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RESUMO

A inflamag&o é um processo complexo iniciado por varios fatores como patégenos,
danos fisicos, autoimunes entre outros. Tem como finalidade proteger o
organismo. Embora haja inumeros farmacos com agao anti-inflamatoéria, os efeitos
adversos associados ao uso destes medicamentos tornam necessaria a busca por
novas substancias. Neste estudo, nos propomos a avaliar a agao anti- inflamatdria
de novos derivados tiazolidinicos. Os compostos foram obtidos segundo rota
sintética linear com rendimentos que variaram de 61% a 98%. Suas estruturas
foram elucidadas através de espectroscopia de ressonancia nuclear e na regido do
infravermelho além de espectrometria de massa, que apresentaram sinais
compativeis com o das estruturas esperadas. A avaliagdo da toxicidade aguda dos
compostos obtidos revelou ndo haver efeitos toxicos severos associados aos
derivados tiazolidinicos. Foram realizados testes para a verificagao das atividades
anti- inflamatéria como bolsdo de ar subcutaneo; edema de pata induzida por
carragenina e permeabilidade vascular induzida por acido acético. No teste do
bolséo de ar, os derivados JF-25 (30 mg/kg e 55,0% de inibicédo) e JF-38 (30 mg/kg
e 54,7% de inibicdo) apresentaram resultados significativos em relagéo ao controle
negativo. No edema de pata os derivados JF-25 e JF-38 apresentaram atividade
significativa ao longo de todo experimento, especialmente nas ultimas horas sendo
o composto JF-38 o como melhor atividade com 87-100% de inibicdo da 3h as 5h
de experimento. Uma analise em diferentes doses dos compostos JF-25 e 38
mostrou uma dose-dependéncia quanto a expressao da acgdo anti-inflamataria,
sendo a dose de 60 mg/kg a mais eficiente para o JF-25 e a de 30 mg/kg para o
JF-38. Os testes de permeabilidade vascular sugerem que o composto JF-38 tem
melhor acdo em relagdo a migragao leucocitaria. A analise da interagcéo estrutural
feita por docking demonstrou que a estrutura privilegiada das tiazolidinas favorece
a melhores respostas de inibigdo da COX- 2 especialmente com as porgdes
hidrofobicas presentes do sitio ativo, com valores de energia de ligagao entre -9,08

a -10,82 kcal.mol-1. Diante dos resultados obtidos, os derivados tiazolidinicos
demonstram ser uma classe promissora no tratamento de patologias associadas

ao processo inflamatério.

Palavras-chave: Anti-inflamatorio. Tiazois. Teste de toxicidade. Tiazolidinas.



ABSTRACT

Inflammation is a complex process due to several factors such as pathogens,
physical damage, autoimmune diseases, among others. It has how to protect
protect the organism. Although there are numerous anti-inflammatory drugs,
opponents are responsible for the search for new substances. This study, we
propose an anti-bacterial analysis of new thiazolidine derivatives. The results were
based on linear synthetic route with variable yields of 61% to 98%. Their structures
were elucidated by nuclear resonance spectroscopy and the infrared region in
addition to mass spectrometry, which signals the alert with the expected structures.
The toxicity of fatty acids associated with severe toxic effects is associated with
thiazolidine derivatives. Tests were carried out to survey anti-inflammatory activities
such as subcutaneous study grants; induced paw edema and vascular permeability
induced by acetic acid. No defense effect, JF-25 derivatives (30 mg / kg and 55.0%
inhibition) and JF-38 (30 mg / kg and 54.7% inhibition). In paw edema the JF-25
and JF-38 derivatives were the long-time of the whole experiment, especially in the
last ones with JF-38 being the best activity with 87-100% inhibition from 3h to 5h of
experiment. The dose of one of the two compounds analyzed is JF-25 and 38, with
a dose of 60 mg / kg more effective for JF-25 and 30 mg / kg for JF-38. Vascular
permeability testis can be combined JF-38 have a better action on leukocyte
migration. A review of the anchorage structural hardware industry has shown that
hydropower concentrations favor the best COX-2 responses especially with the
hydrophobic moieties present in the site, with binding energy values between -9.08
to -10.8 kcal .mol-1. In view of the results obtained, thiazolidine derivatives have

been shown to be a promising class in the treatment of pathologies process.

Keywords: Anti-inflammatory. Thiazoles.Toxicity tests.Thiazolidines.



Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

Tabela 7 —

Tabela 8 —

Tabela 9 —

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

LISTA DE TABELAS

Propriedades fisico-quimicas e rendimentos para tiossemicarbazonas da
série N-(4-fenil)-hidrazina-carbotiamida.

Principais frequéncias de absorcéo observadas nos espectros de |V para
os derivados da série (E)-etil-2-((Z)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-
fenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato.

Principais deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento
observados nos espectros de RMN 'H para tiossemicarbazonas da série

N-(4-substituido-fenil)-hidrazina-carbotiamida.

Propriedades fisico-quimicas e rendimentos para os derivados da série
(E)-etil-2-((Z)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-fenil)-4-oxotiazolidin-5-
ilideno) acetato.

Principais frequéncias de absorcdo observadas nos espectros de IV para
os derivados da série (E)-etil-2-((Z)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-
fenil)-4-oxotiazolidin-5ilideno) acetato.

Principais deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento
observados nos espectros de RMN 'H para (E)-etil-2-((2)-2-(E)-
benzilidenohidrazona)-3-(4-fenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato
substituidos

Valores calculados e encontrados do ion molecular (m/z) dos derivados
ésteres 4-tiazolidinas da série (E)-etil-2-((Z2)-2-(E) benzilidenohidrazona)-3-
(4-R-fenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato.

Efeito dos compostos (E)-etil-2-((Z2)-2-(E) benzilidenohidrazona)-3-(4-R-
fenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato sobre parédmetros fisioldégicos e
indice de 6rgaos.

Efeito dos compostos (E)-etil-2-((Z)-2-(E) benzilidenohidrazona)-3-(4-R-
fenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato sobre parametros hematolégicos

Efeito dos compostos (E)-etil-2-((Z)-2-(E) benzilidenohidrazona)-3-(4-R-
fenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato sobre parametros bioquimicos.

Percentual de inibicdo do edema de pata dos derivados 4-tiazolidinas da
série (E)-etil-2-((Z2)-2-(E) benzilidenohidrazona)-3-(4-R-fenil)-4-
oxotiazolidin-5-ilideno) acetato.

Média de crescimento do edema de pata dos derivados 4-tiazolidinas da

série (E)-etil-2-((Z2)-2-(E) benzilidenohidrazona)-3-(4-R-fenil)-4-

oxotiazolidin-5-ilideno) acetato.

Dados do estudo de docking dos derivados JF-21, JF-25 e JF-38,
interacoes estruturais.

52

56

58

61

63

68

70

71

71

77

77

81



Esquema 1

Esquema 2

Esquema 3

Esquema 4

LISTA DE ESQUEMAS

Diagrama de sintese dos derivados

tiazolidinicossintetizados.

Mecanismo reacional de formacgao das tiossemicarbazidas.

Mecanismo de obtencao dos precursores dosN-(4-fenil)-
hidrazina-carbotiamida substituidos.

Mecanismo de obtengdo da 4-tiazolidinona
condensacgao com o dietilacetilenocarboxilato.

por

42

50

58



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8

Figura 9
Figura 10

Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18
Figura 19
Figura 20
Figura 21

Figura 22

Figura 23

LISTA DE FIGURAS

Processo inflamatorio 1) fase aguda 2) fase tardia.
Via COX/LOX da cascata do acido araquiddnico.
Estruturas quimicas dos glicocorticoides
predlisona e prednisolona, respectivamente.
Estruturas quimicas de anti-inflamatdrios ndo-esteroidais.
Perspectiva estrutural das COX-1 e COX-2.
Estruturas quimicas dos coxibes: Celecoxibe,
valdecoxibe.

Etapas do processo de planejamento e obtengdo de um novo
farmaco.

Simplificacdo molecular da catalpol para obtencao de novos
derivados antiproliferativos.

Hibridos tiofeno-tiossemicarbazonas com atividade antitumoral.
Estrutura-base de sistemas de aromaticos presentes nos
coxibes.

dexametasona,

rofecoxibe e

Proposta estrutural de analogos etoricoxibe 4,6-diaril-3-
cianopiridin-2-ona.
Estrutura  atividade do  3-(4-aminosulfonilfenilamino)-2-(4-

clorofenil)-5-metil-4-tiazolidinona, 3-(4-aminosulfonilfenilamino)-2-
(4-fluorfenil)-5-metil-4-tiazolidinona e celecoxibe.

Estrutura quimica de derivados heterociclicos pentagonais.
Estrutura base da 4-tioazolidinona.
Principais metodologias sintéticas
tioazolidinona.

a) Atividade antiproliferativas de derivados 4-tizolidinona b) 3-(4-
bromofenil)-2-(4-dimetilamino)fenil) tiazolidina-4-ona (4e).
Estrutura de hibridagdo molecular envolvendo nucleos tiazol,
tiazolidinona e adamantano antimicrobianos e antifungicos.
Sulfonamidas condensadas a 4-tiazolininonas
acaoantitumoral.

Estrutura de 5-arilideno-2-imino-4-tiazolidinas com atividade anti-
inflamataria.

Estrutura quimica dos derivados 5-(carbamoilmetoxy)benzilideno-
2-oxo/tioxo-4-tiazolidinona com agao anti-inflamataria.

Estrutura quimica dos derivados 2-imino-4-tiazolidinona com
acao anti-inflamataria.

Regides de vibragbes do IV do composto JF-13 com os principais
estiramentos dos presentes na tiossemicarbazona N-H, —C=N e o
grupamento C=S.

Espectro de RMN 'H indicando os principais sinais de

de obtencdo de 4-

como

21
23

25
25
27
28
29

30
30

32

32

33

33

34

35

36

37

38

39

40

40

54



Figura 24

Figura 25
Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29
Figura 30
Figura 31
Figura 32
Figura 33
Figura 34

Figura 35

Figura 36

Figura 37

Figura 38

deslocamento quimico da estrutura do composto JF-13.
Ampliacédo do espectro de ressonéncia magnética nuclear de
hidrogénio do composto JF-13 evidenciando os hidrogénios do
anel aromaticos, azometinico e hidrazinico.

Espectro de ressonéncia magnética nuclear de carbono treze do
composto JF-13.

Espectro de massa do composto JF-13, com picos de M+1 e M+2
em destaque.

Bandas vibracionais na regido do IV do composto JF-23
indicando os principais estiramentos dos grupos presentes nas
tiazolidinas.

Espectro de RMN 'H do composto JF-22 indicando os principais
sinais referentes ao grupamento etil na regido de carbono sp3,
simpleto olefinico e fungao azometinica.

Ampliagdo do espectro de RMN '"H COSY para o composto JF-22
mostrando as correlagdes entre hidrogénios.

Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono treze
(RMN '3C) do composto JF-22.

Espectro de HSQC e sua ampliagdo para o composto JF-22
mostrando as correlagdes carbono-hidrogénio J.

Espectro de massa do composto JF-23, com pico do ion
molecular em destaque.

Inibicdo do edema de pata dos derivados JF-21 a 25 e JF-36 a
38 na dose de 30 mg/kg.

Inibicdo do edema de pata dos derivados JF-25 e JF-38 nas
doses de 15 e 60 mg/kg.

Estrutura  atividade do  3-(4-aminosulfonilfenilamino)-2-(4-
clorofenil)-5-metil-4-tiazolidinona, 3-(4-aminosulfonilfenilamino)-2-
(4-fluorfenil)-5-metil-4-tiazolidinona e celecoxibe.

Efeito dos derivados tiazolidinicos sobre a migragao leucocitaria.
Efeito dos compostos tiazolidinicos sobre o aumento da
permeabilidade vascular.

Imagem 2D das interagdes entre os compostos JF-21, JF-25 e
JF-38 com a COX-2.

Imagem 3D das interagcbes dos compostos JF-21, JF-25 E JF-38
com a COX-2, mostrando o mapa representativo de interagdes
hidrofdbicas e hidrofilicas.

95

55

56

S57

61

62

64

65

66

68

72

74

75

78
79

83

84



AINE
AINE
ALA
ALT
ARG
AST
CCD

COX

Dd
DMSO
HETE
HPETE
Hz
IL-1B
ILE

\")

J

LOX

LEU

LISTA DE ABREVIATURAS

Acido araquidénico

Anti-inflamatorio n&o estereoidais.
Anti-inflamatério ndo-esteroidais

Alanina

Alanina aminotransferase

Arginina

Aspartato aminotransferase
Cromatografia em camada delgada analitica
Cicloxigenase

Dupleto

Duplo dupleto

Dimetilsulfoxido

Acidos graxos hidroxilicos

Acidos hidroxiperéxidoeicosatetraenoicos
Hertz

Interleucina 1-beta

Isoleucina

Infravermelho

Constante de acoplamento

Lipoxigenase

Leucina

LTB4/LTAs Leucotrienos



MAPA
MET

MS

NOS
PGG:2
PGH:
PGl2
PHE
PLA:

Q

RMN 13C
RMNH 'H
S

SER

TNF-a
TSC
TXB:2
TYR
TDZ
TRP

VAL

Multipleto

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.
Metionina

Espectrometria de massas

Oxido nitrico sintase

Prostaglandina G

Prostaglandina H

Prostaciclina

Fenilalanina

Fosfolipase Az

Quarteto

Ressonancia Magnética Nuclear de carbono 13
Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio
Singleto

Serina

Tripleto

Fator de necrose tumoral

Tiossemicarbazonas

Tromboxano

Tirosina

Tiazolidinas

Triptofano

Valina



1.1
1.2

21
2.2
2.3
24
25
2.6
2.7
2.8
2.9
2.10

3.1

3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.2.3.1
3.2.3.2

3233

3.3

3.3.1
3.3.2

SUMARIO

INTRODUGAQ ........coerereirirsesesseses s essesssssssessssssssssssssssssssssssnens
ODJEtiVOGEIal. .. ..
Objetivos €SPECIfiCOS........ccceiiiiiiieeeeee e
FUNDAMENTAGAO TEORICA........coooeueeereeereenseseeenssesssss e sssaens
a1 F= 10 gF=To= To KPR
Mediadores quimicos do processo inflamatério.................
Anti-inflamatorios. ...
Cicloxigenase (COX) e 0s coxibes...........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiicee
Quimica medicinal e o planejamento de farmacos.........................
Planejamento de inibidores de COX-2.............coooiiriiiiiciccicee e,
Heterociclicos pentagonais............ccoeevviiiiiiieciiii e
Tiazolidinonas e suareatividade.............ccccceeeiiiieiiiiiiieieeees
Atividades biologicas das tiazolidinona.............cccccceeieiiiiiiiieneeneen,
Atividade anti-inflamatdria das tiazolidinona...............ccccccceeeieeennnnn.
METODOLOGIA. ... ooeeeeecccccrsssssssnrnrr e s mmmnnnes
Esquema geral de sintese..........cccociimmmmmmmmmnnn s
Materiais € Métodos.........ceuciiiiiiiiiiii
EQUIDAMENIOS........cceveeeeeeeee ettt e a e
Reagentes € SOIVENLES..............ccceeeeeeeeieeeeeeeeieee e
Procedimentos SINtELICOS. ..............uuueueeieeeeeeeeeeeeeeeeeaa e
Metodologia de obtencgéo hidrazina carbotiamida substituida
Metodologia de obtencdo das tiossemicarbazonas 4-aril-
SUBSHIUIQ@. ...
Metodologia de obtengdo dos derivados (E)-etil-2-((Z)-2-(E)-
benzilidenohidrazona)-3-(4-fenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato
SUDSHEUITOS. ...
Ensaios BiolOgiCos..........ccoviiiiiiciiiieecmmrre e
ANUMAIS.......oeieeeeeeee ettt e et aaaeaas

ENSQIOS I VIVO. ... e e et eeaaeaen

18
20
20
21
21
22
24
26
28
31
33
34
35
38
42
42
42
42
43
44
44

44

44
45
45
45



3.3.2.1
3.3.2.2
3.3.2.3
3.3.2.4
3.4
3.4.1
3.4.2
3.4.3
3.4.4

4.1
4.1.1

4.1.2

4.2
4.2.1
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.3

5

Toxicidade aguda em doSe UNiCa................ccouueeeeeeeeeirniieeaaseiininnn,
Teste de edema de pata induzido por carragenina.........................
Teste de permeabilidade vascular................cccccceeeveeueveieeeeeeninnnn.
Teste de BOISEO A@ AF .........cccccoeeeeeeeeeiieeieeeeee e
Analise de interagao molecular (Docking).......ccccceeeveveeeeennnnnnnnes
Preparacgéo da estrutura doligante.................cccccceevevvveenncieeeenenennnn,
Preparagdo da estrutura protéica...............cccceeeeeeeeerueeeeeeineriiieeaanan,
Procedimento de dOCKING..............couuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeae e
AN&lise eStatiStiCa. .............uueeeeeeeee e
RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccceermrirrerneeesessessessesssssssessens
Parte quimica.........cooeiiiiieccccr e
Mecanismo reacional e caracterizagéo estrutural dos derivados N-
(4-fenil)-hidrazina-carbotiamida substituidos.........................c........
Mecanismo e caracterizagdo estrutural dos derivados (E)-etil-2-
((Z2)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-fenil)-4-oxotiazolidin-5-
ilideno) acetato SUbSHItUIOS..................uvuemmiiiiiiiiiiiiie e
Avaliagao bioldgica...........ccvviiiiiiiiire e ————
Toxicidade aguada..................uuuuummmmeeiiiiiiiiee e
Edema de pata induzido porcarragenina..............cc....ccceevueeeennnns
BOISEO Q@ AF ...
Permeabilidade vascular..................ccccoouuieeeeeieeiiiiiiiee
Analise de docKing.........cccooviiiiiiiiiiiiriccccece s
CONCLUSAD........coirerrerereressesse st ssessessesssssssessesssssasssssssssssssssssens

REFERENCIAS.........cocceieeetrtrtseas e e e seesesesessssssssese s s e e s sssesssssasssssssnsaees

45
46
47
47
48
48
48
48
49
50
50

50

57
69
69
72
78
79
80
85
86



18

1. INTRODUGAO

O processo inflamatério € um dos mais antigos mecanismos de resposta
imunoldgica do organismo frente uma infeccado ou lesao tecidual e caracteriza-
se por ser multifatorial. O intuito deste processo € eliminar ou limitar a
propagacado de um dano e promover o reparo de tecidos lesionados que pode
estar envolvido em diversas patologias (COUTINHO et. al., 2010). Aresposta
inflamatadria resulta na producéo e liberagao de diversos mediadores quimicos
como as aminas vasoativas, metabdlitos do acido araquidénico, fator de
ativagao plaquetaria, bradicinina, éxido nitrico entre outros, responsaveis pelas
caracteristicas da area inflamada. Entretanto nem sempre a resposta
inflamatadria inicial € eficiente e o processo pode evoluir para um estado de
inflamacéao crénica, sendo necessaria a intervencdo medicamentosa (ABBAS
et. al., 2008;0LIVEIRAet al., 2017).

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) tém sido a principal
abordagem terapéutica utilizada no tratamento da inflamacéo. No entanto, os
efeitos adversos associados ao uso destes medicamentos, tais como
problemas gastrointestinais e cardiovasculares, estimulam a procura por novas
moléculas potencialmente ativas que minimizem estes efeitos e sejam eficazes
na acao anti-inflamatoria (ABDELLATIF et. al., 2015).

Incentivada a trabalhar no desenvolvimento de novos anti-inflamatérios, a
comunidade cientificavem realizando adequacdes estruturais em relagcao a
molécula-alvo. Dentre as areas envolvidas neste desenvolvimento, destaca-se
a Quimica Medicinal. Este ramo da quimicaestuda os parametros relacionados
a estrutura-atividade dos novos compostos candidatos a farmacos, utilizando-
os para o planejamento de novas substancias biologicamente ativas que visam
o combate de uma variedade de doengas que envolvem o processo
inflamatério (BARREIRO et.al, 2009; SUNet. al, 2012).

Devido a heterogeneidade declasses terapéuticas, existem muitos
compostos com perfil anti-inflamatério, dentre eles, destacam-se os
heterociclicos pentagonais, como os tiazois. Os derivados do grupo tiazol,
especificamente as tiossemicarbazonas e tiazolidinas (TZD) representam uma

classe de substancias sintéticas de grande interesse quimico devido a suas
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propriedades quimicas e atividades biologicas diversas como antitumoral,
antimicrobiana, anti-inflamatdria entre outros (JAIN et. al. 2012; KASHUAP et.
al., 2012; MANJAL et al. 2017).

Sinteticamente, as tiossemicarbazonas (TSC) destacam-se por sua
variabilidade de obtenc&do, baixo custo de sintese e principalmente sua
utilizagédo como intermediarios de muitos ndcleos importantes (ESPINDOLA, et.
al., 2015). Entre estes nucleos esta o anel 4-tiazolidinona que possuem varios
sitios de substituigcdo proporcionando a possibilidade de um grande numero de
analogos estruturais. Estas modificacbes estruturais alteram os paradmetros
fisico-quimicos das moléculas como efeitos eletrénicos, biodisponibilidade e
interacdo substrato-receptor, o que interfere diretamente na sua acéo
farmacolégica (LIESEN et. al., 2008; ASATI, et. al., 2014).

