdo poliarticular, podem ser utilizadas terapias combinadas, bloqueador de IL-1B ou
mesmo a pegloticase, uma uricase peguilada indicada para os casos que nao respondem a terapia
convencional (GRASSI et al, 2014).

Como ja citado, € muito comum que 0s pacientes gotosos apresentem comorbidades como
hipertensdo, doengas cardiovasculares, diabetes e doencas renais, sendo necessario a adequacéo

do tratamento a estes fatores para evitar efeitos colaterais sérios e agravamento do seu estado



36

de saude. No caso dos AINEs, inibidores seletivos ou ndo seletivos da COX-1 e COX-2, sua
administracdo vem caindo consideravelmente devido aos efeitos colaterais associados a
toxicidade gastrointestinal, cardiovascular e renal, ndo sendo indicado para pacientes
hipertensos, diabéticos ou com problemas renais ou gastricos, o que faz deles medicamentos de
uso muito restrito (GRASSI et al, 2014). A Colchicina, por sua vez, inibe a quimiotaxia e
migracdo de neutréfilos, producdo de superoxido, bem como a proteina NRLP3, presente no
inflamassoma, apresentando alta eficiéncia quando administrada até 24h. Metabolizada no
figado pelas enzimas P-glicoproteina (P-gp) e citocromo P450 (CYP3A4) ela ndo é indicada
para pacientes com insuficiéncia renal ou hepatica grave, sendo necessario descontinuar o
tratamento em caso de terapia paralela com inibidores destas enzimas devido ao risco de morte.
Contudo pode ser utilizada em pacientes com insuficiéncia renal leve (TFG=50-80mL/min) a
moderada (TGF=30-50 mL/min) mediante ajuste de dose, ndo havendo restri¢cdo para doencas
cardiovasculares (GRASSI et al, 2014; LEUNG, HUI e KRAUS, 2015; SCHLESINGER,
2017).

Quando o paciente ndo responde a terapia com AINEs ou Colchicina ou ela é inviavel, é
indicado lancar mao dos corticoesteroides. Considerado muitas vezes a Unica op¢do para
pacientes renais graves, 0s corticoesterois podem ser administrados por via oral, intravenosa,
intramuscular ou intraarticular, sendo esta de acdo mais rapida e efetiva para os casos de dor
muito intensa (SANTOS, 2016). Caso nenhuma das op¢des abordadas até agora sejam efetivas,
os bloqueadores de IL-1B (Anakinra, Rolonacept ¢ Canakinumab) podem ser utilizados e
apresentam réapida resolucdo das crises agudas, mas sdo tratamentos caros e que aumentam
consideravelmente o risco de infeccdo (NEWCOMB, 2013; SCHLESINGER, 2017).

De acordo com o protocolo clinico que a instituicdo de salde siga, a Terapia de Diminuicao
de Uratos (TDU) pode ser iniciada durante ou depois do término da crise aguda, sendo bastante
indicada para o tratamento da Gota crénica. O Alopurinol é o medicamento mais amplamente
utilizado na TDU, atuando como inibidor da Xantina Oxidase, ele diminui 0 AUS a partir da
diminuicdo da sua sintese. Mas apesar de ser comumente utilizado, o Allopurinol pode causar
hipersensibilidade (rash cutaneo, Sindrome de Stevens-Johnson e necrolise epidermal toxica) e
ndo deve ser administrado em pacientes com insuficiéncia renal, pois sdo passiveis de acimulo
do seu metabdlito ativo Oxipurinol, o qual apresenta alta toxicidade para os rins [44]. Em
contrapartida o Febuxostat € um inibidor mais seletivo da Xantina Oxidase e é capaz de manter
esta inibicdo por mais tempo, se mostrando mais eficiente, uma vez que 300mg/dia de
Allopurinol equivale a 80mg/dia de Febuxostat (BECKER et al, 2010; SCHLESINGER, 2017).
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Além destes, também estdo disponiveis 0s agentes uricosuricos, capazes de inibir canais
envolvidos com a reabsorcdo e excrecdo de acido Urico, tais como Probenecida (inibidor do
OAT-3) e Benzbromarona (inibidor de URAT-1). Contudo, eles sdo pouco utilizados devido as
inimeras interagdes medicamentosas (principalmente o Probenecid) e ao alto risco de célculo

e falha renal, ndo sendo indicado para pacientes com doencas renais (CHOI et al, 2005).

Apesar do vasto nimero de opcdes terapéuticas para o tratamento farmacologico da gota,
boa parte deles apresentam muitos fatores limitantes, como toxicidade renal e cardiovarcular, o
que restringe bastante o0 uso destes medicamentos, uma vez que a maioria dos pacientes gotosos
apresentam hipertensdo, doencas renais e/ou cardiovasculares. Baseado nisso, nas ultimas duas
décadas, muito vem sendo investido na pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos e

moléculas candidatas a farmacos na tentativa de suprir as necessidades do tratamento da doenca.

3.3.2 Inovagéo e desenvolvimento no tratamento da gota

A partir da necessidade de novos medicamentos, alguns avancgos foram feitos durante as
Gltimas décadas em relacdo ao desenvolvimento de novas moléculas candidatas a farmacos, tais
como o Lesinurad, medicamento uricosurico, aprovado para comercializacdo pelo FDA em
2015, capaz de inibir as proteinas URAT-1 e OAT-4 [47]. Além desta, outras moléculas se
encontram em fase de testes clinicos, como o Topiroxostat (CLINICALTRIALS, 2017a),
Denosumab (CLINICALTRIALS, 2017b) e Arhalofenato (CLINICALTRIALS, 2017c-f). O
Topiroxostat funciona como inibidor seletivo de meia-vida longa (20h) da Xantina oxidase,
enguanto o Arhalofenato € uma molécula uricosurica que inibe os transportadores URAT-1,
OAT-4 e OAT-10 (Figura 3) (Tabela 1). Enquanto isso, outras moléculas vem sendo
desenvolvidas e abrindo novas possibilidades terapéuticas, por exemplo, a Ulodesina, capaz de
inibir a enzima Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP), responsavel por uma das primeiras
etapas da via de sintese do acido Urico (Figura 3). Além dela, 0 KUX-1151 é um duplo inibidor
capaz de atuar na XO e na proteina URAT-1, sendo a primeira molécula capaz de atuar na via
de sintese e excrecdo do AU (DIAZ-TORNE, PEREZ-HERRERO e PEREZ-RUIZ, 2016).

Contudo, por mais que 0s avancgos sejam claros, a maior parte dos farmacos desenvolvidos
até o momento séo Uteis apenas para a TDU. Existem algumas exce¢fes como Denosumab, que

pretende tratar erosdes 0sseas de pacientes gotosos cronicos, e a Bucillamina, que atua como
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um antioxidante e anti-inflamatorio através da inibicdo da formagdo do inflamassomo, ambas
em estagio de testes clinicos AU (DIAZ-TORNE, PEREZ-HERRERO e PEREZ-RUIZ, 2016;
ROBERT et al, 2016; CLINICALTRIALS, 2017g). Tal situacdo também se aplica para as
moléculas em fase de testes pré-clinicos, nos quais derivados de flavonoides e chalconas, bem
com os classicos derivados puricos (ou derivados do Allopurinol) vém sendo bastante
explorados e apresentando boa atividade inibitoria da XO (Tabela 1) (SPANOU et al, 2012;
HOFMANNA et al, 2016; LI et al, 2016). O desenvolvimento de novos agentes anti-
inflamatorios para o tratamento das crises agudas de gota ainda é muito negligenciado, havendo
pouco interesse da sociedade académica de investir até mesmo na fase pré-clinica. Esse fato é
bastante preocupante quando se leva em consideragéo as limitagdes dos métodos terapéuticos
hoje aplicados. Ainda assim, o conhecimento mais aprofundado da fisiopatologia da gota tem

proporcionado o descobrimento de novos alvos terapéuticos, dentre eles 0 PPAR-y.

Figura 4 Via metabdlica do &cido Urico e o mecanismo de acdo de medicamentos e moléculas candidatas a
farmacos para Terapia de Diminuicdo de Uratos (TDI).
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Tabela 1 Principais moléculas que estdo em fase de testes clinicos (Arhalofenato, Topiroxostat) ou foram

aprovadas para comercializacdo recentemente (Lenizurad) e algumas classes de moléculas que estdo em testes pré-

clinicos.
Topiroxostat Lesinurad
/Z_L /\(O
N Br S
N— — N
N S / \ OH
A \ N
X N /
| H
N O
Inibidor da Xantina Oxidase Inibidor das proteinas URAT-1 e OAT-4
Arhalofenato Derivado Flavonoide
F
F F OH
OH
(e}
O
(e}
cl \L
NH
0 o » . .
. Inibidor Competitivo da Xantina Oxidase
Inibidor de URAT-1, OAT-4 ¢ OAT-10
Derivados da Chalcona Derivados Puricos
(6]
P~ OH NZ SN
% H |
S~ \/\N X N
HO OH OH N\ H /
O \N
OH
Inibidor da Xantina Oxidase Inibidor de Xantina Oxidase

Fonte: BRANCO-JUNIOR, 2017

Este fator de transcricdo pertence a classe dos Receptores Ativados por Proliferador de

Peroxissomos (PPARs), que sdo receptores nucleares relacionados com inumeras

funcBesbioldgicas, como a regulacdo da glicose sérica, diminui¢do da resisténcia a insulina e

modulacdo de processos inflamatérios, sendo 0 PPAR-y o principal subtipo da classe. Devido
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ao seu importante papel na regulacdo da glicemia, muito tem sido investido no desenvolvimento
de moléculas agonistas para explorar o seu potencial antiglicémico. Contudo, o PPAR-y
também apresenta um grande potencial anti-inflamatério e vem despertando o interesse da
comunidade cientifica para o tratamento de doencas autoimunes como Osteoartrite, Artrite
Reumatoide e Gota (GIAGINIS, GIAGINI e THEOCHARIS, 2009).

Segundo estudos, a expressdo de PPAR-y se encontra aumentada durante uma crise aguda
de gota, sugerindo que ele pode ser um dos responsaveis pela sua resolucdo espontanea (POPA-
NITA e NACCACHE, 2010). De acordo com Chang e colaboradores (2016), o coativador do
PPAR-y (PPAR-y1pB) estd intrinsecamente relacionado com o fim da crise, uma vez que a
variante rs45520937 do PPAR-y1B promove o aumento da expressio de NLRP3 e IL-1B em
pacientes gotosos, agravando o processo inflamatério (CHANG et al, 2016). Tal fato foi
reforcado por Merriman e Terkeltaub (2017), que consideraram a ativagdo do PPAR-y, em
conjunto com o aumento do produto de expressao do PPAR-y1p (PGC-1p), um fator central na
regulacdo do processo inflamatério da artrite gotosa, podendo ser utilizados como alvos
terapéuticos (MERRIMAN e TERKELTAUB, 2017). Este fato colocas as moléculas agonistas
do PPAR-y, como as Tiazolidinas, em uma posicdo de destaque no processo de
desenvolvimento de novos candidatos a fa&rmacos anti-inflamatérios para tratamento de crises
agudas de gota, uma vez que elas oferecem um mecanismo de acao alternativo e novas vias

metabdlicas e de eliminacao.

3.4 AS TIAZOLIDINAS E SEU POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO

Em meio a tantas classes de moléculas naturais e sintéticas que funcionam como agonistas
do receptor PPAR-y (RAMANAN et al, 2008; KHARBANDA et al, 2016; MASSARO et al,
2016; WANG et al, 2016), as Tiazolidinas vém se destacando ao longo do tempo. Esta classe
de moléculas é famosa pela sua atividade antiglicémica e apresenta na sua estrutura quimica
um anel pentamérico heterociclico com um enxofre na posi¢ao 1 e um nitrogénio na posicéo 3,
podendo conter carbonilas na posicdo 2 e/ou 4 (Figura 5). Os derivados tiazolidinicos
disponiveis no mercado (Roziglitazona e Pioglutazona) séo tiazolidinedionas, ou seja,
apresentam carbonilas nas posic¢oes 2 e 4 do anel (Figura 4), sendo indicados para o tratamento
de Diabetes Mellitus tipo 2 (POWERS e D’ ALESSIO, 2012). Entretanto, pesquisas utilizando

modelos experimentais in vivo mostraram que a Roziglitazona e a Pioglitazona também podem
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atuar como potentes anti-inflamatorios inibindo IL-5, IL-17, IL-8, INFy ¢ TNFa, além de
aumentar a expressao da citocina anti-inflamatéria IL-10, reforsando com isso, a possibilidade
de utilizacdo dos derivados tiazolidinicos no tratamento da inflamacdo (KAPLAN et al, 2014;
ZHAO et al, 2014; KIM et al, 2005; EL-NAA et al, 2015)

Outro fato importante sobre as Tiazolidinas é que elas podem ser administradas em
pacientes com insuficiéncia hepatica e ndo apresentam restricdes para pacientes renais, 0 que €
uma vantagem gquando comparadas aos medicamentos utilizados no tratamento padrao da gota
(POWERS e D’ALESSIO, 2012). Com isso, cada vez mais as tiazolidinas vém sendo alvo de
investigacdo para explorar o seu potencial anti-inflamatdrio, mas ndo apenas as tiazolidinas 5-
substituidas, como no caso da Roziglitazona e Pioglitazona, mas também as tiazolidinas 3,5-
diaril-substituidas. Mesmo apresentando diferencas estruturais que lhe conferem menor
polaridade, tais derivados mostraram ser bastante eficazes em estudos realizados por ROCHA-
JUNIOR e colaboradores (2013) e por CARIOU, CHARBONNEL e STAELS (2012), inibindo
consideravelmente a expressdo de IL-1B, TNFa, INFy, IL-6, IL-22 e IL-17 (CARIOU,
CHARBONNEL e STAELS, 2012; ROCHA-JUNIOR et al, 2013).

Figura 5. Estrutura quimica dos derivados tiazolidinicos disponiveis no mercado (Roziglitazona e Pioglitazona) e
dos derivados tiazolidinicos 3,5-diaril substituidos (LPSF/JBs)
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Fonte: BRANCO-JUNIOR, 2017

Mas ainda que as tiazolidinas disponiveis comercialmente aumentem o risco de doencas
cardiovasculares, as interacfes realizadas por ligantes em seus respectivos receptores sdo
singulares, apresentando um perfil de ligacdo Unico para cada molécula. Com isso, diferentes
derivados tiazolidinicos, podem apresentar maior ou menor atividade agonista do PPAR-y e

fazer uso de diferentes vias metabdlicas, 0 que possibilita a minimizacdo dos seus efeitos
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adversos (GRETHER et al, 2010). Além disso, suas caracteristicas estruturais podem
proporcionar atividade anti-inflamatdria através de vias alternativas, o que lhe confere maior
efetividade (CESAR et al, 2015).

Nesse contexto, o planejamento e sintese de novos derivados tiazolidinicos 3,5-diari-
substitidos com potencial anti-inflamatério pode representar uma nova alternativa para o
tratamento da gota, ajudando pacientes impossibilitados de recorrer ao método terapéutico

convencional a se tratar de forma eficiente e segura.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 SINTESE ORGANICA E CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL

4.1.1 Materiais e equipamentos

4.1.1.1 Reagentes e solventes

Todos os Reagentes utilizados na sintese dos compostos intermediarios e finais sdo da
marca Sigma/Aldrich. Ja os solventes utilizados no processo de sintese organica e analise
qualitativa dos compostos pertencem a Sigma/Aldrich, Acros, Merck, Vetec ou Quimis. Para
realizar as cromatografias de camada delgada foram utilizadas placas Merck silicagel 60 F254

de 0,25 mm, sendo reveladas em luz ultravioleta de 254 nm ou 366 nm.

Os solventes, reagentes e intermediarios utilizados na realizacdo das etapas reacionais
foram: acetato de etila, tolueno, hexano, acetonitrila, dgua destilada, metanol, etanol,
cloroférmio, morfolina, tiouréia, &cido monocloroacético, hidroxido de potassio, brometo de
3,5-dimetilbenzila, cianoacetato de etila, 4-clorobenzaldeido, 4-metoxibenzaldeido, 2-
bromobenzaldeido, 4-hidroxibenzaldeido, 4-metilbenzaldeido, 4-(dimetilamino)benzaldeido,
indol-3-carboxaldeido,  4-fluorobenzaldeido,  4-bromobenzaldeido,  5-bromo-indol-3-
carboxaldeido, 4-(dimetilamino)benzaldeido, 4-(trifluorometoxi)benzaldeido, 2,6-
diclorobenzaldeido, 4-formilbenzaleido, 2-ciano-3-(4-Cloro-fenil)-2-ciano-acrilato de etila
(LPSF/IP-4), 2-ciano-3-(4-metoxi-fenil)-acrilato de etila (LPSF/IP-6), 2-ciano-3-(2-bromo-
fenil)-acrilato de etila (LPSF/IP-8), 2-ciano-3-(4-hidroxi-fenil)-acrilato de etila (LPSF/IP-11),
2-ciano-3-p-tolil-acrilato de etila (LPSF/IP-15), 2-ciano-3-(4-dimetilamino-fenil)-acrilato de
etila (LPSF/IP-16), 2-ciano-3-(indol-3-il-fenil)-acrilato de etila (LPSF/IP-19), 2-ciano-3-(4-
fluoro-fenil)-acrilato de etila (LPSF/IP-21), 2-ciano-3-(4-bromo-phenyl)-acrilato de etila
(LPSF/IP-30), 2-ciano-3-(4-(trifluorometoxi)penil)-acrilato de etila (LPSF/IP-58), 2-ciano-3-
(2,6-diclorofenil)-acrilato de etila (LPSF/IP-61), 2-ciano-3-(4-cianofenil)-acrilato de etila.

4.1.1.2 Equipamentos

Em relacdo aos equipamentos empregados no processo de sintese e analise qualitativa dos
compostos, foram utilizados os seguintes modelos disponiveis no Nucleo de Pesquisa em
Inovacgdo Terapéutica Suelly Galdino (NUPIT-SG): Espectrometro de Ressonancia Magnética
Nuclear modelo Ascend Il 400 MHz (Bruker), Espectrofotémetro de Infravermelho modelo

IV Prestige-21 por transformada de Fourier (Shimadzu), Cromatdgrafo de Gas acoplado ao
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Espectrémetro de Massas modelo GCMS-QP2010 Plus (Shimadzu), Cromatografo Liquido de
Alta Eficiénciamodelo LC-20AT (Shimadzu) e Placa Aquecedora Digital (Nova Instruments).

4.1.2 Metodologia de sintese

4.1.2.1 Tiazolidina-2,4-diona (TZD)

Quantidades equimolares de acido monocloroacético e tiouréia foram diluidos em 20
mL &gua destilada e adicionados a um baldo de fundo redondo de 250 mL. A mistura foi entdo
aquecida a 80°C e mantida sob agitacdo constante por 18 horas. Em seguida, a solucao foi
conservada a 4°C por 24h para formacéao dos cristais, que por sua vez foram purificados através

lavagens sucessivas com agua destilada.

O

NH
S\AO

Figura 6 Estrutura quimica da Tiazolidina-2,4-diona

4.1.2.2 Esteres de Cope (LPSF/IPs)

Em um baldo de fundo redondo de 250 ml foram adicionadas quantidades equimolares
de aldeidos aromaticos substituidos e cianoacetato de etila na presenca de morfolina como
catalisador, todos previamente diluidos em tolueno. A solucdo foi mantida a 60°C por 4h sob
agitacdo constante e refluxo para obtencao dos ésteres de cope. Ao fim deste periodo o solvente
foi retirado com o auxilio do Rotaevaporador e o precipitado foi submetido a recristalizacao
com etanol a 60°C. Os cristais foram filtrados e o filtrado foi mantido sob refrigeragdo para

aumentar o rendimento.



Quadro 1 Estrutura geral dos Esteres de Cope com seus respectivos substituintes

R Cddigo R Cadigo
LPSF LPSF
4-CHs JB-2 1H-indol-3- JB-8
ilmetileno
| ~ CN 40H | IB3 4-CN 1B-9
SN O~
R 4-Cl JB-4 4-F JB-11
@)
4-Br JB-5 2-Br JB-12
4-OCHs JB-6 2,6-Cl JB-13
4-OCF3 JB-7

4.1.2.3 3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-1)

@)
}N
S
@)

Figura 7 Estrutura quimica do composto LPSF/JB-1
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Para otimizar a sintese do LPSF/JB-1 foram realizados varios experimentos com

diferentes condi¢cdes reacionais, sendo as descritas abaixo aquelas que apresentaram 0s

melhores resultados.

Nessa reacdo foi utilizada uma propor¢do de 1:1,3:1 TZD/ Brometo de 3,5-

dimetilbenzila/Hidréxido de Potéssio. A TZD foi adicionada a um béquer contendo 100 mL de

acetonitrila, enquanto que o KOH foi adicionado a outro béquer contendo 50 mL de metanol.

Apos a completa dissolucdo de ambos as solugbes foram misturadas em um baldo de fundo

redondo de 250 mL e entdo foi mantida sob agitagdo constante por 40 minutos a temperatura

ambiente. Passado este tempo foi adicionado o brometo de 3,5-dimetilbenzila a solucdo e o

aquecimento foi iniciado, sendo a reagdo mantida a 60°C por 2 horas sob refluxo. Ao fim deste
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periodo a solucdo foi filtrada e levada ao Rotaevaporador para a completa retirada dos

solventes. Em seguida, foi realizada uma recristalizacdo com etanol a 60°C e os cristais foram

filtrados.

4.1.2.4 Derivados Tiazolidinicos (LPSF/ JBs)

Quadro 2 Estrutura geral dos derivados Tiazolidinicos 3,5-dissubistituidos com seus respectivos substituintes

R Cadigo R Cadigo
LPSF LPSF
4-CHs JB-2 4-CN JB-9
4-OH JB-3 4-F JB-11
4-Cl JB-4 2-Br JB-12
4-Br JB-5 2,6-Cl JB-13
4-OCHs JB-6 N(CHs3)2 JB-14
4-OCF3 JB-7 5-Br-1H- JB-20
indol
1H-indol JB-8

Para obtencdo dos compostos finais através da reagdo de adicdo de Michael, foram

diluidos em etanol quantidades equimolares de JB-1 e seus Esteres de Cope correspondentes,

utilizando como catalizador morfolina. A reacédo foi mantida a 60°C por 2-6 horas sob agitacao

constante e refluxo. Passado este periodo os cristais presentes no baldo foram filtrados e o

solvente foi mantido sob refrigeragéo para aumentar o rendimento. Os cristais foram purificados

através de lavagens sucessivas com etanol ou metanol. Contudo, os compostos LPSF/JB-14 e

LPSF/JB-20 ndo foram obtidos a partir da metodologia descrita anteriormente. Com isso, foi

realizada reacdo de condensacdo de Knoevenagel, onde o LPSF/JB-1 foi diluido em &cido

acetico (4ml/mmol) juntamente com a quantidade equimolar dos respectivos aldeidos. Em

seguida foi adicionado acetato de aménio (2eq) a solucdo, funcionando como promotor. Com
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isso, a reacdo foi mantida sob agitacdo a 110°C por 4h, sendo o produto cristalizado a 4°C e

purificado através de lavagens sucessivas com metanol.

4.1.3 Rotas de sintese

Para obter os derivados Tiazolidinicos foram realizadas 4 etapas reacionais. A primeira
delas foi a sintese do anel de tiazolidina-2,4-diona (TZD) através do processo de ciclizacédo
entre 0 acido monocloroacetico e a tioureia diluidos em agua. J& a segunda etapa consistiu da
substituicdo nucleofilica (N-alquilacdo) da TZD pelo brometo de 3,5-dimetilbenzila para formar
o0 intermediario 3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-1). Como terceira etapa
foi realizada uma condensacdo de Knoevenagel entre o cianoacetato de etila e os aldeidos
aromaticos substituidos para formacdo dos Esteres de Cope. Finalmente, os derivados
Tiazolidinicos foram obtidos através de uma adicio de Michael entre o LPSF/JB-1 e os Esteres
de Cope correspondentes. Em relagdo ao LPSF/JB-14 e LPSF/JB-20, ndo foi possivel obté-los
a partir da reacdo de adicdo de Michael, sendo necessario fazer uma reacdo alternativa de
Condensacao de Konevenagel utilizando os respectivos aldeidos aromaticos e o intermediario
LPSF/JB-1.

Esquema 1 Rota de sintese geral para obtengdo dos derivados tiazolidinicos LPSF/JBs

R Cddigo LPSF R Codigo LPSF
4-CH3 JB-2 1H-indol-3- JB-8
ilmetileno
4-OH JB-3 4-CN JB-9
4-Cl JB-4 4-F JB-11
4-Br JB-5 2-Br JB-12
4-OCHs JB-6 2,6-Cl JB-13

4-OCF3 JB-7
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4.1.4 Andlise estrutural
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Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono: Os solventes utilizados para diluir

0s compostos foram DMSO-d6 e CDCls em temperatura ambiente. Os principais picos

detectados foram oriundos de alcanos, alcenos e

anéis aromaticos, bem como de alguns

substituintes, tais como nitrila, metila, metoxila, hidroxila, trifluorometoxila e indol.

Espectrofotometria de Infravermelho (1V): Para a analise foram utilizadas pastilhas de KBr a

1%, sendo as principais bandas observadas referentes a: C=0 (posicdo 1 e 2 do nel

tiazolidinico), CHs, CH de alcano e CH de aromatico.



49

Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (GC-MS): O método utilizado

para a ioniza¢do dos compostos foi o Impacto de Elétrons (EI). O volume e a temperatura de
injecdo utilizados foi de 5-8 pL e 250-320°C, respectivamente. Para solubilizar os compostos
foi utilizado o solvente acetonitrila, sendo aplicado como tempo de corte do solvente o periodo

de 3 minutos.

Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE): A andlise foi realizada utilizando como fase

movel uma mistura, de concentracdes variaveis, de Acetonitrila (ACN) e Metanol (MeOH) e a

coluna C18 como fase estacionaria. O tempo de cada corrida foi de 20 minutos.

4.2 ENSAIOS BIOLOGICOS
4.2.1 Aspectos éticos

O projeto foi previamente aprovado pelo comité de ética em pesquisa em seres humanos
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE),
sob o registro 19646913.0.0000.5208, em nome da Prof. Dra Maira Galdino da Rocha Pitta, do

Departamento de Bioquimica.

4.2.2 Selecdo de voluntarios

Foram incluidos no estudo pacientes maiores de 18 anos que tiveram o diagnostico de
Gota confirmado de acordo com os critérios do American College of Rheumatology40 (ACR)
(Khanna et al., 2012) e sdo acompanhados regularmente no Ambulatério de Reumatologia do
Hospital das Clinicas (HC) -UFPE.

O grupo de comparacdo foi composto de voluntarios saudaveis maiores de 18 anos que
ndo apresentavam historia clinica ou diagndstico de gota e que, apo6s leitura e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), concordaram em participar do estudo.
Foram excluidos pacientes portadores de outra condicéo clinica que cause hiperuricemia, tais
como doencas mieloproliferativas, anemia hemolitica, psoriase, sarcoidose, insuficiéncia renal
aguda ou cronica, intoxicacdo alcodlica, cetoacidose diabética, acidose lactica, doenga por
depdsito de glicogénio tipo I, hipo e hiperparatireoidismo, hipotireoidismo, sedentarismo, jejum

prolongado ou ainda utilizagdo de drogas como salicilatos em baixas doses, diuréticos
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tiazidicos, penicilina e corticosterdides. Além desses, fumantes e individuos que tenham

ingerido alcool nas ultimas 72h também foram excluidos.

4.2.3 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada no Ambulatério de Reumatologia do HC-UFPE e no
Laboratorio de Imunomodulacéo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT) com autorizagdo
prévia dos voluntarios. Para isso, membros da equipe explicaram o objetivo do estudo e a
importancia da sua participacdo. Apoés a assinatura do TCLE foram coletados 27mL de sangue
em tubos de heparina de cada um dos voluntérios (n = 7) e pacientes (n=18).

4.2.4 1solamento das PBMCS

As Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMCs) foram obtidas através da
técnica de centrifugacao Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare) a 4509 por 45 min, aceleracao 4,
freio 0. Apos a formacéo do anel de PBMCs, este foi colhido e lavado duas vezes seguidas com
tampéo fosfato-salino (PBS) 1x nas seguintes condigdes: 350g por 20 min, aceleragéo 6, freio
4 na primeira lavagem; 350g por 15 min, aceleracéo 6, freio 4 na segunda lavagem. Terminadas
as lavagens, o sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi ressuspendido em meio
RPMI-1640 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco), HEPES 10 mM (Gibco) e
Penincilina e Estreptomicina 200 U/mL (Gibco) para realizacdo da contagem das células em

camara de Neubauer.