As tiazolidinas fazem parte de uma classe de funcionalidades que vem
sendo estudadas com afinco por apresentarem propriedades farmacolégicas
promissoras. Neste contexto podemos ressaltar a importancia desta classe de
compostos bioativos presentes em uma nova molécula como candidato a
prototipo para desenvolvimento de farmacos para o alivio ou tratamento dos
sintomas da inflamagao.Tendo em vista a necessidade de obtencdo de novos
compostos que sejam atuantes de maneira seletiva com os alvos bioldgicos e
mais eficientes em sua ac¢do farmacoldgica, o presente trabalho propde a
sintese de novos derivados tiazois e a avaliagdo do potencial anti-inflamatério

destes compostos.
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1.10bjetivo Geral

Sintetizar e caracterizar estruturalmente novos derivados (E)-etil-2-((Z)-2-
(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-bromofenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno)acetato
substituidos (LglT/JF), bem como a avaliar o potencial anti-inflamatoérios destes

compostos.

1.2. Objetivos especificos

+ Sintetizar e determinar as caracteristicas fisico-quimicas de novos

derivados N-(4-fenil)-hidrazina-carbotiamida substituidos;

+ Sintetizar e determinar as caracteristicas fisico-quimicas de novos
derivados (E)-etil-2-((Z)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-fenil)-4-

oxotiazolidin-5-ilideno) acetato substituidos;

+ Elucidar estruturalmente os compostos sintetizados através de
Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN'H), Ressonancia
Magnética Nuclear de carbono treze (RMN'3C), espectroscopia de
absorgao vibracional na regidao do infravermelho (IV) e Espectrometria de
Massas (EM);

+ Verificar a toxicidade aguda oral em dose Unica dos compostos

sintetizados;

+ Avaliar o potencial anti-inflamatérioin vivo dos derivados (E)-etil-2-((Z)-2-
(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-fenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato
substituidos através do modelo de edema de pata induzido por

carragenina, permeabilidade vascular e bolsao de ar;

+ Estudar as interagdes moleculares através do docking dos derivados de

melhor agao anti-inflamatoria testada junto a COX-2.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Inflamagéo

A inflamacgao esta envolvida na génese de uma variedade de doencgas e
caracteriza-se por ser um processo complexo iniciado pelo corpo como
resposta a lesdao ou infecgdo, causadas por fatores quimicos ou fisicos
(SANTIN et. al., 2013). O processo inflamatorio € conhecido como um dos mais
antigos mecanismos de defesa do organismo e possui basicamente cinco
sinais classicos: rubor, calor, edema, dor e perda de funcdo do tecido
danificado. (HEIDLAND et. al. 2006; SINGH et. al., 2017)

Resumidamente, a resposta inflamatéria envolve trés fases. A fase
aguda,que se caracteriza pela vasodilatagdo local e o aumento da
permeabilidade vascular; a fase tardia onde ocorre a migragao celular, com a
infiltracdo de leucécitos e células fagocitarias; e a fase cronica, na qual ha
degeneragao tecidual e fibrose, podendo causar dor através da ativagédo e
sensibilizacdo de nociceptores (Figura 1) (LEES et. al.,, 2004; REVANKAR et.
al., 2017).

Figura 1. Processo inflamatdério 1) fase aguda e 2) fase tardia.
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(Fonte: Adaptada de Jacob, 2017)

No processo inflamatério, células como leucécitos, endoteliais,
mastoécitos e células do sistema nervoso periférico produzem uma série de
substancias chamadas mediadores quimicos tais como, serotonina, histamina,

oxido nitrico, citocinas, metabdlitos da cascata do acido araquidénico, entre
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outros. Estes mediadores promovem uma alteragdo no organismo induzindo a
expressao genética e sintese proteica em uma variedade de células que
promovema inflamacao (BARROS et. al., 2010, SRIVASTAVAet. al., 2016).

2.2 Mediadores quimicos do processo inflamatoério

O sistema imune reconhece as agressdes que desencadeiam o0 processo
inflamatorio por meio de mediadores quimicos. Estes mediadores originando-
sede células do tecido conjuntivo e do endotélio, leucocitos e plaquetas e
ligam-sea receptores celulares, induzindo a sintese e liberacdo de moléculasde
natureza pro-inflamatoriase anti-inflamatérias. (MARIOTTO et. al, 2007,
MACCARI et. al., 2014). As primeiras substancias liberadas apés um estimulo
inflamatdrio sdo as aminas vasoativas, histamina e serotonina. Elaspromovem
alteracbes vasculares que incluem de vasodilatacdo a exsudacdo plasmatica.
Em sinergia com estas substancias, a bradicinina induz a hiperalgesia
participando dos processos de nocicepgdo bem como na formagédo do edema
(LAVICH et. al., 2003; ELEFTHERIOU et al., 2012).

Outro mediador é o 6xido nitrico que é obtido a partir da catalise da enzima
oxido nitrico sintase (NOS). Esta enzima apresenta pelo menos trés isoformas:
duas constitutivasNOS endotelial (eNOS) e NOS neuronal (nNOS), e um forma
indutiva (iNOS) liberada por meio de um estimulo como resposta inflamatoria
(MARIOTTO et. al., 2007). Além deste, as citocinas, modulam a funcdo de
muitos tipos de células, que sdo determinantes para a infiltragcdo celular e para
os efeitos sistémicos durante o processo inflamatério agudo. O conjunto inicial
de reagdes que caracteriza a fase aguda do processo inflamatério € mediado
pela liberagao de citocinas pro-inflamatérias no tecido lesado, dentre estas o
TNF-a e IL-18 (OLIVEIRA, 2012; MACCARI et. al., 2014).

Dentre os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da inflamacéo,
formacao de acido araquidonico(AA)e seus metabdlitos representa um dos
mais importantes. Obtido a partir de fosfolipideos de membranas celulares sob

a atuacgao da enzima fosfolipase A, (PLA,), o AA é metabolizado dando origem

a mediadores inflamatérios por duas vias: das cicloxigenases (COX) e
lipoxigenases (LOX) (SRIVASTAVA et. al., 2016).A primeira via, acdo da COX,
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produz os endoperéxidos ciclicos conhecidos como prostaglandinas G e H

(PGG2e PGHz2). Esta por sua vez, sob agao da isomerases e sintases, realizam

a transformacdo da PGH2 no conjunto de prostanoides, composto pelas

prostaglandinas (PGE2, PGD2, PGF2d), prostaciclinas (PGl2) e tromboxanos

(TXA2 e TXB2). Na segunda via, das lipoxigenases, o AA é metabolizado em

acidos hidroxiperoxidoeicosatetraenoicos (HPETE) e estes convertidos em

seus acidos graxos hidroxilicos (HETE) levando a formacéo de leucotrienos
(LTA4, LTB4, etc). (Figura 2) (BRUNTON et al., 2010; SRIVASTAVA et. al.,

2016).

5-LOX AA
HOO

HPETE l

0
PN COOH
_ LTA,

OH l OH

N
= LTB,

LEUCOTRIENOS

.0
0 Q

Figura 2. Via COX/LOX da cascata do acido araquidénico. .

PLA,
-

COOH
COX-1
COX-2

T IWCOOH
OKL\N\/

OoH PGG,

COX-1
COX-2

FOSFOLIPIDEOS

COOH

1
OH HO N

HO™ O | /

TROMBOXANOS

1
OH  TxB, PGF,

QV\/\,\/
HO

HO
PROSTACICLINAS  (Adaptado de BRUNTON et al., 2010).



24

Este conjunto de mediadores, denominados eicosanoides, desempenha
importante fungdo na indugéo e na facilitagcdo de patologias, principalmente as
inflamatorias (SRIVASTAVA et. al, 2016). Neste processo, cada um
desempenha uma acgao especifica. As prostaglandinas sdo responsaveis por
estimular os centros hipotaldamicos de termorregulacdo, vasodilatagdo e
hiperalgesia (dor). O TXA2 induz a sintese de citocinas inflamatérias como
interleucina 1B (IL-1B) e o fator de necrose tumoral (TNF-a) as quais migram e
atuam na area lesionada sinalizando a inflamac¢ao.Os leucotrienos aumentam a
permeabilidade vascular atraindo os leucdcitos para o sitio da lesao,
favorecendo a formacdo do edema. A prostaglandina |2 (prostaciclina)
predomina no endotélio vascular e atua causando vasodilatagcédo e inibigao da
adesao plaquetaria (SANTOS, 2013; ALl et al., 2017).

Juntos, estes efeitos ddo origem aos sintomas clinicos normalmente
presentes em patologias inflamatérias: dor, febre, vermelhidao, inchago e até
perda de funcdo. Nao obstante, o processo inflamatério caracteriza-se por ser
fisiologicamente benéfico ao organismo. Entretanto, a ocorréncia dos eventos
associados a resposta inflamatéria de forma exasperada resulta em efeitos

adversos sendo necessaria a intervengao por farmacos anti-inflamatérios.

2.3  Anti-inflamatérios

Os primeiros anti-inflamatérios a serem desenvolvidos foram os
glicocorticoides, também chamados esteroidais. Estes compostos fazem parte
de um grupo de horménios cujo mecanismo envolve o bloqueio da liberagdo de
prostaglandinas pela inibicdo atividade da fosfolipase A2 Entretanto o uso
prolongado destes corticoides demostrou predisposicdo a infecgbes por seus
efeitos imunossupressores além de aumento da pressao arterial, surgimento de
ulceras gastricas entre outras. Exemplos de anti-inflamatérios esteroidais sédo a

dexametasona, prednisolona e prednisona (GUERRA, 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Estruturas quimicas dos glicocorticoides dexametasona, predlisona e prednisolona,

respectivamente.

(Fonte: o Autor)

Os efeitos indejesados associado aos glicorticoides corroborou para o
desenvolvimento dos chamados anti-inflamatérios nao esteroidais (AINE’s). Os
AINE’s sdo um grupo quimicamente heterogéneo de acidos organicos que
compartilham certas agbes farmacoldgicas tais como antipirético, analgésico e
anti-inflamatério. Este grupo se caracteriza por apresentar uma inibicdo nao
seletiva da enzima COX, no qual esta incluso os salicilatos (como a aspirina),
derivados indolacéticos (ex. diclofenaco), derivados do acido propiénico (ex.
ibuprofeno), fenamatos (ex. meclofenamato), oxicans (ex. piroxicam) (Figura
4)(RANG et. al., 2007; PALASKA et. al., 2012).

Figura 4. Estruturas quimicas de anti-inflamatérios ndo-esteroidais. (Fonte: O Autor)
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Estudos apontam que os AINE’s apresentam efeitos adversos tais como
toxicidade gastrointestinal, renal, e efeitos no sistema nervoso -central
(PINHEIRO & WANNMACHER, 2010; SILVA, MENDONCA & PARTATA,
2014). Observou-se que alguns destes efeitos, como a toxicidade
gastrointestinal,estdo associados a inibicdo das prostaglandinas que
promovendo a diminuicdo na producdo da PGE pela mucosa gastrointestinal
ocasionando um processo de ulceracdo. Entretanto,com a descoberta da COX-
2 e de que é expressa nos locais de inflamacgao, levantou-se a possibilidade de
inibir seletivamente esta isoforma, explorando, entdo, os efeitos benéficos dos
AINE’s sem apresentarem seus efeitos colaterais (ALSAYEDet. al.,
2017;CHAABANEet. al., 2018).