4.2.5 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de toxicidade dos LPSF/JBs foi realizado em PBMCs de voluntarios saudaveis
(n = 3) em triplicata. Apos a separacgdo, as células foram plaqueadas em placas de 96 pogos
(5x10° células/poco) e submetidas as seguintes condi¢des: 1-Células ndo tratada (Controle
negativo); 2-Célula + DMSO 0,1% (veiculo); 3-Célula + LPSF/JBs (10uM e 75uM). Em
seguida as células foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO; por 48h. Ap0s este periodo,
foram adicionados as células 20 puL de Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-

tetraz6lio (MTT), sendo, em seguida, devolvidas para a estufa por mais 3h. Entdo, foram
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adicionados 130 pL de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) a 20% e, apds 24h, a absorbancia foi
lida em uma leitora de placas (EIx808, Biotek, EUA) no comprimento de onda de 570 nm. A

viabilidade foi calculada a partir dos pocos tratados apenas com DMSO (0,1%).

4.2.6 Preparacéao dos cristais MSU

Para preparacéo de uma solucdo de MSU (0.03 M, pH 7.5), foi diluido 1g de &cido urico
(Sigma) em 200mL de agua conteno 40g de NaOH. O pH foi ajustado para 7,4 utilizando HCI
e a solucdo foi incubada a 60° por 18h. Apds este periodo a solucdo foi resfriada em temperature
ambiente e armazenada & 4°C para obtencao dos cristais MSU (5-25um).

4.2.7 Cultura para avaliacéo de citocinas

Apos a separagdo das PBMCs como descrito anteriormente, as células foram plaqueadas
em placas de 24 pogos (1x10° cel/mL) e cultivadas por 24h, utilizando como estimulo os cristais
MSU sintetizados e como farmacos de referéncia a Colchicina e o Metilpredinisolona (MP).
Com isso, as células foram submetidas as seguintes condicdes: tiveram sua atividade
imunomoduladora analisada os compostos LPSF/JB-6, 9, 11, 12 e 13 nas concentracgdes de 25,
50 e 75uM. Passado o tempo de cultura, as células foram centrifugadas por 1min a 450g,
aceleragdo 6 e freio 4 para coleta do sobrenadante, sendo mantido sob refrigeracdo (-80°C) até

a realizacdo da dosagem de citocinas pela técnica de ELISA sanduiche.

4.2.7 Dosagem de citocinas por ELISA

As citocinas presentes no sobrenadante de cultura dos pacientes foram dosadas através
da técnica de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) sanduiche, seguindo as instrucdes
descritas pelos fornecedores. As citocinas aqui dosadas forma IL-1f3 (BD Bioscience) e IL-6
(BD Bioscience), obedecendo seus respectivos limites de deteccdo (3,90-500pg/mL e 4,68-
600pg/mL).
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4.2.8 Andlise estatistica

Para os resultados de ELISA foi utilizado o software GraphPad Prism 6 para confec¢do dos
graficos e andlise estatistica. Primeiramente, a fim de avaliar a distribuicdo normal dos grupos
amostrais, foi realizado teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida foi
escolhido o teste t estatistico para dados ndo-paramétricos de Wilcoxon. Foi considerado como

estatisticamente significativo o valor de p > 0,05 e intervalo de confianca de 95%.
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5 RESULTADOS

5.1 SINTESE ORGANICA E CARACTERIZAC}AO ESTRUTURAL
5.1.1 Mecanismos de reacao

5.1.1.1 Primeira etapa reacional - Ciclizacao

A reagdo tem inicio quando os elétrons livres do enxofre da tiouréia ataca o carbono a do
acido cloroacético, liberando acido cloridrico, através de uma reacdo de substituicao
nucleofilica de segunda ordem (Sn2). Em seguida, o par de elétrons livres da amina atacam o
carbono do &cido carboxilico, que se encontra parcialmente positivo devido a ressonancia
presente neste grupo funcional, o que leva a ciclizacdo do anel. Entretanto, o Nitrogénio fica
com quatro ligacdes deixando-o com carga formal positiva, e para se estabilizar ele transfere
um dos seus prétons para 0 oxigénio que se encontra com carga formal negativa, formando uma
hidroxila. O meio acido faz com que a hidroxila seja facilmente protonada, havendo liberacédo
de 4gua e formacdo de uma carbonila na posicao 4 do anel. A formac&o da carbonila da posicao
2 se da devido a um rearranjo intramolecular que possibilita o0 ataque de uma molécula de agua
ao carbono 2 do anel, sendo liberada uma molécula de amodnia e outra de acido cloroacético ao

fim do processo (Esquema 2). Esta reagdo teve um rendimento de 82%.
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Esquema 2 Mecanismo de rea¢do hipotético de ciclizagdo para obtencéo da Tiazolidina-2,4-diona
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Fonte: Autor, 2017

5.1.1.2 Segunda etapa reacional — N-alquilacdo da Tiazolidina

Devido a presenca de um &tomo eletronegativo como o nitrogénio e dos efeitos de
ressonancia o anel de Tiazolidina-2,4-diona pode ser considerado um &cido fraco e, por isso,
pode reagir com haletos de alquila substituidos em solugdes béasicas formando sais.

As reacdes de N-alquilacdo representadas pelo Esquema 3 também consistem em
substituicfes nucleofilicas de segunda ordem (Sn2). Desta forma, para ter uma maior celeridade
e rendimento da reacdo é ideal utilizar um solvente aprotico para solubilizar os reagentes,
visando a sua ndo interferéncia na reacdo. O solvente aprético adotado foi a acetonitrila.
Contudo, o hidroxido de potassio ndo solubilizou neste solvente, sendo necessario utilizar um
pouco de metanol (solvente prético) para solubilizar a base e depois mistura-la coma TZD em
acetonitrila.

A reacdo entdo se inicia quando a base ataca o hidrogénio &cido da Tiazolidina-2,4-

diona deixando o nitrogénio com carga formal negativa, o que forma um sal de transi¢ao que é
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utilizado como nucleofilo forte. Este sal ataca o haleto de alquila formando o intermediéario

Tiazolidinico substituido na posi¢édo 3 e liberando brometo de potassio (KBr) como subproduto.

Esquema 3 Mecanismo de Reacdo hipotético de N-alquilagdo para obtencao do LPSF/JB-1

Fonte: Autor, 2017.

o
N
S\A\ 0 B -KBr t/\% o

5.1.1.3 Terceira etapa reacional — Condensacéo de Knoevenagel (LPSF/IPs)

A sintese dos Esteres de Cope € realizada através da reacéo entre um aldeido aromatico
e uma molécula de cianoacetato de etila, consistindo em uma condensacdo de Knoevenagel
descrita no Esquema 4.

O catalizador morfolina arranca um dos hidrogénios &cidos do cianoacetato de atila, que
se encontram parcialmente positivos devido a intensa ressonancia da molécula, gerando um
carbanion e liberando uma molécula de morfolina protonada. O carbanion, por sua vez, ataca o
carbono do aldeido que se encontra parcialmente positivo. A molécula formada apresenta um
atomo de oxigénio com carga formal negativa que ataca o hidrogénio da morfolina, formando
uma hidroxila. Em seguida, a morfolina ataca o hidrogénio acido da molécula permitindo a
formacdo de uma dupla ligacdo e a liberacdo de agua, devido ao ataque da hidroxila ao

hidrogénio da morfolina.
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Esquema 4 Mecanismo de reagéo hipotético de Condensacio de Knoevenagel obtencdo dos Esteres de Cope.

Fonte: Autor, 2017.

5.1.1.4 Quarta etapa reacional — Adicdo de Michael (LPSF/JBs)

O mecanismo de reacao dos derivados Tiazolidinicos se d& através de uma adigdo de
Michael, ou seja, uma reacao de adicdo entre um anion enolato (Tiazolidina esprotonada) e um
composto carbonilico a,f-insaturado (LPSF/IPs), catalisados pela morfolina (Esquema 5).

A reacdo comeca quando a morfolina ataca um dos hidrogénios da posicdo 5 da
tiazolidina, formando um carbénion que logo ataca o carbono B dos LPSF/IPs, que se encontra
parcialmente positivo devido a forte ressonancia da molécula, seguida da liberacdo da por¢édo

cianoacrilato e formacdo dos derivados tiazolidinicos.



Esquema 5 Mecanismo de reagdo hipotético de Adi¢do de Michael para obtencéo dos LPSF/JBs.
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Fonte: Autor, 2017.

5.1.1.5 Terceira etapa reacional (Alternativa) — Condensacdo (LPSF/JBs)

Devido a grande dificuldade de obtencdo do LPSF/JB-14 e LPSF/JB-20 através da reacédo
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de adicdo de Michael, foi utilizada uma reacdo de condensacdo alternativa, onde o solvente

utilizado foi o acido acético glacial e no lugar do catalizador morfolina foi utilizado acetato de

amoénio como promotor. O mecanismo de reacdo € 0 mesmo que a metodologia aplicada para

obtencdo dos LPSF/IPs e segue como ilustrado na Esquema 6.
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Esquema 6 Mecanismo de reacgdo hipotético da Condensacdo alternativa para obtengdo do LPSF/JBs-
14 e LPSF/JB-20.

0]
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N

Fonte: Autor, 2017.

5.1.2 Caracterizagéao estrutural

Todos os compostos sintetizados tiveram sua estrutura quimica caracterizada através
das técnicas de Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrdmetro de Massas (GC-MS),
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono (RMN H e 3C) e
Espectrofotometria de Infravermelho (IVV). Com o auxilio do GC-MS foi possivel verificar a
massa e a pureza dos compostos, com excec¢do do JB-3, que devido ao seu alto ponto de ebulicdo
ndo conseguiu ser detectado pelo equipamento. Com isso, o grau de pureza dos compostos foi
confirmado atraves da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (tabela 2).

As caracteristicas fisico-quimicas dos produtos sintetizados foram listadas abaixo na Tabela 2.



Tabela 2 Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos LPSF/JBs sintetizados
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Produto F.M PM Rdt(%) Prz(%) Pf(°C) Rf logP Cor
JB-1 Ci2H1sNO,S 23530 59,45 100 106,8°C 0,73 2,66  Branca
JB-2 C20H19NO2S 337,11 70,33 97,42  175,6°C 0,88 4,92 Branca
JB-3 C19H17NO3S 339,09 51,87 99,75 261,0°C 0,61 4,04  Amarela
JB-4 C1oH16CINO2S = 357,06 97,90 100 218,7°C 0,88 4,99 Branca
JB-5 CioH1sBrNO,S 401,01 76,90 98,25 219,2°C 0,88 526  Branca
JB-6 C20H19NO3S 353,11 64,44 100 145,8°C 0,77 4,31  Amarela
JB-7 CaoH16FsNOsS 407,08 76,40 100 185,3°C 0,93 596  Branca
JB-8 CaiH1N20,S | 362,11 = 23,37 100 259,0°C = 0,70 3,97 Amarela
JB-9 CooH1sN20,S 348,09 89,19 100  202,6°C 0,90 4,47 Branca
JB-11 CioH16FNO2S | 341,09 66,75 100 198,1°C = 0,91 4,59  Amarela
JB-12  CiHisBrNO,S 401,01 48,03 100 1184°C 0,87 526  Branca
JB-13 C19H15CIbNO.S | 391,02 65,78 100 152,6°C 0,91 5,55 Branca
JB-14 C21H2N.0,S 366,14 31,62 98 179,4°C 0,8 4,72 Laranja
JB-20  CiH17BrN,O>S 441,34 30,9 100 240°C 0,5 48  Amarela

5.1.3 Anélise Estrutural
5.1.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN*H)

A Ressonancia Magnética Nuclear é a principal técnica utilizada para caracterizacao

estrutural, uma vez que através de um campo magnético e pulsos de ondas de radio pode-se,

por exemplo, detectar quantos hidrogénios hd em uma determinada molécula e qual a sua

localizacdo, além de informar quais os tipos de carbono nela presentes. Para isso, basta variar

a frequéncia das ondas de radio utilizadas. Com esta variacdo de frequéncia, a faixa de

deslocamento quimico na deteccdo de um elemento para outro também varia, sendo a do

hidrogénio de 0-10 partes por milhdo (ppm).

No caso dos JBs, 0 CH; ligado ao Nitrogénio da Tiazolidina, como ndo contém nenhuma

instauracdo, foi observado abaixo de 5 ppm. Apresentando-se em forma de simpleto em 4,58

ppm (f) no intermediario (LPSF/JB-1) ou na faixa de 4,74-4,83 ppm (f) nos compostos finais
(LPSF/JBs).
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O intermediario LPSF/JB-1 exibiu um simpleto em 2,23 ppm contendo 6 hidrogénios,
0 que indica a presenca de 2 metilas (a) mais desblindadas que o normal devido a sua ligacédo a
um anel aromatico. Um sinal caracteristico desta molécula foi o simpleto contendo dois
hidrogénios (CH2) com deslocamento quimico de 4,28 ppm (i), representando os hidrogénios
da posicédo 5 da Tiazolidina. Este sinal ndo se repete nos compostos finais, uma vez que estes
sdo Tiazolidinas-3,5-substituidas. Dois simpletos, referentes aos hidrogénios do anel aromatico
oriundo da N-alquilacdo, se repetem em todas as moléculas. O simpleto com um hidrogénio na
posi¢ao “b” se apresentou em 6,91 ppm, enquanto aquele que continha 2 hidrogénios na posi¢éo
“d” apresentou deslocamento quimico de 6,85 ppm no LPSF/JB-1 e entre 6,9-7,08 ppm nos
LPSF/JBs.

Apos a realizacdo da adicdo de Michael foi possivel detectar um sinal caracteristico do
metileno (CH=C) com deslocamento quimico na faixa de 7,8-8,2 ppm, variando de acordo com
o substituinte. Também foi possivel observar sinais referentes a alguns substituintes, tais como:
metila (simpleto de 3H na faixa de 2,41 ppm), amina secundaria aromatica (simpleto de 1H na
faixa de 12,32 ppm), hidroxila (simpleto de 1H na faixa de 10,34 ppm), dimetilamina (simpleto
de 6H na faixa de 3,04 ppm) e metoxila (simpleto de 3H na faixa de 3,83 ppm).