2.4 Cicloxigenase (COX) e os coxibes

Inumeros estudos descrevem que os efeitos indesejaveis dos AINE’s sao
oriundos da inibicdo ndo seletiva da cicloxigenase. A COX possui trés
isoformas distintas: COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-1 ¢é expressa
constitutivamente pela maioria das células, e leva a formacédo das PG’s que
desempenha como principais fungcbes a citoprotecdo do trato gastrointestinal,
agregacao plaquetaria, homeostase vascular e manuteng¢ao do fluxo sanguineo
renal. A utilizagcdo de farmacos inibidores desta isoforma é considerada como
grande responsavel pelos efeitos adversos que ocorrem no trato digestivo e
rins (UNGPRASERT et. al., 2015).

A COX-2 é hiper-regulada por citocinas pro-inflamatérias como IL- 1, IL-2,
TNF-a, e outros mediadores nos sitios de inflamacdo. Entre eles estdo os
fatores de crescimento e endotoxinas, sendo a principal fonte dos prostandides
formados nos processos inflamatorios, algésico e térmicos. Sua expressao
ocorre nas células migratérias e tecidos lesados apds o estimulo inflamatério,
por isso € chamada de enzima indutiva. (MALTA et. al., 2014).

A COX-3 é uma variante do gene da COX-1, através da ocorréncia de um
splicing alternativo. Sabe-se que esta isoforma € mais abundante no coragéao e
no cortex cerebral, entretanto avangos nos estudos desta isoforma vém sendo
realizados a fim de se obter maiores informagdes a respeito de sua fungao e
modulagdo vem sendo realizados (COUTINHO et. al., 2010; ALl et al., 2017).
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As principais isoformas da COX diferem-se quanto a sua sensibilidade a
inibicdo através de alguns agentes anti-inflamatérios. Estruturalmente estas
enzimas diferenciam-se apenas em sua composi¢ao no sitio ativo, mais
especificamente onde ocorre a interagdo com o acido araquidénico e os
AINE’s.Os diferentes residuos de aminoacidos nas estruturas da COX 1 e 2
resultam num arranjo estrutural que proporciona diferentes regides de
reconhecimento molecular. Enquanto a COX-1 apresenta menor cavidade de
interacdo devido ao volume molecular da isoleucina na posicdo343, a COX-2
possui uma cavidade maior, uma vez que estas posicdes sao substituidas por
porcdes de vanilina, permitindo interagées secundarias e diminui¢ao de efeitos
estéricos (ROMEIRO et. al. 2008; ABDEL-AZIZet. al., 2016)(Figura 5).

Figura 5. Perspectiva estrutural das COX-1 e COX-2.

(Fonte: O autor)

A descoberta da necessidade de inibicao seletiva da COX-2 para controle
do processo inflamatério resultou no desenvolvimento de novos farmacos, os
chamados coxibes. Estudos sugerem que estes farmacos seriam mais
vantajosos quando comparados glicocorticoides e anti-inflamatérios nao

esteroidais, visto que a COX-2 é predominantemente expressa nos locais de
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inflamag&o. Assim sendo, alguns inibidores seletivos de COX-2 tais como
celecoxibe, rofecoxibe e valdecoxibe foram desenvolvidos e aprovados
paracomercializagdo uma vez que nado ha redugdo da PGs gastroprotetoras
oriundas da COX-1, embora mantenha a eficiéncia anti-inflamatéria (KAUR et.
al., 2015) (Figura 6).

Figura 6. Estruturas quimicas dos coxibes: celecoxibe, rofecoxibee valdecoxibe.
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(Fonte: o Autor)

Entretanto alguns estudos clinicos evidenciaram uma ocorréncia elevada de
eventos cardiovasculares e tromboembdlicos em usuarios crénicos dos
coxibes, levando a retirada de algum deles do mercado. Estes efeitos estédo
relacionados ao bloqueio da COX-1 que é responsavel pelo sintese de
tramboxanos e prostaciclinas os quais regulam o equilibrio entre indugdo da
coagulagado (TxB2) e agdo anti-coagulante (PGI2) Diante disto, aumentou-se a
duvida dos beneficios terapéuticos dos inibidores COX-2, sendo necessaria,
assim, a busca por uma nova classe de substancias inibidoras desta isoforma e

com a mesma eficiéncia anti-inflamatéria (SHABBIR et al., 2018).

2.5  Quimica medicinal e o planejamento de farmacos

O planejamento de novos compostos biologicamente ativos compreende
uma das mais importantes etapas para obtencdo de novos medicamentos. A
quimica medicinal é responsavel por este planejamento, uma vez que envolve
desde o planejamento até a preparagao de farmacos (LEITE, 2016).

As fases de obtengdo de novos farmacos envolvem aspectos das
ciéncias bioldgicas, médicas e farmacéuticas que vao desde selegao do alvo

bioldgico até a inovagao farmacoldgica (Figura 7). Em geral, a obtengdo de um
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novo composto bioativo ocorre a partir da identificacido e otimizacdo de um
composto protétipo baseado na relagdo entre estrutura quimica e atividade
biolégica (BARREIRO, 2009; SUN et al., 2012).

Figura 7. Etapas do processo de planejamento e obtengdo de um novo farmaco.
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(Fonte: Adaptado de BARREIRO, 2009.)

As estratégias de planejamento molecular utilizam técnicas de
modificagdo molecular classicas da Quimica Medicinal, tais como
bioisosterismo, simplificacdo e hibridagdo molecular.O bioisosterismo resulta da
substituicdo de atomos ou grupo de atomos por outros quimicamente
semelhantes em compostos ativosbiologicamente. Essas alteragbes levam a
diferentes propriedades fisico-quimicas que mantem a eficiéncia da acao
terapéutica podendo acarretar melhoria nos efeitos adversos associados
(LIMA, 2007; ALI et al. 2017).

A simplificacdo molecular consiste modificagdo molecular ou otimizagao
de farmacos e/ou protétipos, permitindo a obtengdo de novos analogos ativos
de estruturas mais simples em relacdo ao protétipo. Garcia et al., descreve a
sintese de analogos simplificados da biciclica-aglicona do catalpol, cuja acao
antiproliferativa sobre a DNA polimerase mostrou-se eficiente. O biciclico-
aglicona assemelha-se estruturalmente a porgdo purina presente em
nucleosideos e desta forma poderia explicar a atividade observada de inibidora
da DNA polimerase Taq(GARCIA et al., 2010)(Figura 8).
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Figura 8. Simplificacdo molecular da catalpol para obten¢cao de novos derivados

antiproliferativos.

OTBDPS

(Fonte: o autor)

A hibridacdo molecularconsiste em uma estratégia baseada no
reconhecimento das subunidades farmacoféricas na composicéo estrutural de
dois ou mais produtos bioativos. A jungdo dessas subunidades leva a formagao
de um novo hibrido mantendo as caracteristicas das moléculas originais
selecionadas previamente (ADDLAet. al., 2012).Oliveira e colaboradores
descrevem a sintese e atividade in vitro de dez novos hibridos 2-tiofeno-
tiossemicarbazonas frente a 11 linhagens diferentes de células tumorais. A
juncao dos grupos tiofenos e tiossemicarbazonas, que ja se caracterizam por
acao farmacoldgica, revelaram dois dos compostos sintetizados com inibigcao
de 50% do crescimento celular apés 48 horas de tratamento. Estes se
mostraram capazes de inibir o desenvolvimento de tumor sdlido de Ehrlich na
dose de 30mg/kg (Figura 9) (OLIVEIRA et. al., 2015).

Figura 9.Hibridos tiofeno-tiossemicarbazonas com atividade antitumoral.
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(Fonte: OLIVEIRAet. al., 2015.)
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As estratégias citadas acima s&o comumente usadas de forma
combinada. Estas sao muito frequentes no planejamento de novas substancias
através de desenho de analogos. Estes desenhos sdo baseados nas estruturas
quimicas de medicamentos de agao farmacologica ja difundida, e destaca-se
na area de obtengdo de farmacos sintéticos, pois da origem a novas formas
terapéuticascom melhores garantias de eficiéncia quanto a agao bioldgica. Esta
estratégia parte de um farmaco ja bem estabelecido quanto aos perfis
farmacodindmico e farmacocinético.Os analogos podem ser estruturais ou
farmacolégicos. Quando estruturais e farmacoldgicos s&o substéncias que
possuem estrutura quimica e atividade farmacoldgica semelhanteaquelas que
mimetizam. A estratégia acima citada vem sendo muito utilizada para obtengao
de anti-inflamatérios semelhantes estruturalmente aos coxibes. Assim, temos
atomos ou grupos de atomos quimicamente semelhantes nas estruturas dos
analogos que confere agao farmacoldgica semelhante (bioisosterismo). (SILVA,
2013).

2.6  Planejamento de inibidores de COX-2

Dentro das novas propostas farmacolégicas com acao anti-inflamatéria,
inumeros séo os relatos da sintese de novas substancias analogas asinibidoras
de COX-2. A analise dos relatos da literatura sugere a presenga de porgdes
especificas nas estruturas de novos agentes anti-inflamatérios.

Em decorréncia das diferengas estruturais da COX-1 e COX-2, a acao
de anti-inflamatoérios seletivos da COX-2 requer a presenga de grupos
estericamente capazes de passar pelo canal de entrada da COX-2, assim
como interagdo com canais hidrofobico e hidrofilico decorrentes da presenca
da valina no sitio ativo da enzima (UNSAL-TANet. al., 2012). De forma geral, os
compostos planejados apresentam, entre outros, estruturas com grupos
aromaticos, os quais sao compostos por dois grupos aril e um anel de cinco ou
seis membros, em geral oxazois, triazois e tiazois (Figura 10). Estes grupos
oferecem uma estrutura-esqueleto que permite uma interagao eficaz dos seus
substituintes com sitio ativo presente na COX-2 (BARREIRO e FRAGA,
2008;SRIVASTAVA et. al., 2016).
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Figura 10.Estrutura-base de sistemas de aromaticospresentes nos coxibes.

Celecoxibe CHs Rofecoxibe Valdecoxibe

(Fonte:
0 autor)

Recentemente, estudo relata o planejamento e sintese de novos anti-
inflamatorios cujos desenhos estruturais baseiam-se nos coxibes, os quais
apresentaram inibicdo significativa quando comparados aos coxibes padroes.
Alsayedet. al.,descreveram o planejamento e sintese de analogos etoricoxibe

(4,6-diaril-3-cianopiridine-2-one) (Figura 11).

Figura 11. Proposta estrutural de analogos etoricoxibe 4,6-diaril-3-cianopiridin-2-one.

R = NO, , CH,CH(CHj),, NHSO,CHj
R'=H,CHs CleF

(Fonte: Adaptado de ALSAYED et. al., 2017.)

Neste estudo,0s compostos sintetizados demonstraram alta seletividade
frente a COX-2 (S.I = 4.14-6.98uM) e indices de inibigdo inflamatodria (%
inibicdo do edema= 60.5— 64.5 %) semelhantes quando comparados ao coxibe
padrao (S.l.= 7.29 uM; % inibicdo de edema = 60%). Estruturalmente, a piridina

central do etoricoxibe foi substituida pelo grupo 1,2-di-hidro-2-oxopiridina para
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aumentar o numero deligagbes polares. O cloro na posi¢cdo 5 foi substituido
pelo grupo ciano acarretando um aumento no numeros de ligagdes de
hidrogénio. Os grupos aril foram mantidos e seus substituintes alterados para
grupos volumosos que assim garantem maior interacdo com os residuos
hidrofébicos dentro de sitio ativo da COX-2, como o metilsulfonil, que € um dos
principais responsaveis pela seletividade com a COX-2 (ALSAYED et. al.,
2017).

2.7  Heterociclicos pentagonais

Os compostos heterociclicos pentagonaisttm um papel crucial na
obtencdo de novas moléculas assim como no nosso sistema biologico. Estes
heterociclicos estdo presentes em diversos de candidatos a medicamentos
como antibidticos, antitumorais, antiviral, antimicrobiano, antifungico,
antidiabético eanti-inflamatorio (TRIPATHI et. al., 2014;CHADHA et. al., 2015).
Dos grupos heterociclicos, os derivados tiazdis tem se destacado por sua
potencial aplicagdo em sintese organica, podendo ser utilizada em reacgdes de
condensagao, oxidagao, transformacédo de grupos funcionais e formacao de
ligagdo carbono-carbono. Os tiazois sdo membros dos heterociclicos azdéis que
incluem imidazdis e oxazois (Figura 13) (KASHYAP et. al., 2012).

Figura 13. Estrutura quimica de derivados heterociclicos pentagonais.

O OO

Imidazol Oxazol Tiazol

(Fonte: o autor)

Dos derivados tiazois, as tiazolidinas destacam-se por apresentar um
amplo perfil farmacologico tais como agente antitumoral (KASHUAP et. al.,
2012), antinflamatério (TAGELDINet. al., 2018) antimicrobiana (MANJAL et al.,
2017), antiprotozoaria (CARDOSO et.al., 2014), dentre outras. Diante disto,
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este nucleo esta sendo continuamenteexplorado no planejamento e sintese

novos possiveis farmacos, no combate dos efeitos da inflamacgao.

2.8 Tiazolidinas e sua reatividade

As tiazolidinas (TZD), quimicamente, sdo compostos consistem em um anel
de cinco membros contendo dois heteroatomos, um atomo de enxofre (posi¢cao
1) e um atomo de nitrogénio na posigao 3 e um grupo carbonila na posigéo 4,
podendo apresentar diversos grupos quimicos em geral como substituintes nas
posicdes 2, 3 e 5 (Figura 14) (LIESEN et. al., 2008; TRIPATHI et. al, 2014).

Figura 14. Estrutura base da 4-tioazolidinona.

(Fonte: O autor)

Dentre os processos de sintese de 4-tiazolidinas descritos na literatura,
destacam-se as reagdes de condensagao entre acido a-mercaptoacético,
aminas primarias e aldeidos, do tipo “one-pot” e reagdes de ciclizacdo
envolvendo 1) acidos a-haloacéticos; 2) acido a-mercaptoacético com
tiossemicarbazonas; 3) entre moléculas que apresentam ligagcao dupla ou tripla
conjugada com o grupo carbonila, como anidrido maléico ou
acetilenodicarboxilato de dimetila e compostos que apresentam a funcao
tioamida, como as tiossemicarbazonas (Figura 15). (LAURENT et. al., 2004;
YADAV et.al., 1994; TENORIO et. al., 2005;JAIN et. al., 2012).
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Figura 15.Principais metodologias sintéticas de obtenc¢ao de 4-tioazolidinona.
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(Fonte: Adaptado de TENORIO et. al., 2005)
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Dentre as diversas reagcdes que envolvem o anel 4-tiazolidinona destacam-
se 0s processos quimiosseletivos que ocorrem nas posi¢cdes 1 (enxofre) em
reacoes de oxidagao; 3 (nitrogénio) em reacdes de N-alquilagdo e em reagdes
de Mannich; 4 (carbonila) em reagdes de tionacao via reagente de Lawesson e
5 (carbono metilénico) em reagdes de condensagao com aldeidos, cetonas ou
com sais de diaz6nio (LIESEN et. al., 2008; ALl et al., 2017).

2.9 Atividades bioldgicas das tiazolidinas

As tiazolidinas representam uma classe de compostos muito importantes
na Quimica medicinal, devido a sua versatilidade biolégica taiscomo
antibacteriana (OYA et. al.,, 2007;FELISE et.al., 2008; JAIN et. al., 2010),
antioxidante (SWANTH et.al., 2012), antitripanosomal (LEITE et.al., 2007), anti-
retroviral (RAWAL et.al., 2005), anti-inflamatéria (BARROS et. al., 2010;
TRIPATHI, 2014) e analgésica (VIGORITA et al, 2001), antitumoral
(GUDUDURU et. al. 2005; KUMAR, et.al., 2015), anti-convulsivante (AMINet.
al., 2018) dentre outras.

Kumar e colaboradores, em 2010, relatam a sintese de derivados de 4-
tiazolidinona comacao antiproliferativa, nos quais a presenga do grupo
tiazolidinona demonstrou ser significativo para atividade em questdo. As
moléculas foram testadas quanto a sua citotoxicidade contra linhas de células
leucémicas. O composto 3-(4-bromofenil)-2-(4-dimetilamino)fenil) tiazolidina-4-
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ona (4e) (Figura 16) com substituinte doador de elétrons em posi¢cado parado
anel fenil exibiu consideravel citotoxicidade contra células Reh e Nalm6 com
valores de ICsode 11,9 e 13,5 yM, respectivamente. Além disso, o composto
4e foi testado para estudos de regressdo de tumores induzidas por EAC em
rato albino suigco. Tanto in vitro quanto in vivo os resultados sugerem
significativa atividade antiproliferativa, mostrando areas multifocais de necrose

e numerosas de células apoptéticas.

Figura 16. a) Atividade antiproliferativas de derivados 4-tizolidinona b) 3-(4-bromofenil)-2-

(4-dimetilamino)fenil) tiazolidina-4-ona (4e).
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(Fonte: Kumar et al., 2010)

Em 2010, Omar e colaboradores propdem um estudo de novos agentes
antimicrobianos e antifungicos, com derivados 4-tiazolidinona numa estratégia
de hibridagdo molecular incorporando trés nucleos bioativos conhecidos: tiazol,
tiazolidinona e adamantano (Figura 17). A avaliagdo da atividade antibacteriana
e antifungica demonstrou que os compostos apresentaram resultados melhores
do que os medicamentos padrdao (cetoconazol) frente a bactérias Gran
positivas e negativas (B. cereus, E. coli, Proteus mirabilis, S. aureus e efc.), e
fungos (A. versicolor, F. flavum. P. ochrochloron), sendo assim candidatos

promissores para novos farmacos.
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Figura 17. Estrutura de hibridagcdo molecular envolvendo nucleos tiazol, tiazolidinona e

adamantano antimicrobianos e antifungicos.
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(Fonte: Omar et. al., 2010)

Kamel et. al. desenvolveu derivados de sulfonamida-4-tiazolidinona (77-
82)testando contra a linhagem celular de carcinoma cervical (HELA) e as linhas
celulares de carcinoma de mama (MCF7). O 5-fluorouracilo e a doxorrubicina
foram utilizados como farmacos de referéncia. Os compostos que se
destacaramligados a tiazolidinona foram: derivado p-metoxifenilo A,
derivadoindol B e oderivado o-hidroxi-p-metoxifeniloC(Figura 18). Verificou-se
que os compostos de modo geral apresentaram atividades antitumorais
significativas. A acao antitumoral foi atribuida a presenca do anel de fenilna
fragao de sulfapiridina proporcionando uma melhor afinidade em relacdo com a
enzima devido a forca da atracao eletrostatica entre a porgao fenil e a sitio alvo
das células tumorais(KAMEL et. al., 2010).
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Figura 18.Sulfonamidas condensadas a 4-tiazolininonas com agéo antitumoral
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(Fonte: Kamel et. al., 2010)

2.10 Atividade anti-inflamatdria das tiazolidinas

Muitos estudos acerca da atividade anti-inflamatoria das tiazolidinas tém
sido relatados por diversos grupos de pesquisa relacionados a Quimica
Medicinal. Entre eles destacam-se, a sintese de analogos n&o esteroidais,
assim como os coxibes. Como ja citado, os inibidores seletivos de COX-2
chegaram ao mercado farmacéutico como solugéo para os efeitos secundarios
causados pelos AINE’s, tais como toxicidade gastrica e renal, no tratamento
inflamatério. Entretanto, um aumento da incidéncia de eventos
cardiovasculares associados aos coxibes, tem despertado o interesse de
muitos grupos de pesquisa na tentativa de obtencdo de novos anti-
inflamatoérios, bem como estruturalmente semelhantes aos coxibes (LORENS
et. al., 2002; DI NUNNO et. al., 2014).

Uma série de 5-arilideno-2-imino-4-tiazolidinas foi sintetizada por Ottana
e colaboradores e mostraram significativa atividade anti-inflamatéria utilizando
como modelos de inflamagao aguda edema de pata e pleurisia em ratos swiss.
O composto 5- (3-metoxifenileno) -2-fenilimino-3-propil-4- tiazolidina (A)

apresentou 85% de inibicdo (3h) semelhante a da indometacina (Figura 19).
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Fazendo uma analise estrutural os pesquisadores observaram que a troca do
grupo metoxi em para para a posicdo meta, bem como a substituicdo deste
pelos grupos -SCHs e -SO2CHs foi um prejudicial para a atividade anti-
inflamatoria. O composto 5- (4-metoxifenil) metilideno-2-fenilimino-3-propil-4-
tiazolidinona (B) revelou altos niveis de inibigdo nos teste de edema de pata
induzido por carragenina, quando comparados aos da indometacina. No estudo
de Docking o composto B mostrou que a fragcdo 4-metoxibenzilideno pode
facilmente ocupar a vizinhanga do bolso secundario da COX-2 e fazer a
interagcdo do tipo ligacbes de hidrogénio com Arg513, Arg120 e Tyr355
(OTANNA et.al., 2005; JAIN et. al. 2012).

Figura 19. Estrutura de 5-arilideno-2-imino-4-tiazolidinas com atividade anti-inflamatéria.