Em relacdo aos hidrogénios do anel benzilico, estes ndo foram detectados em uma faixa
fixa devido a influéncia dos diferentes substituintes. Aquelas moléculas com substituintes na
posicdo 4 do anel benzilico em geral apresentaram dois dupletos com 2 hidrogénios cada,
variando a faixa de deslocamento quimico de 7,11-7,98 ppm. A molécula que tem a nitrila como
substituinte tem esses hidrogénios mais desblindados devido ao efeito fortemente retirador de
elétrons que ela exerce por efeito indutivo (I") e mesomérico (M"), o que desativa o anel. Ja os
compostos com substituintes nas posi¢des 2 ou 2 e 6 do anel apresentaram dupletos e tripletos

(ou multipletos) caracteristicos destas moléculas, se apresentando na faixa de 7,26-7,86 ppm.
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Figura 8 Estruturas de ressonancia da Benzonitrila, demonstrando o motivo do grupamento Nitrila ser considerado

um forte grupo retirador de elétrons.
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5.1.3.2 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN*C)

A faixa de deslocamento quimico do RMN*C é um pouco diferente da faixa utilizada
pelo RMNH, variando de 0-200 ppm. Mas assim como no RMN*H, geralmente aqueles atomos
gue ndo apresentam insaturagdes se mantem abaixo da metade desta faixa, neste caso, abaixo
de 100 ppm. O CH> ligado ao Nitrogénio da tiazolidina se apresentou na faixa de 44-45 ppm

(f) e se repetiu em todas as moléculas.

Em relacdo ao LPSF/JB-1 foi possivel detectar o sinal caracteristico das metilas (CHz)
(@) na faixa de 20,21 ppm e o sinal caracteristico desta molécula referente ao CH> da posicao 5
ainda ndo substituido, que se apresentou na faixa de 33,99 ppm (i). Além disso, foi possivel
verificar as carbonilas das amidas da Tiazolidina que se apresentaram na faixa de 171,90 ppm
(9) e 172,29 ppm (h), demonstrando-se mais blindadas nos compostos finais, onde aparecem

proximas de 166 ppm (g) e 167 ppm (h).

No que diz respeito aos compostos finais, 0 CH (j) de alceno caracteristico das
moléculas ndo apresentou uma faixa de deslocamento quimico fixa, variando de 129-161 ppm,
de acordo com o substituinte. O carbono quaternario da posicdo 5 da Tiazolidina (i) também

apresentou uma certa variacao, ficando entre 120-151 ppm.

Alguns substituintes também foram identificados através desta técnica, tais como:
metila (21,54 ppm), dimetilamina (39,97 pmm), metoxila (55,50 ppm), trifluorometoxila
(122,55 ppm), nitrila (118,33 ppm) e o indol, que possui oito tipos de carbonos.



62

5.1.3.3 Espectrofotometria de Infravermelho (1V)

A identificacdo de grupos funcionais especificos de certas moléculas é de grande
importancia para ajudar na comprovagdo da sua estrutura quimica, e uma técnica que
desempenha um papel fundamental nesta area é a Espectrofotometria de Infravermelho (1V).
Através dela é possivel identificar padrdes de absorcdo que apenas alguns grupos quimicos

apresentam, bem como a intensidade das suas bandas.

Desta forma foi possivel identificar algumas bandas caracteristicas dos derivados
tiazolidinicos, sendo algumas delas especificas de uma Unica molécula devido ao seu
substituinte. As carbonilas do anel tiazolidinico, por exemplo, estdo presentes em todos 0s
compostos sintetizados apresentando deformacéo axial na regido de 1750-1700 cm™, uma
regido caracteristica de ligacdo C=0 de lactamas de cinco 4&tomos, correspondendo a carbonila
da posicao 2. As bandas proximas de 1690 sdo correspondentes a carbonila da posicéo 4, ligada
a um enxofre. Outra banda bastante presente & a das metilas, que apesar de poder apresentar
deformacéo tanto axial quanto angular simétrica ou assimétrica, a banda de deformacao angular

simétrica foi mais evidente, se apresentando préximo de 1375 cm™* (SILVERSTEIN, 2010).

A banda dos metilenos apareceu em alguns espectros, sendo sobreposta por bandas mais
fortes em outros, absorvendo na regio proxima a 1465 cm™ Da mesma forma, alguns espectros
apresentaram duas bandas entre 1600-1500 cm™ referente a ao sistema de alcenos conjugados
(SILVERSTEIN, 2010). Ja a ligacdo C-N, referente a N-alquilagdo da Tiazolidina, foi
observada em todos os espectros absorvendo entre 1250-1020 cm™, enquanto que as bandas
caracteristicas de CH de aromaticos absorveram na regido de 900-650 cm™ (deformagao angular
fora do plano) e de 3100-3000 cm™ (deformagcéo axial) (SILVERSTEIN, 2010). As bandas de
deformacéo angular fora do plano sdo de grande importancia, pois através delas podemos saber
0 tipo de substituicdo do anel. Aqueles compostos que apresentaram bandas proximas de 690,
780 e 880 cm™ eram meta-substituidos; ja aqueles com bandas proximas de 750 cm™ ou entre

800-850 cm™ eram orto ou para-substituidos, respectivamente (PAVIA, 2012).

Algumas moléculas apresentaram bandas especificas, tais como: a nitrila aromatica
(LPSF/IB-9), que absorve na regido de 2240-2222 cm™; o clorobenzil (LPSF/JB-4 e LPSF/JB-
13), que por estar ligado a um anel aromatico absorve entre 1100-1035 cm™; o fluoreto de arila
(LPSF/JB-11), ja que se que trata de um anel monofluorado, absorve na regido proxima de 1230

cm?; a trifluorometoxila (LPSF/JB-7), que por apresentar trés atomos de flior ligados ao
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mesmo carbono absorve fortemente na regido de 1350-1120 cm™; a hidroxila do fenol
(LPSF/JB-3), absorvendo em 3550-3200 cm™; O bromobenzil (LPSF/JB-5, LPSF/JB-12 e
LPSF/JB-20), que apresenta estiramento forte entre 1075-1030 cm™; e a amina do indol
(LPSF/JB-8 e LPSF/JB-20), que absorve na regifo de 3500-3220 cm™ (SILVERSTEIN, 2010;
PAVIA, 2012). Contudo, mesmo sendo possivel verificar bandas referentes aos haletos de arila
através desta técnica, ainda se faz necessario lancar mdo da espectroscopia de massas para

confirmacéo desses dados, uma vez que outros sinais podem aparecer nas mesmas regioes.

5.1.3.4 Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrémetro de Massas (GC-MS)

A Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (GC-MS) é uma técnica
bastante Gtil na identificacdo do grau de pureza dos compostos sintetizados e, principalmente,
na comprovacao dos seus respectivos pesos moleculares. Além disso, pode-se identificar alguns
elementos que compde essas moléculas correlacionando a presenca e a intensidade dos picos

dos is6topos com a sua disponibilidade relativa no meio ambiente.

Desta forma, foi possivel identificar a Massa Molecular (MM) de todos os compostos
sintetizados, com excecdo do LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20, que por exibir pontos de ebuli¢do (P.E)
muito altos ndo conseguiram entrar na fase gasosa e, consequentemente, serem detectados pelo
equipamento. Todos 0os compostos atingiram um grau de pureza satisfatorio (>95%), estando a
maioria deles com 100% de pureza (tabela 5). Em decorréncia do problema com a andlise do
LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20, a pureza destes compostos foi verificada através da técnica de
CLAE.

Em relacdo aos compostos bromados ou clorados foi possivel identificar tais
elementos na sua estrutura quimica devido a presenca dos picos referentes aos is6topos 8'Br e
37Cl, que dispde de 98% e 32,5%, respectivamente, de abundancia relativa e por isso seus picos

se apresentaram proporcionais a essas porcentagens.

Uma vez que foi utilizada a técnica de Impacto de Elétrons como método de ionizacao
das moléculas, foi possivel avaliar seus respectivos padrdes de fragmentagdo. Os principais
picos identificados foram oriundos da formacdo do ion tropilio dimetil-substituido (mais

estavel) e do ion tropilio tradicional. Além destes, picos referentes ao ion formado pela
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clivagem o e B das ligagdes do enxofre da tiazolidina também exibiram picos de intensidade

consideravel, chegando a se apresentar como pico base em alguns espectros.

5.1.3.5 Caracterizacdo Estrutural Individual
3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-1)

(@] FM: C12H13NO2S
CH, MM: 235,3g/mol

h
N
g C
S PF: 106,8 °C
0 b

Rdt: 60%

HsC
Rf: 0,73 (n-Hexano/AcOet 7:3)
Cor: Branca

NMRH (300 MHz, 6 ppm, DMSO-d6)

NMRH (300 MHz, 5 ppm, DMSO-d6): & 2,23 (s, 6H, -CH3) (a), 4,27 (s, 2H, -CH2) (i), 4,58 (s,
2H, -CHy) (f), 6,85 (s, 2H, ArH) (d), 6,91 (s, 1H, ArH) (b).

NMRC (75 MHz, 6 ppm, DMSO-d6)

NMR*C (75 MHz, § ppm, DMSO0-d6): § 20,83 (CHs) (a), 33,99 (CHy) (i), 44,23 (CHz) (f),
125,29 (CH) (d), 129,06 (CH) (b), 135,47 (C4, Ar) (c), 137,57 (C4, Ar) (e), 171,90 (C4, C=0)
(9), 172,29 (C4, C=0) (h).

v

IV (KBr, cm™): 1751 (C(=0)-N), 1683 (C(=0)-S), 1467 (CH,), 1377 (CH3), 1221 (C-N), 1147
(N-C(=0)-S), 852, 789, 663 (m-CH-Ar Angular).

GC-MS
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GC-MS (El, m/z): 235 (M*), 160 (100%), 132 (30,6%), 119 (48,6%), 91 (25%).

3-(3,5-dimetilbenzil)-5-(4-metilbenzilideno)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-2)

FM: C2oH1gNO,S

e d
CH; @ MM: 337,44g/mol
c
PF:175,6 °C
b
Rdt: 70,33%
HsC

Rf: 0,88 (n-Hexano/AcOet 7:3)
Cor: Branca
NMRH (300 MHz, § ppm, CDCls)

NMRH (300 MHz, 8 ppm, CDCls): & 2,30 (s, 6H, -CHs), (a), 2,41 (s, 2H, -CHs), (0), 4,83 (s,
2H, -CHy) (f), 6,94 (s, 1H, ArH) (b), 7,05 (s, 2H, ArH) (d), 7,27 (d, 2H, J= 7,5 Hz, ArH) (m),
7.4 (d, 2H, J= 8,4 Hz, ArH) (1), 7,89 (s, 1H, -CH) (j).

NMRXC (75 MHz,  ppm, CDCL)

NMRC (75 MHz, 5 ppm, CDCls): § 21,21 (CH) (a), 21,54 (CHs) (0), 44,46 (CHy) (f), 120,28
(C4, C=C) (i), 126,50 (CH, Ar) (d), 129,83 (CH, Ar) (b), 129,93 (CH, Ar) (m), 130,26 (CH) (1),
130,49 (C4, Ar) (K), 134,03 (C4, Ar) (n), 135,01 (C4, Ar) (c), 138,29 (C4, Ar) (e), 141,23 (CH,
C=C) (j), 166,29 (C4, C=0) (g), 167,9 (C4, C=0) (h).

v

IV (KBr, cm™): 3013 (CH-Ar Axial), 1735 (C(=0)N), 1673 (C(=0)S), 1380 (CHs), 1222 (C-
N), 1150 (N-C(=0)-S), 860 (p-CH-Ar Angular), 814, 746, 687 (m-CH-Ar Angular).
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GC-MS
GC-MS (EI, m/z): 337 (M*), 119 (100%), 148 (78%), 91 (22%).

3-(3,5-dimetilbenzil)-5-(4-hidroxibenzilideno)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-3)

FM: C1gH17NO3S

e d
CH; @ MM: 339,41g/mol
C
PF: 261,0 °C
b
Rdt: 51,87%
HaC
Y Rf: 0,61 (n-Hexano/AcOet 7:3)

Cor: Amarela
NMRH (300 MHz, 6 ppm, DMSO-d6)

NMRH (300 MHz, & ppm, DMSO-d6): & 2,22 (s, 6H, -CH3), (a), 4,72 (s, 2H, -CH>) (f), 6,85-
6,94 (m, 5H, ArH) (b, d, m), 7,48 (dd, 2H, J= 12 Hz, j= 3Hz, ArH) (), 7,85 (s, 1H, -CH) (j),
10,34 (s,1H, -OH) (o).

NMRC (75 MHz, 6 ppm, DMSO-d6)

NMRC (75 MHz, § ppm, DMSO-d6): & 20,83 (CHs) (a), 44,46 (CHy) (f), 116,41 (CH, Ar)
(m), 123,81 (C4, C=C) (i), 125,28 (CH, Ar) (d), 129,16 (CH, Ar) (b), 132,65 (CH, Ar) (I),
133,92 (C4, Ar) (k, n), 135,47 (C4, Ar) (c), 137,69 (C4, Ar) (e), 160,22 (CH, C=C) (j), 165,67
(C4, C=0) (g), 167,40 (C4, C=0) (h).

v

IV (KBr, cm™): 3364 (OH-Ar), 1731 (N-C(=0)), 1666 (C(=0)-S), 1583, 1515 (CH-Ar no
plano), 1381 (CHs), 1220 (C-N), 1145 (N-C(=0)-S), 826 (p-CH-Ar angular), 903, 745, 696
(m-CH-Ar angular).
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5-(4-clorobenzilideno)-3-(3,5-dimetilbenziltiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-4)

FM: C19H16CINO2,S

d
c CHy a MM: 357,85g/mol
PF: 218,7 °C
b
Rdt: 97,9%
H4C

Rf: 0,88 (n-Hexano/AcOet 7:3)
Cor: Branca
NMRH (300 MHz, § ppm, CDCls)

NMRH (300 MHz, § ppm, CDCls): § 2,3 (s, 6H, -CHs) (), 4,82 (s, 2H, -CHy) (f), 6,93 (s, 1H,
ArH) (b), 7,03 (s, 2H, ArH) (d), 7,43 (s, 4H, ArH) (I, m), 7,84 (s, 1H, -CH) (j).

NMRXC (75 MHz, 8 ppm, CDCl3)

NMRC (75 MHz, § ppm, CDCls): § 21,21 (CHa) (a), 45,31 (CHy) (f), 122,16 (C4, C=C) (i),
126,52 (CH, Ar) (d), 129,51 (CH, Ar) (b), 129,92 (CH, Ar) (I), 131, 24 (CH, Ar) (m), 131,70
(C4, Ar) (K), 132,37 (C4, Ar) (c), 134,82 (e), 136,59 (C4, Ar) (n), 138,33 (CH, C=C) (j), 165,98
(C4, C=0) (g), 167,32 (C4, C=0) (h).

v

IV (KBr, cm™): 3015 (CH-Ar Axial), 1737 (C(=0)-N), 1675 (C(=0)-S), 1218 (C-N), 1149
(N-C(=0)-S), 1084 (CI-Ar), 833 (p-CH-Ar angular), 856, 744, 687 (m-CH-Ar angular).
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GC-MS
GC-MS (El, m/z): 357 (M), 119 (100%), 359 (8%), 170 (10%), 168 (28%), 91 (12%).