(Fonte: JAIN et. al. 2012)

Uma série de derivados de 5- (carbanoilmetoxi) benzilideno-2-oxo / tioxo-
4-tiazolidinona (8e9) foram sintetizados e avaliados quanto a capacidade
inibitérias da enzima aldose redutase (AR), que desempenha um papel crucial
no desenvolvimento de complicagdes do diabetes, bem como nos processos
inflamatorios associados tanto ao diabetes mellitus como a outras patologias. A
atividade inibidora in vitro indicou que os compostos, em geral, apresentam
bons inibidores de AR. Os derivados do acido acético 8-a ed e 9-a ed
mostraram-se os melhores inibidores enzimaticos entre os compostos testados,
dotados de niveis significativos de capacidade inibitéria, atingindo valores de
ICs0 submicromolares (Figura 20) (MACCARI et. al., 2014).
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Figura 20. Estrutura quimica dos derivados 5-(carbamoilmetoxy)benzilideno-2-oxo/tioxo-4-

tiazolidinona com agao anti-inflamtéria.
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(Fonte: MACCARI et. al., 2014)

Recentemente, Ali et. al., descreveu a sintese de quatorze derivados de
2-imino-4-tiazolidinona (1a-1n) avaliados quanto ao perfilantiinflamatérioin vivo
e o efeito na expressdo ex-vivo de COX-2 e TNF-a. Os compostos p-bromo
fenil (1d), benzil (1k) e ciclohexil (1m) ligados ao anel aromatico A (Figura 21)
exibiram inibi¢ao in vivo de 72,22%, 81,14% e 78,80% respectivamente apos 5
h em comparagcdo com a indometacina que mostrou 76,36% de inibicdo. O
composto 1kapresentou reducdo de 68,32% no nivel de COX-2 em
comparagao com a indometacina que exibiu 66,23% de inibicao de COX-2. Os
compostos 1k e 1m suprimiram significativamente a concentracdo de TNF-a
para 70,10% e 68,43% em comparagao com a indometacina que exibiu 66,45%
de supresséo (ALl et. al., 2017).

Figura 21. Estrutura quimica dos derivados 2-imino-4-tiazolidinona com agao anti-inflamatdria.
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(Fonte: Adaptado de ALl et. al., 2017).
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Diante dos diversos relatos sobre as atividades biolégicas atribuidas as
tiazolidinas, especialmente anti-inflamtérias, o presente trabalho relata a
sintese de novas tiazolidinas a partir de tiossemicarbazonas e o estudo de sua
acao anti-inflamatoria através da analise dos modelos de edema de pata
induzido por carragenina, permeabilidade vascular e bolsdo de ar. Além disso,
foi realizada uma analise estrutural da interagcdo dos compostos com melhores
resultados in vivo, com a COX-2 .
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3. METODOLOGIA

3.1 Esquema geral de sintese

A sintese dos derivados tiazolidinicos inicia-se pela obtencdo dos
intermediarios tiossemicarbazénicos seguindovia de sintese plena e linear
(Esquema 1). Seguindo metodologia sintética ja consolidada pela literatura e o
grupo de pesquisa, através de sintese de adi¢ao classica entre isotiocianatos
correspondentes e hidrazina,obtiveram-se as tiossemicarbazidas. A partir das
mesmas, seguiu-se com metodologia de condensacédo com aldeidos sintéticos
para obtencdo de novas tiossemicarbazonas. Estas foram utilizadasnuma
ciclizagcdo, a fim de obter-se derivados 4-tiazolidinicos substituidos com a
funcdo éster na posicdo 5.0s derivados sintetizados diferem-se pelos
substituintes presentes nos grupos aromaticos, a fim de realizar analise

comparativada resposta inflamatéria destes compostos.

Esquema 1. Diagrama de sintese dos derivados tiazolidinicos sintetizados.
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JF-38 - R= 4-CF4/ R1 =Br g
JF-39 - R= 4-N(CHa),/ R1 = Br /-

3.2  Materiais e Métodos

3.2.1 Equipamentos
A caracterizagao estrutural dos compostos foi realizada através da

espectrofotometria de absorgéo no infravermelho (IV), em espectrofotémetro
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FTIR Modelo IFS 66 (Bruker®, Alemanha), pastiihas de KBr cujos os
comprimentos de onda foram expressos em cm-.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) e
carbono 13 (RMN'3C) foram efetuados em espectrofotdmetro Varian® Modelo
Plus 400-300 MHz utilizando-se como solvente DMSO-d6. Nos espectros de
ressonancia magnética nuclear, os deslocamentos quimicos estdo expressos
em ppm. A multiplicidade dos sinais esta representada por: simpleto (s),
dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto (t) e multipleto (m) e as constantes de
acoplamento (J) estao expressas em Hz (Hertz).

Os pontos de fusdo foram medidos no equipamento FISATOM®, Modelo
431D Série 1511035.

Os espectrometros de massa foram realizados no aparelho MALDI-TOF
Autoflex Il (Bruker Daltonics®, Billerica, MA, USA).

As reagbes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada
(CCD) com placas de silica gel 60 F254 da MERCK® de 0,25 mm de
espessura. A leitura das mesmas foi realizada através de radiacédo de

ultravioleta (UV) no comprimento de onda (A) de 254 ou 366 nm.

3.2.2 Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados foram: 5-bromo-2-metoxi-benzaldeido (CAS
25016-01-7), 4-metilsulfonil-benzaldeido (CAS 3446-89-7), 4-trifluorometil-
benzaldeido (CAS 455-19-6), 4-dimetilamino-benzaldeido (CAS 100-10-7),
hidrato de hidrazina 80% (CAS 302-01-2), dietil acetilenodicarboxilato (CAS
762-21-0), isotiocianatos substituidos (4-metoxifenil-isotiocianato (CAS 2284-
20-0), 4-bromofenil-isotiocianato (CAS 1985-12-2), 4-nitrofenil-isotiocianato
(CAS 2131-61-5), 4-toluil-isotiocianato (CAS 622-59-3), fenil-isotiocianato (CAS
103-72-0), etanol absoluto (CAS 64-17-5), diclorometano (DCM) (CAS 75-09-
2), n-hexano(CAS 110-54-3), acido acético glacial (CAS 64-19-7), acetato de
etila (CAS 141-78-6). Os reagentes e solventes utilizados na sintese dos
compostos e para suas analises pertencem as marcas Sigma, Aldrich, Merck,

ou Vetek.
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3.2.3 Procedimentos sintéticos

3.2.3.1 Metodologia de obtengéohidrazina carbotiamida substituida

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado 1,0 g (4,6 mmol) do
isotiocianato correspondente em 30 mL de diclorometano e a mistura deixada
sob agitagdo a temperatura ambiente até solubilizagdo. Em seguida, foram
adicionados 0,3 mL (9,3 mmol/ 2 eq.) de hidrato de hidrazina. A mistura foi
mantida sob agitagdo por 1h sendo, apdés o tempo decorrido, filtrada e lavada
com n-hexano(SETH et al., 1996).

3.2.3.2 Metodologia de obtengdo das tiossemicarbazonas 4-aril-substituidas

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2,0 mmol de 5-
bromo-2-metoxibenzaldeido em 20 mL de etanol. A solucdo etandlica foi
adicionado acido acético glacial em quantidade catalitica, e a mesma deixada
sob agitagdo magnética até solubilizacdo. Em seguida, foram adicionados
2,5mmol da tiossemicarbazida correspondente e a mistura reacional mantida
sob agitacdo a temperatura ambiente por 1h. Ao término do referido tempo, a
mistura foi filtrada e obtido um sélido branco amorfo que foi cristalizado em
sistema EtOH/H20(CUNHA & SILVA, 2009).

3.2.3.3 Metodologia de obtengdo dos derivados(E)-etil-2-((Z)-2-(E)-
benzilidenohidrazona)-3-(4-fenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato substituidos
Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado 1mmol de
tiossemicarbazonas correspondentes em 10 ml de etanol. A mistura foi
submetida a agitagdo magnética em sistema de refluxo (65°C) até
solubilizacdo. Em seguida, foi adicionado, em quantidade equimolar o dietil
actilenodicarboxilato e a mistura reacional mantida sob agitagcao e refluxo por
2h, sendo a progressao reacional acompanhada por CCDA. Apdés o tempo
decorrido a mistura foi filtrada e o sdélido amarelo obtido recristalizado em
diclorometano/hexano(DAREHKORDIA, SAIDIB & ISLAMIB, 2007).
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3.3  Ensaios Biolégicos

Os testes foram realizados no Laboratério de Bioensaios para Pesquisa
de Farmacos — LBPF, Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal
de Pernambuco. Os animais foram mantidos de acordo com as normas
Internacionais do Conselho de Laboratério de Animais Experimentais (ICLAS).
Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas sugeridas
pelo Colégio Brasileiro para Experimentagcdo Animal (COBEA) e com as
normas estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use
of Laboratory Animals. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE), sob
protocolo de numero 23076.019618/2016-31.

3.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos adultos albinos swiss (Mus musculus),
pesando entre 30 e 35g provenientes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) e Biotério do Departamento de Antibidticos
daUniversidade Federal de Pernambuco. Os animais foram acondicionados
emgaiolas de polietleno com grades de ago inoxidavel e maravalha
comocobertura, tendo acesso livre a agua e ragao balanceada, mantidos
numambiente com  temperatura de 22°C+2°C e Iluminosidade
controlada,proporcionando um ciclo claro-escuro de 12 horas. Todos os
animais(n= 180) foramsubmetidos a jejum, com a retirada da racao cerca de 4

horas antes do inicio do experimento.
3.3.2 Ensaios in vivo
3.3.2.1 Toxicidade aguda em dose unica
Foi avaliado quanto a toxicidade aguda os derivados 4-tiazolidinicos

utiizando metodologia recomendada pela Organization for Ecnomic
Cooperation and Development (OECD, 2001).
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A avaliacdo de toxicidade ocorre pela na administragdo da dose de
2000mg/ kg dos derivados em estudo. Foram utilizados grupos contendo 3
animais (fémeas) cada, sendo o experimento realizado em duplicata. Os
derivados tiazolidinicos JF-21/22/23/24/25/36/38/39 foram solubilizados em
uma mistura de solugéo salina e tween a 5% e o terceiro grupo recebeu apenas
o veiculo (salina/tween 5%). Apds a administracdo (gavagem), os animais
foram observados continuamente nas primeiras duas horas e depois a cada
24h durante 14 dias para verificacdo de qualquer alteracdo comportamental,
nas atividades fisioloégicas ou mortalidade. Os parametros comportamentais
observados foram: agitacao, atividade motora, locomocéao, resposta ao toque,
piloerecdo, ptose, cianose, movimentos estereotipados, sonoléncia, frémito
vocal, ataxia, contorgdes, agressividade, convulsdes, micc¢do, defecacgao,
diarreia. Também foi observado o consumo de agua e ragdo. No 15° dia os
animais foram anestesiados com tiopental (5 mg/kg) para coleta de sangue por
puncao cardiaca para avaliagdao hematoldgica e em seguida eutanasiados para
coleta dos oOrgdos para avaliagdo (figado, rins, bago e estdbmago) para

observagao macroscopica de lesdes e calculo do indice dos érgaos.

3.3.2.2  Teste de Edema de pata induzido por carragenina

Foram utilizados camundongos albinos swiss machos (n=5) os quais
foram tratados por via oral com os derivados 4-tiazolidinicos JF-
21/22/23/24/25/36/38/39na dose de 30 mg/kg, indometacina (10 mg/kg) ou
veiculo (salina 0,9%) 1h antes da injecao da carragenina. O edema foi induzido
pela injecao de 0,05 mL de carragenina a 1% (v/v) na regido subplantar da pata
posterior direita (WINTER, RISLEY & NUSS, 1962). O volume da pata foi
medido antes e nos intervalos de 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas apds a injecao de
carragenina pelo pletismémetro (Ugo Basile ®). Os resultados foram expressos
como a diferenga entre o volume final da pata a cada tempo (Vf) e o volume
inicial (Vi).
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3.3.2.3 Teste de permeabilidade vascular

Os efeitos dos derivados 4-tiazolidinicos JF-23, JF-25 e JF-38 na
permeabilidade vascular induzida por acido acético em camundongos foram
realizados de acordo com o método descrito por Whittle, 1964. Cada amostra
foi administrada por via oral. Para os animais (n=5) pertencentes ao grupo
controle, foi administrado o veiculo (salina/ tween 5%). Ap6és uma hora, cada
animal foi anestesiado com solugdo de ketamina e xilazina (8 : 2) por via
intraperitoneal. Imediatamente, foi injetado no plexo retro-orbital 0,2 mL/ animal
do corante Azul de Evans a 1% (Sigma®, St. Louis, Missouri, USA). Em
seguida, administrou-se 0,5 mL da solugcédo de acido acético 1% na cavidade
peritoneal. Apos um intervalo de 30 minutos, os camundongos foram
eutanasiados em camara de CO2, e a cavidade peritoneal foi lavada com 2 mL
de salina.O exsudato foi coletado e centrifugado,e distribuido em microplaca de
96 pocos em triplicata. As absorbancias foram medidas a 630 nm e a

concentracao de Evans blue foi calculada usando uma curva-padrao.

3.3.2.4 Teste de bolsao de ar

A indugédo da bolsa de ar no dorso dos camundongos foi feita através
dainjecao de ar estéril. No primeiro dia injetou-se 2,5 mL de ar estéril no dorso
do animal, repetindo-se o procedimento apds 72 horas. No sétimo dia do
ensaio 0s animais receberam, por via oral, os derivados 4-tiazolidinicos JF-25 e
JF-38 na dose de 30 mg/kg, indometacina (10 mg/kg) e um grupo controle
recebeu o veiculo (salina + tween 5%). Para inducdo da inflamagao foi injetado
1,0 mL de uma solugéo de carragenina a 1% dentro da bolsa de ar uma hora
apds a administracdo dos compostos. Decorridas 6 horas apds a aplicacdo do
agente flogistico, os animais foram eutanasiados em cédmara de CO2 e as
bolsas lavadas com 3,0 mL de solucéo salina contendo EDTA como liquido de
arraste. A contagem de leucdcitos totais foi realizada em analisador
hematoldogico ABX micros 60 (KIM et al.,, 2006; GUERRA et al., 2011). Os

exsudatos foram centrifugados e o sobrenadante guardado a -20°C.
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3.4  Anaélise de interagdomolecular (Docking)
Estes foram realizadas em colaboracdo com o Laboratério de Simulagao
Computacional da UFRPE.

3.4.1 Preparagéo da estrutura do ligante

As estruturas dos compostosde teste (JF-21, JF-25 e JF-38) foram obtidas
com o software Avogadro 1.2.0 (HANWELL et al., 2012) e totalmente
otimizadas com o método PM6 semi-empirico (Stewart et al., 2007)
implementado no MOPAC2016 (MOPAC, 2016). As estruturas otimizadas
foram salvas como arquivos pdb. Usando AutoDockTools-1.5.6, os hidrogénios
nao polares foram fundidos com os carbonos correspondentes, e entdo a carga
parcial dos atomos foi calculada usando o procedimento Gasteiger
implementado no pacote AutoDockTools. As ligagdes rotacionais dos ligantes
foram definidas,e as estruturas foram salvas como pdbqt e usadas para

estudos de docking.

3.4.2 Preparagéo da estrutura protéica

As estruturas cristalinas de Celecoxib co-cristalizado para COX-2 (PDB ID:
3LN1) foram recuperadas do RCSB Protein Data Bank. Com o uso do Dassault
Systémes BIOVIA Discovery Studio Visualizer (versado 16.1.0.15350) (BIOVIA,
2016),sendo moléculas de agua e outros heteroatomos removidos. Em
seguida, usando AutoDockTools, os hidrogénios nao polares foram fundidos e
os hidrogénios polares foram adicionados a estrutura da proteina. As
cobrancas de Kollman foram adicionadas e a estrutura foi salva como pdbqt

para os estudos de docking.

3.4.3 Procedimento de docking

O grid 3D foi criado pelo Auto Graph Algorithm® para gerar o arquivo de
parametros. O espagcamento do grid foi de 0,0375 nm em cada dimensao, e
cada mapa de grade consistiu de um ponto de grade de 70 x 70 x 70. O centro
da grade foi ajustado para a posi¢cao do aglutinante co-cristalizado localizado
na Corrente A em cada caso.0 algoritmo genético Lamarckiano no AutoDock

4.2.2 foi aplicado para buscar a melhor conformacgao e orientagao dos ligantes.
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A otimizagdo global foi iniciada com uma populagdo de 150 individuos
posicionados aleatoriamente com um maximo de 2500.000 avaliagbes de
energia e um maximo de 27.000 geragdes. Durante cada experiéncia de
encaixe 100 jogadas foram realizadas. As poses de encaixe resultantes foram
analisadas usando AutoDockTools e Discovery Studio Visualizer. Para validar o
procedimento de acoplamento, o celecoxib ligante co-cristalizado foi pré-
acoplado a cada proteina. Nesse caso, um mapa de grade de 126 x 126 x 126

foi usado e 250 execugdes foram realizadas.

3.4.4 Anaélise estatistica

Os dados obtidos experimentalmente foram expressos como a média
através da analise de variancia (ANOVA) seguida do teste Bonferroni. Valores
de p menores que 0,05 (p< 0,05) foram considerados como indicativos de
significancia e representados por *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Os dados foram obtidos utilizando o Software GraphPad Prism®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Parte quimica

As rotas sintéticas seguidas para obtengao dos compostos anteriormente
citados mostraram-se eficazes. Os compostos foram obtidos com bons
rendimentos ndo sendo necessaria purificagcdo por cromatografia em coluna,
apenas por lavagens e cristalizagdo em solventes adequados. A rota sintética
proposta inicia-se pela sintese de tiossemicarbazidas a partir de hidrazina e
isotiocianatos  substituidos. Das tiossemicarbazidas foram  obtidas
tiossemicarbozonas que servirdo como precursoras para classe de interesse,

as tiazolidinas.

4.1.1 Mecanismo reacional e caracterizagdo estrutural dos derivados N-(4-
fenil)-hidrazina-carbotiamida substituidos.

A primeira etapa consiste na sintese de tiossemicarbazidas pela reagao
de isotiocianatos com hidrato de hidrazina através de uma reacado de adigao
nucleofilica. Apos o ataque nucleofilico, ocorre a quebra da ligagdo pi e os
elétrons migram para o nitrogénio devido a sua alta eletronegatividade.
Posteriormente, ha um equilibrio e balango de cargas, resultando na
tiossemicarbazida de interesse (Esquema 2) (OLIVEIRA, 2015ApudTendrio et
al., 2005).

Esquema 2.Mecanismo reacional de formagao das tiossemicarbazidas.

H
(\ \!/HA—?I y y

- -~ N N N N
H,N + RN=C=s — > N7 \l_r SR — HZN/ T >R
S S

(Fonte: o autor)

A etapa seguinte, para obtencao das tiossemicarbazonas, caracteriza-se
por uma reacao onde ocorre a protonacao do oxigénio da carbonila para formar

o intermediario ion oxdnio. Em seguida, ocorre o ataque nucleofilico do
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nitrogénio N1 da tiossemicarbazida, através de um processo bimolecular,
gerando o intermediario hemiaminal N-protonado correspondente. Por fim, uma
transferéncia de proton do nitrogénio para o oxigénio (prototropismo),
acompanhada de uma desidratagdo e seguida neutralizagdo, desloca o

equilibrio para a formagao da imina (Esquema 3) .

Esquema 3. Mecanismo de obtencg&o dos precursores dosN-(4-fenil)-hidrazina-carbotiamida substituidos.

R'=2-H, 2-0CH;
4- NICHg)s. 4- CF 3, 4- S0,CHs, 4- H
5-H, 5-Br

+ H, O+ CHLCO0H

s
‘*‘"N\ )‘L AR ®/NT
H N N HN S
: T
LI-()(‘ H,CH, o

OCH, . NO, H CH,
N /Q/ ‘{©’/
- : e ::
o R
2, 2, S

(Fonte: o autor)

Na obtencdo das tiossemicarbazonas, a ligagdao dupla azometinica
podem adotar configuragdes Z ou E. Geralmente, as TSC sao obtidas como
misturas de isbmeros Z e E no estado sdlido. Entretanto, em solugao, ha
isomerizagao da configuragdo Z para E. Essa isomerizagao é influenciada pela
presenca de um acido no meio reacional e pela natureza dos grupos
substituintes ligados ao carbono azometina, bem como pelos substituintes
ligados ao nitrogénio da tioamida (N-4). Através dos relatos da literatura, é
possivel perceber a existéncia de um consenso sobre configuracédo E ser
predominantemente formada devido a sua maior estabilidade termodindmica
(TENORIO et. al., 2005). Na analise da cromatografia em camada delgada
(CCD), é possivel perceber a presenga de uma s6 mancha, sugerindo a
formacado de um unico isbmero. Para determinar que tipo de isbmero formado,

a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de'H)
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revela-se um recurso importante por apresentar sinais caracteristicos
referentes ao hidrogénio da ligagdo azometinica E. Em geral, os compostos
com isomeria Z exibem sinal de N=CH em torno de 14 — 15ppm, enquanto que
0os que assumem configuragao E exibem o sinal entre 9 — 12ppm (LEITE,
2017apud SERDA et. al., 2013).Estes dados nos sugere que os compostos
sintetizados neste trabalho possuem configuracéao E.

As caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos das tiossemicarbazonas
sintetizadas estao descritas na tabela abaixo.Os compostos JF-16, JF-18 e JF-
20 sao as unicas substancias nio inéditas,as quais foram obtidas do banco de
moléculas do LQIT-UFPE. Sua elucidagao estrutural foi feita nos dados da
literatura (LEITE, 2016).