5-(4-bromobenzilideno)-3-(3,5-dimetilbenziltiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-5)

FM: C1gH16BrNO2S

d
¢ CHs @ MM: 402,3g/mol
PF: 219,2°C
b
Rdt: 76,9%
H;C

Rf: 0,88 (n-Hexano/AcOet 7:3)
Cor: Branca
NMRH (300 MHz, 6 ppm, CDCls)

NMRH (300 MHz, § ppm, CDCls): § 2,3 (s, 6H, -CHs) (), 4,83 (s, 2H, -CH>) (f), 6,94 (s, 1H,
ArH) (b), 7,04 (s, 2H, ArH) (d), 7,35 (d,2H, J= 9Hz, ArH) (I), 7,6 (d, 2H, J= 9Hz, ArH) (m),
7,83 (s, 1H, -CH) (j).

NMRXC (75 MHz, 8 ppm, CDCl3)

NMRC (75 MHz, & ppm, CDCls): § 21,21 (CHs) (a), 45,22 (CHy) (f), 122,33 (C4, C=C) (i),
125,01 (C4, Ar) (n), 126,53 (CH, Ar) (d), 129,92 (CH, Ar) (b), 131,38 (CH, Ar) (1), 132,11 (C4,
A (c), 132,43 (C4, Ar) (K), 132,48 (m), 134, 81 (C4, Ar) (e), 138,33 (CH, C=C) (j), 165,97
(C4, C=0) (g), 167,27 (C4, C=0) (h).

v

IV (KBr, cm™): 3015 (CH-Ar axial), 1737 (C(=0)-N), 1675 (C(=0)-S), 1486 (CH,), 1378
(CH3), 1220 (C-N), 1073 (Br-Ar), 831 (p-CH-Ar Angular), 854, 744, 686(m-CH-Ar Angular).

GC-MS
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GC-MS (El, m/z): 403 (M*),119 (100%), 401 (15%), 214 (17%), 212 (17%), 91, (11%), 89
(11%).

3-(3,5-dimetilbenzil)-5-(4-metoxibenzilideno)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-6)

FM: Cy0H1gNO3S

e d
CH; @ MM: 353,43g/mol
PF: 145,8°C
b
Rdt: 64,4%
HsC

Rf: 0,77 (n-Hexano/AcOet 7:3)
Cor: Amarela
NMRH (300 MHz, 6 ppm, DMSO-d6)

NMRH (300 MHz, 5 ppm, DMSO-d6): & 2,24 (s, 6H, -CHs) (a), 3,83 (s, 3H, -OCHs) (0), 4,74
(s, 2H, -CH2) (f), 6,9 (s, 2H, ArH) (d), 6,92 (s, 1H, ArH) (b), 7,11 (d), 2H, J= 9 Hz, ArH) (m),
7,6 (d, 2H, J= 8,7 Hz, ArH) (1), 7,93 (s, 1H, -CH) (j).

NMR®C (75 MHz, 6 ppm, DMSO-d6)

NMRC (75 MHz, § ppm, DMSO-d6): § 20,83 (CHs) (a), 44,51 (CH>) (f), 55,50 (OCHs) (0),
114,99 (CH, Ar) (m), 117,78 (C4, Ar) (k), 125,27 (C4, C=C) (i), 125,38 (CH, Ar) (d), 129,18
(CH, Ar) (b), 132,32 (C4, Ar) (c), 133,46 (CH, Ar) (1), 135,42 (C4, Ar) (e) 137,7 (C4, Ar) (n),
161,23 (CH, C=C) (j), 165,61 (C4, C=0) (g), 167,33 (C4, C=0) (h).

v

IV (KB, cm%): 3005 (CH-Ar Axial), 1735 (C(=0)-N), 1675 (C-(=0)-S), 1373 (CHs), 830 (p-
CH-Ar), 749, 682 (m-CH-A).
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GC-MS
GC-MS (EIl, m/z): 353 (M*), 164 (100%), 149 (34%), 119 (99%), 91 (18%).
3-(3,5-dimetilbenzil)-5-(4-(trifluorometoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-7)

FM: C20H16N20>S

e d
CH; @ MM: 407,41g/mol
C
PF: 185,3°C
b
Rdt: 76,4%
HsC

Rf: 0,93 (n-Hexano/AcOet 7:3)
Cor: Branca
NMR!H (300 MHz, 6 ppm, CDCls)

NMRH (300 MHz, § ppm, CDCls): § 2,3 (s, 6H, -CHs) (), 4,83 (s, 2H, -CH>) (f), 6,59 (s, 1H,
ArH) (b), 7,03 (s, 2H, ArH) (d), 7,3 (d, 2H, J= 9 Hz, ArH) (m), 7,52 (d, 2H, J= 9 Hz, ArH) (1),
7,87 (s, 1H, -CH) (j).

NMR®C (75 MHz, $ ppm, CDCls)

NMRC (75 MHz, & ppm, CDCls): 8 21,22 (CHs) (a), 45,36 (CH,) (), 118,59 (CH, ArH) (m),
121,29 (C4, C=C) (i), 122,55 (C4, OCFs) (0), 126,56 (CH, Ar) (d), 129,97 (CH, Ar) (b), 131,67
(C4, Ar) (c), 131,76 (CH, Ar) (1), 132,03 (C4, Ar) (K), 134,081 (C4, Ar) (e), 138,38 (C4, Ar)
(n), 150,27 (CH, C=C) (j), 165,97 (C4, C=0) (g), 167,29 (C4, C=0) (h).

v

IV (KBr, cm™): 3016 (CH-Ar Axial), 1737 (C(=0)-N), 1674 (C(=0)-S), 1380 (CHs), 1272
(CFg), 1148 (N-C(=0)-S), 829 (p-CH-Ar Angular), 859, 747, 686 (m-CH-Ar Angular).

GC-MS

GC-MS (El, m/z): 407 (M), 119 (100%), 218 (29%), 91 (12%).
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5-((1H-indol-3-il)metileno)-3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-8)

FM: C21H1gF3sNO3S
MM: 362,44g/mol

PF: 259,0°C

Rdt: 23,37%

Rf: 0,70 (n-Hexano/AcOet 7:3)
Cor: Amarela

NMRH (300 MHz, 6 ppm, DMSO-d6)

NMRH (300 MHz, § ppm, DMSO-d6): & 2,23 (s, 6H, -CHs) (a), 4,74 (s, 2H, CHy) (f), 6,91 (s,
3H, ArH) (b, d), 7,17 - 7,28 (m, 2H, ArH) (q, 1), 7,51 (d, 1H, J= 7,5 Hz, ArH) (s), 7,81 (s, 1H,
ArH) (1), 7,91 (d, 1H, J= 7,2 Hz, ArH) (0), 8,21 (s, 1H, -CH) (j), 12,21 (s, 1H, -NH) (m).

NMR®C (75 MHz, 8 ppm, DMSO-d6)

NMRC (75 MHz, § ppm, DMSO-d6): & 20,83 (CHs) (a), 40,41 (CHy) (f), 110,43 (C4, Ar) (),
112,44 (CH, Ar) (1), 113,44 (C4, Ar) (0), 118,39 (CH, Ar) (q), 121,18 (CH, Ar) (r), 123,15 (CH,
Ar) (p), 125,30 (CH, Ar) (d), 126,14 (CH, Ar) (s), 126,79 (C4, C=C) (i), 129,12 (CH, C=C) (j),
129,16 (CH, Ar) (b), 135,69 (C4, Ar) (c), 136,23 (C4, Ar) (K), 137,68 (C4, Ar) (e), 165,40 (C4,
C=0) (g), 167,20 (C4, C=0) (h).

v

IV (KBr, cm™): 3314 (NH), 3003 (CH-Ar Axial), 1722 (C(=0)-N), 1655 (C(=0)-S), 1379
(CHa), 1144 (N-C(=0)-S), 820 (p-CH-Ar Angular), 846, 741, 665 (m-CH-Ar Angular).

GC-MS
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GC-MS (El, m/z): 362 (M*), 173 (100%), 129 (19%), 119 (48%), 91 (17%).

4-((3-(3,5-dimetilbenzil)-2,4-dioxotiazolidina-5-ilideno)metil)benzonitrila (LPSF/JB-9)

FM: CooH16N20,S
MM: 348,42g/mol
PF: 202,6°C

Rdt: 89,19%

Rf: 0,9 (n-Hexano/AcOet 7:3)
Cor: Branca
NMRH (300 MHz, 6 ppm, DMSO-d6)

NMRH (300 MHz, & ppm, DMSO-d6): 3 2,23 (s, 6H, -CHs) (a), 4,75 (s, 2H, -CHy) (), 6,91
(s, 2H, ArH) (d), 6,92 (s, 1H, ArH) (b), 7,80 (d, 2H, J= 9Hz, ArH) (1), 7,98 (s, 1H, -CH) (j),
8,01 (d, 2H, J= 3 Hz, ArH) (m).

NMRC (75 MHz, 6 ppm, DMSO-d6)

NMRC (75 MHz, § ppm, DMSO-d6): § 20,84 (CHs) (a), 44,79 (CH;) (f), 112,28 (C4, Ar) (n),
118,33 (C4, C=N) (0), 124,85 (C4, C=C) (i), 125,32 (CH, Ar) (d), 129,24 (CH, Ar) (b), 130,53
(CH, Ar) (1), 131,25 (CH, Ar) (m), 133,06 (CH, C=C) (j), 135,15 (C4, Ar) (c), 137,38 (C4, Ar)
(k), 137,74 (C4, Ar) (e), 165,28 (C4, C=0) (g), 166,86 (C4, C=0) (h).

v

IV (KBr, cm™): 3017 (CH-Ar Axial), 2232 (C=N), 1740 (C(=0)-N), 1678 (C(=0)-S), 1343
(CHz3), 1149 (N-C(=0)-S), 828 (p-CH-Ar Angular), 859, 747, 687 (m-CH-Ar Angular).

GC-MS
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GC-MS (El, m/z): 348 (M*), 119 (100%), 159 (24%), 91 (15%).

3-(3,5-dimetilbenzil)-5-(4-fluorobenzilideno)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-11)

FM: C19H16FNO>,S

d
c CH, @ MM: 341,40g/mol
PF: 198,1°C
b
Rdt: 66,75%
H;C

Rf: 0,91 (n-Hexano/AcOet 7:3)
Cor: Amarela
NMRH (300 MHz, 6 ppm, CDCls)

NMRH (300 MHz, § ppm, CDCls): § 2,3 (s, 6H, -CHs) (), 4,82 (s, 2H, -CHy) (f), 6,93 (s, 1H,
ArH) (b), 7,03 (s, 2H, ArH) (d),7,47-7,51 (m, 2H, ArH) (m), 7,13-7,19 (m, 2H, ArH) (1), 7,86
(s, 1H, -CH) (j).

NMRXC (75 MHz, 8 ppm, CDCl3)

NMRXC (75 MHz, 5 ppm, CDCls): § 21,21 (CHs) (a), 45,24 (CHy) (), 126,53 (CH, Ar) (d),
138,33 (C4, Ar) (e), 161,94 (CH, C=C) (j), 165,29 (C4, Ar) (n), 166,08 (C4, C=) (g), 167,50
(C4, C=0) (h).

v

IV (KBr, cm™): 3016 (CH-Ar Axial), 1736 (C(=0)-N), 1679 (C(=0)-S), 1379 (CHs), 1290 (F-
Ar), 1149 (N-C(=0)-S), 833 (p-CH-Ar Angular), 862, 740, 687 (m-CH-Ar Angular).



74

GC-MS
GC-MS (El, m/z): 341 (M), 119 (100%), 152 (47%), 91 (13%).

5-(2-bromobenzilideno)-3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-12)

FM: C1gH16BrNO2S

e CH; a MM: 402,30g/mol

(@]

PF: 118,4°C

Rdt: 48,06%
H;C

Rf: 0,87 (n-Hexano/AcOet 7:3)
Cor: Branca
NMRH (300 MHz, § ppm, CDCls)

NMRH (300 MHz, 5 ppm, CDCls): 8 2,3 (s, 6H, -CHs) (a), 4,83 (s, 2H, -CHy) (f), 6,95 (s, 1H,
ArH) (b), 7,05 (s, 2H, ArH) (d), 7,26 (t, 1H, J= 15,3 Hz, j= 7,5 Hz, ArH) (n), 7,40 (t, 1H, J=
15,3 Hz, j= 8,4 Hz, ArH) (m), 7,5 (d, 1H, J= 8,1 Hz, ArH) (I), 7,67 (d, 1H, J= 8,1 Hz, ArH) (0),
8,18 (s, 1H, -CH) (j).

NMR®C (75 MHz, & ppm, CDCls)

NMRC (75 MHz, § ppm, CDCls): § 21,21 (CHs) (a), 45,44 (CHy) (), 124,64 (CH, Ar) (n),
126,23 (C4, C=C) (i), 126,65 (CH, Ar) (d), 127,83 (CH, Ar) (I), 129,00 (C4, Ar) (p), 129,95
(CH, Ar) (b), 131,39 (CH, Ar) (m), 132,65 (CH, Ar) (0), 133,51 (C4, Ar) (k), 133,70 (C4, Ar)
(), 134,79 (C4, Ar) (e), 138,35 (CH, C=C) (j), 165,54 (C4, C=0) (g), 167,56 (C4, C=0) (h).

v

IV (KBr, cm™): 3033 (CH-Ar Axial), 1738 (C(=0)-N), 1691 (C(=0)-S), 1376 (CHs), 1146
(N-C(=0)-S), 1066 (Br-Ar), 755 (0-CH-Ar Angular), 855, 713, 656 (m-CH-Ar Angular).
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GC-MS
GC-MS (EI, m/z): 403 (M*),119 (100%), 401 (9%), 322 (30%), 214 (10%), 212 (10%).

5-(2,6-diclorobenzilideno)-3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-13)

FM: C19H15CIoNO2S

c CH; a MM: 392,30g/mol

(@]

PF: 152,6°C

: 0
HaC Rdt: 65,78%

Rf: 0,91 (n-Hexano/AcOet 7:3)
Cor: Branca
NMRH (300 MHz, § ppm, CDCls)

NMRH (300 MHz, § ppm, CDCls): & 2,32 (s, 6H, -CH3) (a), 4,81 (s, 2H, -CH) (f), 6,96 (s,
1H, ArH) (b), 7,08 (s, 2H, ArH) (d), 7,25-7,30 (m, 1H, ArH) (n), 7,37 (d, 2H, J= 7,8 Hz, ArH)
(m)! 7186 (S’ lHa -CH) (j)

NMRXC (75 MHz, 8 ppm, CDCl3)

NMRC (75 MHz, & ppm, CDCls): & 21,22 (CHa) (a), 45,44 (CHs) (f), 126,85 (CH, Ar) (d),
128,43 (C4, C=C) (i), 129,21 (CH, Ar) (b), 130,01 (CH, Ar) (n), 130,44 (C4, Ar) (1), 130,82
(C4, Ar) (K), 131,59 (CH, Ar) (m), 134,16 (C4, Ar) (c), 134,76 (C4, Ar) (e), 138,41 (CH, Ar)
(i), 164,74 (C4, C=0) (g), 167,29 (C4, C=0) (h).

v

IV (KBr, cm™): 3025 (CH-Ar Axial), 1751 (C(=0)-N), 1698 (C(=0)-S), 1375 (CHs), 1197
(C-N), 1148 (N-C(=0)-S), 1082 (CI-Ar), 740 (0-CH-Ar Angular) 869, 774, 705 (m-CH-Ar
Angular).
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GC-MS
GC-MS (El, m/z): 391 (M), 119 (100%), 356 (22%), 202 (10%), 91 (13%).

5-(4-(dimetilamino)benzilideno)-3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-14)

FM: C21H2oN20,S

d
€ CH; a MM: 366,48g/mol
C
PF: 179,4°C
b
Rdt: 31,62%
H4C

Rf: 0,8 (n-Hexano/AcOet 7:3)
Cor: Laranja
NMR!H (300 MHz,  ppm, CDCls)

NMRH (300 MHz, 5 ppm, CDCls): 5 2,23 (s, 6H, -CHs) (a), 3,31 (s, 6H, -N(CHs)2) (0), 4,73
(s, 2H, -CH,) (f), 6,82 (d, 2H, ArH, J=9Hz) (1), 6,88 (s, 2H, ArH) (d), 6,92 (s, 1H, ArH) (b),
7,47 (d, 2H, ArH, J=8,8Hz) (m), 7,83 (s, 1H, ArH) (j).

NMRXC (75 MHz, 8 ppm, CDCl3)

NMRC (75 MHz, 5 ppm, CDCls): § 21,21 (CH3) (a), 39,97 (CHs) (0), 44,95 (CHy) (f), 111,89
(CH, Ar) (d), 114,42 (C4, Ar) (n), 120,71 (C4, Ar) (c), 126,44 (CH, Ar) (m), 129,66 (CH, Ar)
(b), 132,48 (CH, Ar) (1), 134,86 (CH, C=C) (j), 135,37 (C4, Ar) (k), 138,19 (C4, Ar) (e), 151,56
(C4, Ar) (1), 166,64 (C4, C=0) (g), 168,42 (C4, C=0) (h).

v

IV (KBr, cm™): 1721 (C(=0)-N), 1675 (C(=0)-S), 1587, 1521 (CH-Ar no plano), 1375
(CHz3), 1332 (C-N), 1130 (N-C(=0)-S), 808 (p-CH-Ar Angular)

GC-MS
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GC-MS (El, m/z): 366 (M*), 177 (100%), 164 (18%), 118 (14%), 91 (8%).

5-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)-3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/JB-20)

FM: C21H17BrN20O2S
MM: 441,34g/mol

PF: 240°C

Rdt: 30,9%

m HsC

Rf: 0,5 (n-Hexano/AcOet 7:3)
Cor: Amarela
NMR!H (300 MHz, 6 ppm, DMSO-d6)

NMRH (300 MHz, § ppm, CDCls): § 2,33 (s, 6H, CHa) (a), 4,74 (s, 2H, ArH) (f), 6,90 (s, 3H,
ArH) (b,d), 7,38 (d, 1H, ArH, J = 9Hz) (0), 7,47 (d, 1H, ArH, J = 9Hz), 7,84 (s, 1H, CH=C) (),
8,19 (s, 1H, ArH) (r), 8,22 (s, 1H, ArH) (1), 12,32 (s, 1H, NH) (m).

NMR®C (75 MHz, & ppm, DMSO-d6)

NMRC (75 MHz, & ppm, CDCls): & 20,84 (CHs) (a), 44,41 (CH2) (), 110,13 (C4, Ar) (e),
113,87 (CH, Ar) (1), 114,30 (C4, Ar) (c), 114,38 (C4, Ar) (k), 121,20 (CH,Ar) (b), 125,20 (CH,
Ar) (d), 125,70 (CH, Ar) (r), 125,88 (CH, Ar) (p), 128,33 (C4, C=C) (i) 129, 12 (CH, Ar) (s),
130,15 (CH, C=C) (j), 134,96 (C4, Ar) (0), 135,65 (C4, Ar) (n), 137,67 (C4, Ar) (q), 165,28
(C4, C=0) (g), 167,95 (C4, C=0) (h).

v

IV (KBr, cmY): 3363 (NH-Ar), 1751 (C(=0)-N), 1661 (C(=0)-S), 1603 (C=C), 1371
(CHs),1149 (N-C(=0)-S), 1061 (Br-Ar), 882, 795, 697 (m-CH-Ar Angular).
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5.2 ENSAIOS BIOLOGICOS
5.2.1 Ensaio de toxicidade

Os LPSF/JBs tiveram sua toxicidade avaliada por meio do ensaio de MTT (n = 3), sendo
considerados téxicos aqueles com viabilidade abaixo de 75%. Os LPSF/JB-2, 4, 5 e 7, mesmo
apresentando viabilidade proximo de 100% nas doses testadas, ndo seguiram para 0s testes
posteriores devido a sua baixa solubilidade em DMSQO, sendo esta a causa provavel da sua baixa
toxicidade. Dos compostos restantes, apenas 0 LPSF/JB-13 se mostrou levemente toxico, com
viabilidade média de 72,23% + 4,11 e 74,54% + 8,75 para as respectivas doses de 10uM e
75uM (Figura 8). Mas ainda que a sua viabilidade tenha ficado abaixo do aceitavel, o LPSF/JB-
13 passou para 0s proximos testes, uma vez que considerando seu desvio padrdo ele nao
ultrapassa o ponto de corte. Além dele, passaram para os testes de dosagem de citocinas o
LPSF/JB-6 (10puM: 93,62% +11,04; 75uM: 95,56% +7,7), LPSF/IB-9 (10uM: 96,32% +3,83;
75uM: 99,73% +0,46), LPSF/JB-11 (10uM: 92,77% £8,34; 75uM: 93,15% +6,32) e LPSF/JB-
12 (10uM: 95,48% +7,83; 75uM: 97,82% +1,94). Apesar dos compostos LPSF/JB-3 (10uM:
98,17% +0,81; 75uM: 99,53% +1,86), LPSF/JB-8 (10uM: 100% =#0; 75uM: 100% =0),
LPSF/JB-14 (10uM: 91,12% +4,25; 75uM: 93,87% £9,41) e LPSF/IB-20 (10 uM: 75,57% =+
7,67; 75uM: 78,50% £12,21) ndo terem apresentado citotoxicidade significante, tais moléculas
ndo passaram para os testes seguintes devido ao baixo rendimente (Tabela 2) em decorréncia
da interferéncia causada por hidrogénios labeis ou, no caso das aminas, por pares de elétrons
disponiveis, 0 que aumenta consideravelmente o custo de producdo. Com a otimizacdo do

processo de sintese, estes compostos tambem terdo sua atividade imunomoduladora avaliada.

Tabela 3 Viabilidade celular de PBMCs de voluntérios sadios (n=3) apds exposic¢do aos derivados
Tiazolidinicos LPSF/JBs na dose de 10uM e 75uM.

Cadigo do Viabilidade (%)
Composto
10puM 75uM
JB-2 1000 99,10 + 1,54
JB-3 98,17 + 1,86 99,53+0,8
JB-4 1000 1000
JB-5 1000 1000




JB-6 93,62 + 11,04 95,54 +7,70
JB-7 98,42 +2,72 98,04 +1,72
JB-8 100+ 0 100+ 0

JB-9 96,34 + 3,8 99,73 + 0,46
JB-11 92,11+ 8,34 93,15 +6,32
JB-12 98,48 + 7,82 97,82 +1,94
JB-13 72,23 +4,11 74,54 + 8,74
JB-14 91,12 + 4,25 93,87 £9,41
JB-20 95,57 + 7,67 78,50 + 12,21
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5.2.1 Secrecdo de citocinas

As PBMCs de pacientes (P) e voluntarios sadios (V) foram cultivadas e submetidas ao
tratamento com LPSF/JBs nas doses de 25uM, 50uM e 75uM, utilizando como estimulo os
cristais de monourato de sédio (MSU) e como controle positivo Colchicina (Colch) (2,5uM) e
Metilpredinizolona (MP) (100uM). Também foi avaliada a possibilidade de tratamento
combinado utilizando Colchicina e LPSF/JBs nas concentracdes de 2,5uM e 75uM,
respectivamente. As células tiveram seu sobrenadante coletado para dosagem das citocinas IL-
1B ¢ IL-6 pela técnica de ELISA. Para andlise estatistica foi utilizado o teste de Wilcoxon, sendo
considerados significantes os grupos que apresentaram p < 0,05.

Em relacdo a dosagem de IL-1B de pacientes, o grupo de células estimuladas com MSU (C
+ MSU) (P = 17,28 pg/mL; V = 40,74 pg/mL) mostrou diferenca significativa quando
comparado com o grupo ndo tratado (C) (p = 0,0313; P = 3,9060 pg/mL; V = 3,9060 pg/mL).
Ainda assim, a expresséo da citocina pelo grupo C + MSU foi baixa e quando comparado com
0s grupos tratados fez com que aqueles que exibiram maior secre¢do de IL-1p fossem os de
maior significancia. (Figura 9).

Contudo, a colchicina (controle positivo) atuou como estimulo inflamatorio, induzindo
maior expressdo de IL-1p pelas células (MSU + Colch) (259,7 pg/mL). Com isso, 0S grupos
tratados foram comparados com MSU + Colch, onde aqueles que exibiram menor secre¢édo da
citocina apresentaram maior significancia, com destaque para Metilpredinizolona (p = 0,0078;
P =21,64 pg/mL; V = 77,18 pg/mL) e para o composto LPSF/JB-12 nas doses de 25uM (p =
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0,0078; P =71,1 pg/mL; V = 10,81 pg/mL), 50 uM (p = 0,0078; P = 62,27 pg/mL; V = 3,9060
pg/mL) e 75 uM (p = 0,0078; P = 52,86 pg/mL; V = 3,9060 pg/mL). Além destes, também
apresentaram inibicdo significativa da IL-1 o LPSF/JB-9 (p = 0,0156; P = 101,5 pg/mL; V =
27,40) e 0 LPSF/JB-11 (p = 0,0391; P = 103,6 pg/mL; V = 30,96 pg/mL) nas doses de 75uM e
25 uM, respectivamente (Figura 9).

Figura 9 Secrecdo de IL-1f produzida por PBMCs de pacientes gotosos (n=9) tratadas com JB-6 (A), JB-9 (B), JB-11 (C), JB-
12 (D) ou JB-13 (E) e mantidas em cultura por 24 horas. Legenda: * ou ** indica significancia estatistica na comparacéo entre

0s grupos testados e o grupo estimulado com MSU. # ou ## indica significancia estatistica na comparagao entre 0s grupos
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testados e o grupo estimulado com MSU + Colchicina. Foi considerado p > 0,05 como valor 5|gn|f|cat|vo C: célula; MSU:
monourato de sodio (0,5 mg/mL); Colch.: colchicina (2,5 uM); MP: metilprednisolona (100 uM).

Os resultados obtidos com as PBMCs de voluntarios sadios mostraram que todos os
grupos mantiveram a secregdo de IL-1p baixa em relagdo as mesmas condigdes de cultura
utilizadas para os PBMCS de pacientes. As comparacdes entre 0s grupos de voluntarios nédo

demonstraram nenhuma significancia estatistica (Figura 10).
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Figura 10 Secrecdo de IL-1p produzida por PBMCs de voluntarios saudaveis (n=4) tratadas com JB-6 (A), JB-9 (B), JB-11
(C), JB-12 (D) ou JB-13 (E) e mantidas em cultura por 24 horas. Legenda: C: célula; MSU: monourato de sédio (0,5 mg/mL);
Colch.: colchicina (2,5 pM); MP: metilprednisolona (100 puM).
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Em relagéo a secrecdo de IL-6, a colchicina agiu estimulando sua expressdo, da mesma
forma como ocorreu com a citocina IL-1f. Contudo, 0 grupo MSU obteve sucesso como
estimulo, sendo comparado aos grupos tratados. Nas doses testadas, o composto LPSF/JB-12
se sobressaiu em relacdo aos demais ao conseguir diminuir os niveis de IL-6 como pode ser
constatado pelos valores de mediana dos grupos JB-12/25uM (P = 186,0 pg/mL), JB-12/50uM
(P = 134,3 pg/mL) e JB-12/75uM (P = 185,4 pg/mL) quando comparados com 0 grupo
estimulado por MSU (288,6 pg/mL) (Figura 11), o grupo JB-12/50uM (p = 0,0313) o Gnico que
apresentou significancia estatistica. Mesmo com resultados preliminares animadores ainda nao
se pode afirmar que o LPSF/JB-12 foi eficiente na modulagéo de IL-6, uma vez que os limites
superiores e inferiores estdo muito altos e ndo fornecem seguranga para os dados.

No que diz respeito a terapia combinada em células de pacientes, todos os grupos Colch +
LPSF/JBs (p<0,05) apresentaram maior expressao de IL-1p e IL-6 quando comparada ao grupo
C + Colch (259,7 pg/mL), independente do derivado tiazolidinico utilizado, ndo sendo

considerado uma boa opgéo (Figura 9).
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Figura 11 Secregdo de IL-6 produzida por PBMCs de pacientes gotosos (n=9) tratadas com JB-6 (A), JB-9 (B), JB-11 (C), JB-
12 (D) ou JB-13 (E) e mantidas em cultura por 24 horas. Legenda: * indica significancia estatistica na comparagéo entre os
grupos testados e o grupo estimulado com MSU onde foi considerado p > 0,05 como valor significativo. C: célula; MSU:
monourato de sédio (0,5 mg/mL); Colch.: colchicina (2,5 pM); MP: metilprednisolona (100 pM).
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6 DISCUSSAO

Conhecida pela dor nas articulacdes oriunda do acumulo de cristais MSU, a gota vem
avancando bastante ao longo dos ultimos anos no que diz respeito ao desenvolvimento de
farmacos utilizados no tratamento para manutencdo dos niveis séricos de acido Urico abaixo do
seu limite de saturagdo (< 6 mg/dL), chamada de Terapia de Diminuigéo de Uratos (TDU).
Contudo, o principal desafio na farmacoterapia da gota é o tratamento para resolu¢cdo mais
rapida e segura das suas dolorosas crises agudas, uma vez que os medicamentos disponiveis
atualmente apresentam inumeras limitacbes quanto a sua administracdo em pacientes com
insuficiéncia renal, hepética ou doengas cardiovasculares.

Com a realizacdo de estudos mais aprofundados sobre a fisiopatologia da doenca, foi
possivel identificar um dos agentes envolvidos na resolucdo espontanea das crises agudas, 0
Receptor Nuclear Ativado por Peroxissomos-y (PPAR-y), que desempenha um importante
papel regulador da expressdo de NLRP3 e IL-13 (CHANG et al, 2016), sendo considerado
recentemente por Merriman e Terkelbaut (2017) como um possivel alvo terapéutico para gota.

O PPAR-y ¢ uma das trés isoformas do receptor nuclear PPAR (PPAR-a, PPAR-y e PPAR-
B/6) e é codificado pelo gene PPAR-y, sendo responsavel por regular inUmeras fungdes
bioldgicas, incluindo adipogénese e inflamagdo. Mas para isso é essencial a heterodimerizagdo
com o Receptor Retindide X (RXR). Os derivados tiazolidinicos, por sua vez, atuam
modificando a conformacdo deste heterodimero, o que acarreta na promocdo de Elementos
Responsivos ao Proliferador de Peroxissomos (PPER), que estimula a expressdo do gene
PPAR-y (CHANDRA et al, 2008). O aumento da expressdo do PPAR-y dependente de ligante
promove a ligacdo de um complexo repressor ao DNA, blogueando a expressédo de genes
inflamatorios por meio do proteossoma 19S que previne a degradacdo do complexo repressor
em questdo (MARTIN, 2010).

Contudo, o sucesso deste evento depende do numero e dos tipos de ligacGes realizadas entre
ligante e receptor, ou seja, entre derivados tiazolidinicos e PPAR-y. De acordo com Chadha ¢
colaboradores (2015), o grupo carbonil da posicdo 2 do ndcleo tiazolidinico faz interacoes
hidrofilicas com residuos de aminoacidos polares do receptor PPAR-y, tais como Glicina286 e
Histidina449, bem como o grupo carbonil da posicao 4 que interage com os residuos Serina289
e Histidina323. Ja o grupo benzilideno da posic¢do 5 é responsavel pelas interagdes hidrofébicas
interagindo com Leucina, Isoleucina, Cisteina e Metionina, mas também pode fazer interagdes

hidrofilicas dependendo do seu substituinte. Este, por sua vez, agrega maior atividade agonista
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a molécula caso apresente um espagador ligado a um grupo volumoso ou um grupo basico para
interagir com o Acido Aspartico48 (CHADHA et al, 2015).

As moléculas sintetizadas neste trabalho apresentam substituicdo na posicdo 3 e 5 do anel
tiazolidinico, sendo aqueles da posicao 5 referentes ao benzilideno. Entretanto, apenas algumas
moléculas apresentam grupo espacador, como o JB-6 (R2= OCHa) e JB-7 (R2= OCF3). J& 0s
outros compostos, com exce¢do do JB-2, possuem substituintes com potencial bésico sem a
presenca do espacador, como Bromo, Cloro, Oxigénio, Fluor e Nitrila, em especial 0s
compostos JB-5 (R2= 4-Br), JB-11 (R2= 4-F) e JB-9 (R2= 4-CN). Contudo, os compostos
LPSF/JB-2, LPSF/JB-4, LPSF/JB-5 e LPSF/JB-7 se mostraram muito apolares e nao

solubilizaram em DMSO (veiculo), sendo inviaveis para os testes seguintes.

Figura 12 Estrutura quimica dos derivados tiazolidinicos LPSF/JB avaliados no ensaio de expresséo de citocinas.
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Fonte: Autor, 2017

Os compostos com 1H-indol-3-il-metileno, como o LPSF/JB-8 e o LPSF/JB-20 (5-bromo-
1H-indol-3-ilmetileno), sdo grandes candidatos a anti-inflamatorios, uma vez que o indol pode
desempenhar inimeras atividades, incluindo a inibicdo seletiva da COX-2 (SANTIN et al,
2013; RAVANTHI e MANJU, 2016). Contudo, os derivados LPSF/JB-8 e o LPSF/JB-20, bem
como o LPSF/JB-3 e o LPSF/JB-14, apresentam alto custo devido ao seu baixo rendimento
ocasionado pela presenca de hidrogénios labeis ou pares de elétrons livres, sendo por isso

cortados dos testes de expressdo de citocinas.

De acordo com os experimentos aqui realizados foi possivel demonstrar que os derivados
tiazolidinicos LPSF/JB-9, LPSF/JB-11 e LPSF/JB-12 (Figura 12) se destacaram quanto a sua
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atividade anti-inflamatoria. Apesar das células tratadas com estes compostos ndo terem
apresentado diferenca significativa em relagcdo a secrecdo de IL-1f quando comparada ao
controle C + MSU, tal resultado se deve a baixa dosagem da citocina secretada pelo grupo
estimulado (17,28 pg/mL) (Figura 9). Ainda que o C + MSU tenha mostrado diferenca
significativa quando comparado ao grupo nao tratado, a secrecdo de IL-1p foi muito pequena
quando comparada ao grupo MSU + Colch (259,7 pg/mL) (Figura 9).

A Colchicina é um alcaloide muito utilizado no tratamento de crises agudas devido a sua
atividade anti-inflomatéria, sendo de grande importancia para o tratamento crénico da gota para
evitar a recorréncia das crises (Schlee et al, 2017c). Dessa forma, 0 aumento da expressao de
citocinas no grupo tratado com colchicina é um fenémeno incomum. Uma possivel explicacdo
é o efeito citotdxico cumulativo que este medicamento exibe. As doses de colchicina devem ser
administradas no paciente, no minimo, 3 dias ap6s a ultima dose, sendo preferivel o tempo de
7-14 dias para evitar seus efeitos toxicos, ja que a molécula pode se acumular nos leucécitos
por pelo menos 9 dias (POWERS e D’ALESSIO, 2012; KOLCHMAN e STOMPOR, 2016).
Como os pacientes que participaram do trabalho ja estavam em tratamento com colchicina, sua
utilizacdo como controle positivo, mesmo que em doses comumente encontradas na literatura,
pode gerar 0 aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatérias devido a sua acéo oxidante,
como relatado por Sil e colaboradores em seus modelos animais para indugdo da doenga de
Alzhaimer através da inflamacao encefélica causada pela colchicina (Sil et al, 2015; Sil et al,
20164a; Sil et al, 2016b). Uma outra hipotese, é a utilizacdo de uma dose muito alta, uma vez
que os voluntarios sadios (n=4) também apresentaram maior expressao de citocinas.

Em relacdo a secre¢do de IL-1B, o LPSF/JB-12 apresentou uma excelente atividade
inibitdria da citocina nas doses de 25uM (71,1 mg/dL), 50uM (62,27 pg/mL) e 75uM (52,86
pg/mL) quando comparado ao grupo MSU + Colch, apresentando significancia nas trés doses.
O mesmo aconteceu com o LPSF/JB-9 (101,5 pg/mL) e o LPSF/JB-11 (103,6 pg/mL) nas doses
de 75uM e 25uM (Figura 8). J& em relacdo a IL-6, o controle MSU mostrou bastante
estimulagdo, sendo os grupos tratados comparados com ele. Dentre estes grupos, o Unico que
apresentou relevancia foi o LPSF/JB-12 na dose de 50uM, exibindo melhor resultado que o
controle MP (Figura 10). O que faz deste composto o Unico dentre os sintetizados capaz de
inibir citocinas de fase aguda e crbnica, exibindo atividade mais pronunciada que o anti-
inflamatorio esteroide Metilpredinisolona.

Tendo em vista que o LPSF/JB-12 apresenta um bromo na posi¢éo dois como substituinte
do benzilideno, tais resultados corroboram com o preconizado por Chadha e colaboradores

(2015), quando afirma que grupos mais volumosos ou com propriedades basicas podem exibir
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maior afinidade com o receptor PPAR-y. Além disso, Barros e colaboradores (2010), bem como
Silva e colaboradores (2015) demonstraram que 0 bromo na posi¢do orto ou meta ou outros
grupos volumosos na posicdo para também podem contribuir significativamente com a
atividade anti-inflamatdria.

Desta forma, os derivados tiazolidinicos podem ser bons candidatos a farmacos anti-
inflamatorios para o tratamento da gota, uma vez que inibe citocinas pro-inflamatérias
importantes para fisiopatologia da doenca. Contudo, ainda se faz necessario a dosagem de
outras citocinas e proteinas envolvidas na formacéo do inflamossomo para entender melhor o
seu mecanismo de acdo, tais como: NLRP3, caspase 1, IL-22, IL-18 e IL-10. Além disso, €
importante identificar a limitagdo da Colchicina como controle positivo ou fazer uso de outra
molécula mais eficiente (PETRILLI e MARTINON, 2007; GARLANDA, DINARELLO E
MANTOVANI, 2013; NEWCOMBE, 2013).
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7 CONCLUSAO

Os derivados tiazolidinicos 3,5-dimetil substituidos podem ser uma boa alternativa para o
tratamento das crises agudas. Moléculas com substituintes como cloro, bromo e ou outros que
ndo contribuam com o efeito mesomérico na posicao para podem agregar grande estabilidade
a molécula, deixando-a demasiadamente apolar e inviabilizando seu uso nos testes pré-clinicos.
Contudo, a presenca de grupos volumosos ou basicos como substituinetes do benzilideno séo
boas ob¢bes para o planejamento de moléculas com propriedade anti-inflamatoria,
principalmente quando ocupam a posi¢do orto do anel aromatico. O uso de um controle positivo
mais eficaz se faz necessario na realizacdo dos testes pré-clinicos de pacientes com gota, uma
vez que a Colchicina, mesmo sendo de uso comum, pode acabar atuando como estimulo.

Ainda assim, o composto LPSF/JB-12 apresentou uma boa atividade anti-inflamatoria,
inibindo as citocinas IL-1p e IL-6, as quais desempenham um papel central na fisiopatologia da
doenca. Com isso, os derivados tiazolidinicos podem representar uma nova alternativa de
tratamento para os pacientes gotosos incapazes de aderir ao método terapéutico padrao,
possibilitando que, com mais pesquisa e investimento, possamos oferecer a eles um tratamento

mais seguro e eficaz, além de lhes proporcionar uma melhor qualidade de vida.
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APENDICE A - ESPECTROS DE RMN 'H E 3C, IV, GC-MS E HPLC
3-(3,5-dimethylbenzyl)thiazolidine-2,4-dione (LPSF/JB-1)
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Figura 15 Espectro de 1V do LPSF/JB-1. Deformacdo axial das ligagdes C=0 do anel Tiazolidinico, 1751 cm™; Deformagéo axial
das ligagGes C(=0)-S, 1683 cm™; Deformagao axial da ligagcdo CH, do anel Tiazolidinico, 1467 cm™; Deformagio angular simétrica
de CHs, 1377 cm™; Deformagdo axial C-N, 1221 cm; Deformagdo angular C(=0)-S, 1147 cm’; Deformagéo angular de CH de
aromatico fora do plano de 852, 789 e 663 cm™ (anel meta-substituido).
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3-(3,5-dimetilbenzil)-5-(4-metilbenzilideno)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-2)
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Figura 20 Espetro de IR do LPSF/JB-2. Deformagdo axial de CH de aromatico, 3013 cm™; Deformagéo axial da carbonila
C(=0)-N do anel Tiazolidinico, 1735 cm™; Deformagcéo axial da carbonila C(=0)-S, 1673 cm*; Deformagéo angular simétrica
de CHs, 1380 cm; Deformagéo axial C-N, 1222 cm*; Deformagdo angular da carbonila N-C(=0)-S, 1150cm™;Deformagéo
angular de CH de aromatico fora do plano, 814 cm (anel para-substituido) e 860, 746, 687 cm™ (anel meta-substituido).
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Figura 21 Espectro de Massas do LPSF/JB-2 obtido através da técnica de ionizagdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 337
m/z foi referente & Massa Molecular ionizada (M*) do composto, enquanto os principais picos de fragmentos foram: 119 m/z
(100%), 148 m/z (78%) e 91 m/z (22%).
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Figura 22 Cromatograma do LPSF/JB-2 realizado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A pureza
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3-(3,5-dimetilbenzil)-5-(4-hidroxibenzilideno)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-3)
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Figura 25 Espetro de IR do LPSF/JB-3. Deformacéo axial de OH de fenol, 3364 cm™; Deformagéo axial da carbonila C(=0)-N do
anel Tiazolidinico, 1731 cm™; Deformacio axial da carbonila C(=0)-S, 1666 cm™; Deformacgdo axial de CH de aromarico
dissubstituido, 1583 e 1515 cm’; Deformagéo angular simétrica de CHs, 1381 cm™; Deformac&o axial C-N, 1220 cm'*; Deformagéo
angular da carbonila N-C(=0)-S, 1141 cm*; Deformagéo angular de CH de aromatico fora do plano, 826 cm™ (anel para-substituido)
e 903, 745, 696 cm™ (anel meta-substituido).
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5-(4-clorobenzilideno)-3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-4)

]
- d b
J- 11 !
S | .

ASLARRARA0ARAARNAARANRAL BULARS LAl AL AR AR LS LAy LR AR AARAI AR Rt AR AR LALA) LALAERRLES LALR) RALEI AALIRLLA) LAREE LALLS LAARIRALE LLARY AL RALLI L

CH, a
C
i
I
T |
t s l
3 - : a
Pl ot
2]
| T If |
1, m - \ l ll . ' e s
2 T L) it e i Al G M) ML TRl AL LA e LAd Whdad A r
.0 7.5 7.0 6.5 6.6 5.3 5.0 4.5 4.0 3.3 3.0 2.5 3.0

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
B S e L.,'_L.TJ —_ e
6.13 12.07 13.01

24.87  5.9¢ 37.98

Figura 27 Espectro de RMN *H do LPSF/JB-4



112

= A|non.u2|/u

15

55 45 35 as

75

"rL—

. —

- [T 33
b -
AJLS..QIWR oSI/ /

S e RS0 \

M e =
9LE TET—
o AL
[ 8T8 95T
o A|_|=n.-ﬂl\\
nl_. ALI.R..QI\

=1}
sececor
rectwr—"

=

165 155 145 135 125 115 105

Figura 28 Espectro de RMN *°C do LPSF/JB-4



113

(0]
H
S N CHj
S/<
O
H5;C
Cl 3
100 —p——vcbezzeaiziosbo T i pexrmpr e AR Lk g :
\ ' | f y | [}
Yo . | 1 7 i | ’\ g “ " |1 ’;' ' ‘
80— S ‘| [ i+ 41 \..1;..:|
: v ;‘5 rD Il | ' 1‘ ‘ l
3¢ [ [ ]
: K. {;‘ Il |
60— ! | o2 . | -
2 ? CH:Ar IR | l
- ' ‘ 1
7 ‘ \ ’ ‘ \MA ¥
4 | | : [l
N - | 9 2
2 o ‘ \ \‘ 3 ‘5, ] < \ &
0— g3Y--4---1- T g & : ;
. [ 588 | ° ¢ CHAr
. 5 ! .| para-substituido
. CEON Linciots | GHAC
'20—_ ‘ =0) } |—vC(=O)-S N-LL=0):S meta-substituida
T T T I L] T L] L] l T T L] T I T T L] T l L] L] T T T T T T I T L] L] L] l T L] T L] T L] T L] I L] T L] T L] T L] L] L]
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
JB-4 Pastilha KBr ~1% DS:05/11/2015 i/em

Figura 29 Espetro de IR do LPSF/JB-4. Deformag&o axial de CH de aromatico, 3015 cm™; Deformag&o axial da carbonila C(=0)-
N do anel Tiazolidinico, 1737 cm™; Deformacéo axial da carbonila C(=0)-S do anel Tiazolidinico, 1675 cm™; Deformacéo angular
simétrica de CH;, 1378 cm; Deformacdo axial C-N, 1218 cm™; Deformagdo angular da carbonila N-C(=0)-S do anel
Tiazolidinico, 1149 cm™ Deformacéo axial da ligagdo Clorobenzil (CI-Ar), 1084 cm; Deformagédo angular de CH de aroméatico
fora do plano, 833 cm™ (anel para-substituido) e 856, 744, 687 cm (anel meta-substituido).
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Figura 30 Espectro de Massas do LPSF/JB-4 obtido através da técnica de ioniza¢do de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 357 m/z
foi referente a Massa Molecular ionizada (M*) do composto, enquanto os principais picos de fragmentos foram: 119 m/z (100%), 359
m/z (8%) (referente a molécula contendo o is6topo ¥'Cl), 170 m/z (10%), 168 m/z (28%) e 91 m/z (12%).
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5-(4-bromobenzilideno)-3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-5)
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Figura 34 Espetro de IR do LPSF/JB-5. Deformagcéo axial de CH de aromatico, 3015 cm; Deformagéo axial da carbonila N-
C=0 do anel Tiazolidinico, 1737 cm?; Deformagéo axial da carbonila C(=0)-S do anel tiazolidinico, 1675 cm™; Deformag&o
angular simétrica de CHz no plano, 1486 cm!; Deformagéo angular simétrica de CHs, 1378 cm; Deformagio axial C-N, 1220
cmt; Deformagcéo axial da ligagdo Bromobenzil (Br-Ar), 1073 cm™; Deformacdo angular da carbonila N-C(=0)-S, 1149 cm'™
Deformagéo angular de CH de aromatico fora do plano, 815 cm™ (anel para-substituido) e 854, 744, 686 cm™ (anel meta-
substituido).
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Figura 35 Espectro de Massas do LPSF/JB-5 obtido através da técnica de ionizagdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de
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3-(3,5-dimetilbenzil)-5-(4-metoxibenzilideno)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-6)
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Figura 37 Espectro de RMN H do LPSF/JB-6
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Figura 39 Espetro de IR do LPSF/JB-6. Deformagdo axial de CH de aromatico, 3005 cm™; Deformacdo axial da
carbonila N-C(=0) do anel Tiazolidinico, 1735 cm™; Deformagdo axial da carbonila C(=0)-S do anel Tiazolidinico,
1672 cm™ Deformagéo angular simétrica de CH, no plano, 1461 cm; Deformag&o angular simétrica de CHg, 1373 cmr
! Deformagéo axial C-N, 1229 cm; Deformagéo angular da carbonila N-C(=0)-S do anel Tiazolidinico, 1132 cm1;
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Figura 40 Espectro de Massas do LPSF/JB-6 obtido através da técnica de ionizagdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 353
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3-(3,5-dimetilbenzil)-5-(4-(trifluorometoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-
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Figura 42 Espectro de RMN *H do LPSF/JB-7
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Figura 44 Espetro de IR do LPSF/JB-7. Deformagéo axial de CH de aromatico, 3016 cm™; Deformagéo axial da carbonila C(=0)-N
do anel Tiazolidinico, 1737 cm™; Deformagéo axial da carbonila C(=0)-S do anel Tiazolidinico, 1674 cm; Deformagdo angular
simétrica de CHs, 1380 cm™*; Deformagio axial de CFs, 1272 cm™; Deformagéo axial C-N, 1229 cm™; Deformagéo angular da carbonila
N-C(=0)-S do anel Tiazolidinico, 1148 cm™; Deformagcéo angular de CH de aromatico fora do plano, 829 cm (anel para-substituido)
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Figura 45 Espectro de Massas do LPSF/JB-7 obtido através da técnica de ionizagdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 407
m/z foi referente & Massa Molecular ionizada (M*) do composto, enquanto os principais picos de fragmentos foram: 119 m/z
(100%), 218 m/z (29%), 149 m/z (11%), 91 m/z (12%).
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5-((1H-indol-3-il)metileno)-3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-8)
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Figura 49 Espetro de IR do LPSF/JB-8. Deformagédo axial de NH de anel heterociclico, 3314 cm*; Deformagéo axial de CH
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Figura 50 Espectro de Massas do LPSF/JB-8 obtido através da técnica de ionizagdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 362
m/z foi referente & Massa Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto os principais picos de fragmentos foram: 173 m/z
(100%), 129 m/z (19%), 119 m/z (48%), 91 m/z (17%).
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4-((3-(3,5-dimetilbenzil)-2,4-dioxotiazolidina-5-ilideno)metil)benzonitrila (LPSF/JB-9)
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Figura 54 Espetro de IR do LPSF/JB-9. Deformagdo axial de CH de aromatico, 3017 cm™; Deformagdo axial da ligagio C=N,
2232 cm't; Deformagéo axial da carbonila C(=0)-N do anel Tiazolidinico, 1740 cm™; Deformaco axial da carbonila C(=0)-S do
anel Tiazolidinico, 1678 cm™*; Deformag&o angular simétrica de CHa, 1343 cm™; Deformacéo angular da carbonila N-C(=0)-S do
anel Tiazolidinico, 1149 cm™!; Deformagdo angular de CH de aromatico fora do plano, 828 (anel para-substituido) e 859, 747 e

687 cm? (anel meta-substituido).
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Figura 55 Espectro de Massas do LPSF/JB-9 obtido através da técnica de ionizag¢do de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 348
m/z foi referente & Massa Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto os principais picos de fragmentos foram: 119 m/z

(100%), 159 m/z (24%), 91 m/z (15%).
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3-(3,5-dimetilbenzil)-5-(4-fluorobenzilideno)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-11)
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Figura 57 Espectro de RMN *H do LPSF/JB-11
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Figura 59 Espetro de IR do LPSF/JB-11. Deformacéo axial de CH de aromatico, 3016 cm™; Deformagdo axial da carbonila
C(=0)-N do anel Tiazolidinico, 1736 cm™; Deformagao axial da carbonila C(=0)-S do anel Tiazolidinico, 1679 cm™; Deformacao
angular simétrica de CHs, 1379 cm™; Deformagdo axial de anéis monoflorados, 1290 cm™; Deformagio axial da carbonila N-
C(=0)-S do anel Tiazolidinico, 1149 cm™ Deformacdo angular de CH de aromatico fora do plano, 833 (anel para-substituido) e

862, 740 e 687 cm® (anel meta-substituido).
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Figura 60 Espectro de Massas do LPSF/JB-11 obtido através da técnica de ionizac@o de Impacto de Elétrons (IE). O pico de
341 m/z foi referente & Massa Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto os principais picos de fragmentos foram: 119

m/z (100%), 152 m/z (47%), 91 m/z (13%).
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5-(2-bromobenzilideno)-3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-12)
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Figura 64 Espetro de IR do LPSF/JB-12. Deformagéo axial de CH de aromatico, 3033 cm™; Deformagéo axial da carbonila N-
C(=0) do anel Tiazolidinico, 1738 cm™; Deformacéo axial da carbonila C(=0)-S do anel Tiazolidinico, 1691 cm*; Deformacao
angular simétrica de CHs, 1376 cm™; Deformac&o angular da carbonila N-(C=0)-S do anel Tiazolidinico, 1146 cm™; Deformagéo
axial do grupo bromobenzil, 1066 cm*; Deformagcéo angular de CH de aromatico fora do plano, 755 (anel orto-substituido) e 855,
755 (bandas sobrepostas) e 656 cm™ (anel meta-substituido).
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Figura 65 Espectro de Massas do LPSF/JB-12 obtido através da técnica de ionizacdo de Impacto de Elétrons (IE). O pico
de 403 m/z foi referente a Massa Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto os principais picos de fragmentos foram:
119 m/z (100%), 401 m/z (9%) (pico referente ao composto com is6topo "°Br), 322 m/z (30%).
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Figura 66 Cromatograma do LPSF/JB-12 realizado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A pureza
do produto foi de 100%, de acordo com a area do pico.
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5-(2,6-diclorobenzilideno)-3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-13)
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Figura 67 Espectro de RMN H do LPSF/JB-13
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Figura 69 Espetro de IR do LPSF/JB-13. Deformagéo axial de CH de aromético, 3083 e 3023 cm*; Deformacdo axial das
ligagdes C=0 do anel Tiazolidinico, 1751 cm™; Deformagéo angular simétrica de CH3, 1375 cm™; Deformacéo axial C-N,
1197 cm; Deformagéo axial do grupo Clorobenzil, 1062 cm; Deformago angular de CH de aromatico fora do plano, 740
(anel orto-substituido) e 869, 783 (bandas sobrepostas) e 705 cm™ (anel meta-substituido).



154

(e}
Cl CH
— N 3
S/<
of o
H3C
Line#: 1 RTime:23.4(Scan#:2147)
RawMode:Single 23.4(2147) BasePeak:119(1010061)
BG Mode:25.1(2349) Group | - Event 1
100r
XA
S0 /
—{
704 /'/ } h)
5(- o ol . ‘,}'—‘N\\
40 -"':'," o’ \ ==\ /\/CI > [ * /}?‘-‘- )
3 cl,
20 3 g B
am M*
107 a n | 103 12 167 195 | : [nl ]
1 Iy 1 L R ) | | l 1
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
nv

Figura 70 Espectro de Massas do LPSF/JB-13 obtido através da técnica de ioniza¢do de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 391
m/z foi referente & Massa Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto os principais picos de fragmentos foram: 119 m/z
(1009%6), 356 (22%), 202 (10%) e 91 (13%).



uV

0]
Cl
— N CH3
S/<
cl O
HsC
Chromatogram

JB-13 CALabSolutions\Data\1B-13_ lcristais led

L

0

0.0

T T T T T T T T r T T T T

235 5.0

1 PDA Mula 1 £ 205nm 4nm

PeakTable
PDA Chl 205nm 4nm
Peak# Ret Time Area Height Area % Height %
1 10.153 11443173 697282 10000 L0000
Todall 11443173 697282 100000 100.00HD
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5-(4-(dimetilamino)benzilideno)-3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-14)
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Figura 72 Espectro de RM
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157

i b
| m - -
T I‘T g d
SPEELEE '
e s IS El’;rﬂ'_—'d
//// - ™
k ~ J -
T &
o 0 o
B @ B 7 o a
FT i iE - :
58 2 o
23 [ e
% 2 1
s 3 &
H” |
- H |_“.|r A ‘ J - o ittty buurdbarrmed
I|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIIIIIIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Figura 73 Espectro de RMN*C do composto LPSF/JB-14
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Figura 74 Espetro de IR do LPSF/JB-14. Deformagéo axial das ligagdes N-C(=0) do anel Tiazolidinico, 1721 cm*; Deformagio
axial das ligacGes C(=0)-S do anel Tiazolidinico, 1675 cm™; Deformagdo C-H de anéis aromaritos dissubstituidos no plano, 1587 e
1521 cm?; Deformacdo angular simétrica de CH3, 1375 cm™; Deformagdo axial C-N de amina terciaria, 1332 cm™; Deformagéo
angular das ligagdes C(=0)-S do anel Tiazolidinico, 1130 cm™; Deformagdo angular de CH de aromatico fora do plano, 808 cm™
(anel para-substituido).
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Figura 75 Espectro de Massas do LPSF/JB-14 obtido através da técnica de ionizac¢do de Impacto de Elétrons (IE). O pico de 366 m/z foi

referente a Massa Molecular ionizada (M+) do composto, enquanto os principais picos de fragmentos foram: 177 m/z (100%) (clivagens
a e B), 164 (18%) (estrutura ndo identificda), 118 (14%) (ion tropilio rearranjado) e 91 (8%) (ion tropilio).
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Figura 76 Cromatograma do LPSF/JB-14 obtido poe Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O produto
apresentou 97,95% de purea.
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5-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)-3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/JB-20)
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Figura 77 Espectro de RMN!H do composto LPSF/JB-20
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Figura 78 Espectro de RMN*C do composto LPSF/JB-20
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Figura 79 Espetro de IR do LPSF/JB-14. Deformagéo angular NH de amina secundaria aromatica, 3363 cm?; Deformacéo axial
das ligagGes N-C(=0) do anel Tiazolidinico, 1733 cm™; Deformagcéo axial das ligagGes C(=0)-S do anel Tiazolidinico, 1661 cm
1. Deformagéo angular simétrica de CHs, 1371 cm*; Deformagéo angular das ligagées C(=0)-S do anel Tiazolidinico, 1130 cm"
1. Deformagéo axial Br-Ar, 1061 cm™; Deformagio angular de CH de aromatico fora do plano, 882, 796 e 697 cm™ (anel meta-
substituido).
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Figura 80 Cromatograma do LPSF/JB-20 obtido poe Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O produto

apresentou 100% de purea.