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas e rendimentos para tiossemicarbazonas da
série N-(4-fenil)-hidrazina-carbotiamida.

molecular

Qcts C15H14BrN3OS 196-197 Hex.:AcOEt
\N/ \”/ \© (7:3)/0,45

) JF-11
0 ) ) C16H16BrN3OS 95 189-191 Hex.:AcOEt
\N/N\H/N\Q\ (7:3) /0,61

Br JF-12
s ) . C16H16BrN302S 91 212-214 Hex/AcoEt
\N/NTN\Q\ (9:1)/0,55

JF-13
OCHs C15H13Br2N3OS 93 211-213 Hex/AcoEt

\”/HTHQ (9:1)063

JF-14 Continua...
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- CisH1sBrNsOsS 83  202-204  Hex.:AcOEt
\N/NTNQ (8:2) /0,43
B' JF-15
N CisH1aBrN3O2S2 90 220-222  Hex.:AcOEt
H,C0,8 ° Br 0,62
JF- 16
P H C1s5H11BrNsF3S 77 199-200 Hex.:AcOEt
J@AN A @\ (8:2) /0,44
F3C ° Br
JF- 18
CwHi7BrNsS 75  200-201 Hex .:AcOEt
(7:3) /0,42
JF-20

Fonte: Autor

Para a caracterizagao estrutural das moléculas, foram utilizadas técnicas
espectroscopicas e espectromeétricas, como Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de 'H e '3C além de Infravermelho (IV) e Espectroscopia de Massas
(MS). Estas técnicas nos permitem confirmar estruturalmente as substancias
obtidas pelos métodos reacionais propostos.

Noespectro na regidao do infravermelho é possivel observar bandas
caracteristicas aos estiramentos presentes na estrutura molecular. Bandas em
3316,7 cm referente ao estiramento N-H, bandas em 1537,6 cm'oriunda das
vibragdes do estiramento C=N e uma banda em 1513,1 cm™' caracteristica de
estiramentos C=S que evidenciam a formacao das tiossemicarbazonas. Além
destes, as bandas em 1413 e 3100 cm-! sdo compativeis com regides descritas
na literatura para os estiramentos C=C e C-H (Figura 22).A tabela 2 traz os
valores vibracionais na regido de infravermelho dos compostos sintetizados e

suas principais bandas.
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Figura 22.Regibdes de vibragdes do IV do composto JF-13com os principais estiramentos dos

presentes na tiossemicarbazona N-H,—C=N e o grupamento C=S.
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(Fonte: O autor)

Tabela 2.Principais frequéncias de absorgéo observadas nos espectros de |V para os
derivados da série (E)-etil-2-((Z2)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-fenil)-4-oxotiazolidin-5-
ilideno) acetato.

JF-11 1496 1519 1513 1009 el
JF-12 1544 1527 1570 1110 CHs
JF-13 1513 1537 1606 1069 OCHs
1069
JF-14 1504 1543 1480 1091 Br
JF-15 1510 1529 1563 1023 NO:2

A anadlise dos hidrogénios dos compostosatravés da espectroscopia de
RMN de'H permitiu-nos elucidar estruturalmente os diferentes hidrogénios
presentes nos derivados tiossemicarbazonicos (Figura 23). O espectro de RMN
de'H corresponde ao composto JF-13. Na regido de campo alto é possivel
observar dois simpletos em 3,71 e 3,81 ppm correspondente aos hidrogénios
do grupo metoéxi (OCH3).
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Figura 23. Espectro de RMN de'H indicando os principais sinais de deslocamento quimico presentes na
estrutura do composto JF-

s ML A
T
S
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OCH,
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L
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Chemical Shift (ppm)
(Fonte: o Autor)

Na regido de campo baixo, sinais entre 6.94 e 7.52 ppm séo
encontrados cujos deslocamentos correspondem aos hidrogénios aromaticos
fenilicos e benzilidénicos, os quais podem ser diferenciados por seus valores
de constante de acoplamento, J= 9,3 Hz e J= 8,7 Hz, respectivamente. A
confirmacao da formacao das tiosemicarbazonas é observada pelo sinal em
8,43 ppm correspondente a ligacdo -HC=N-, em razido do efeito de
desblindagem dos atomos eletronegativos préximos. Por fim, simpletos
relativos aos hidrogénios de “NH” estdo presentes em 10.11 e 11.70 ppm com

suas respectivas integracdes para um hidrogénio (Figura 24).

Figura 24. Ampliagdo do espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do composto JF-13
evidenciando os hidrogénios do anel aromaticos, azometinico e hidrazinico.(Fonte: o Autor)
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Os espectros de RMN de'H das tiossemicarbazonas sintetizadas
apresentam sinais e valores de constante de acoplamento semelhantes aos do
composto JF-13, entretanto observa-se a auséncia de um dos sinais referentes
metoxila, substituido pelos Br, NO2, CHs e H em para do anel fenilico. Os

valores de deslocamento quimico sdo dados na tabela 3.

Tabela 3. Principais deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento observados
nos espectros de RMN de'H para tiossemicarbazonas da série N-(4-substituido-fenil)-hidrazina-
carbotiamida.

e O N

JF-11 1198 10.22  8.31 6.87 - 7.16 1.41 (CHs)
JF-12 11.69 10.23 8.51 7.06-741 -
JF-13 11.71 10.11 8.46 6.91-7.45 3.81 (OCHs)
3.70 (OCH3)
JF-14 11.93 10.21 8.45 7.05-7.51 3.84 (OCHg)
JF-15 12.01 10.35 846 == NO2

Fonte: Autor

O espectro de RMN de'*Cmostra sinais entre & 55-56 ppm referentes a
carbonos sp3, as metoxilas, entre & 115-135 ppm correspondentes aos
carbonos aromaticos, sinais em & 157,4 e 176,6 correspondentes ao

estiramento C=N e tiocarbonila, respectivamente (Figura 25).

Figura 25. Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono treze do composto JF-13.
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A analise dos espectros de massa corrobora com os dados obtidos de
RMN e IV para caracterizagdo dos compostos tiossemicarbazénicos
sintetizados. A espectrometria de massas € uma técnica analitica que separa e
mede a relacdo m/z de ions e € usada como principal técnica para
determinacdo de massa molecular com elevada exatiddo. Todos os compostos
sintetizados apresentaram pico do ion molecular (m/z) semelhante a massa
molecular calculada no software ChemBioDraw Ultra 12.0. A figura 13 mostra
0 espectro de massa obtido para o composto JF-13 no qual é possivel observar
0 pico base com m/z= 394,02 (M + 1) confirmando os dados computacionais de

massa molar (Figura 26).

Figura 26. Espectro de massa do composto JF-13, com picos de M+1 e M+2 em destaque.
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(Fonte: o autor)

4.1.2 Mecanismoe caracterizagdo estrutural dos derivados (E)-etil-2-((2)-2-(E)-
benzilidenohidrazona)-3-(4-fenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato substituidos.
A segunda etapa consiste na sintese dos compostos 4-tiazolidinona. A
obtencao destes compostos foi realizada seguindo rota sintética a fim de obter
4-tiazolidinonas-5-substuidas. A sintese envolve um mecanismo de
condensacao do enxofre com o dietil acetileno carboxilato através carbono
spna posi¢cao 4, no qual ocorre um ataque nucleofilico. Apds um rearranjo
eletrénico, ocorre um ataque nucleofilico intramolecular,nacarbonila da fungao
ester, e saida do grupo etéxi para formagdo da 4- tiazolidinona 5-substituida

(Esquema 4).0s compostos foram sintetizados segundo a metodologia descrita
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acima e suas caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos das reacionais

estio descritas na tabela abaixo.

Esquema 4. Mecanismo de obtengao da 4-tiazolidinona por condensacao das

tiossemicarbazonas com o dietilacetilenocarboxilato.

OEt

OEt

G
e "
OEt
" G=H.Br.OCH,, £=2-H,2-0CHs
o o CHa, NO; 4-N(CHy)p, 4- CF5, 4- SO,CH,, 4- H
5-H, 5-Br

(Fonte: o autor)

Tabela 4.Propriedades fisico-quimicas e rendimentos para os derivados da série (E)-
etil-2-((Z)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-fenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato.

Compostos Formula Rend PF °C Eluente/Rf
molecular (%)

OCH,

\\N/N\Ys
(?/\ i A " Ca1H18BrN3;04S 70 185-187 Hex.:AcEtO

(8:2) /0,55

JF-21
Continua...
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\N/N\\/S
\ y C21H18BrNsOsS 63 204-205 n-hex.:AcEtO

o (9:1) /0,40

JF-38
(LEITE, 2016)

@A/ Q
C CoH2BrNsOsS 79 220-221  n-hex.:AcEtO

; (8:2)/ 0,50
JF-39
(LEITE, 2016)

(Fonte: o autor)

Com intuito de elucidar estruturalmente as substancias sintetizadas, a
espectroscopia na regiao do infravermelho foi aplicada, mostrando as principais
fungdes organicas de ocorréncia dos novos 4-tiazolidina éster substituido. Para
analise estrutural,foiescolhido o composto JF-22 uma vez que os demais
derivados apresentam semelhanca estrutural. Na figura 27, a analise do
espectro de infravermelho do JF-22 nos mostra o desaparecimento das bandas
referentes aos estiramentos N-H, primeira das evidéncias de ciclizagdo. Além
disto, podemos observar um estiramento médio em 1606 cm™' pertencenteao
estiramento C=N bem como do surgimento de banda em 1702 cm'que
evidencia a formagédo do estiramento lactamas (C=0), sinal que comprova a
formacao do anel tiazolidinico. Podemos observar as bandas tipicas de funcao
éster e demais fungdes para as TZD’s sintetizadas, descritas em maiores
detalhes na tabela 5.
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Figura 27. Bandas vibracionais na regido do IV do composto JF-23 indicando os principais
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(Fonte: o autor)

cm-1

Tabela 5.Principais frequéncias de absorgdo observadas nos espectros de IV para os derivados da série
(E)-etil-2-((Z)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-fenil)-4-oxotiazolidin-5ilideno) acetato.

Compostos Cc=0 (Cco) (C=N)
lactama

JF-21

JF-22

JF-23

JF-24

JF-25

(Fonte: o autor)

1699

1702

1722

1688

1704

1025

1204

1030

1201

1018

1513

1606

1570

1480

1563

NO2

Na analise do espectro de RMN de'H do JF-22, um tripleto em

01,30ppm bem como um quarteto em 84,70 ppm evidenciam a condensagao

com dietilacetilenocarboxilato com sinais carateristicos dos grupos CHs e CHz,

respectivamente. Um simpleto em ©86,91ppm caracteriza a presenga de

hidrogénio olefinico uma vez que ligados ao carbonoa,-carbonila tem
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deslocamento quimico em campo baixo. Por fim, os sinais entre 87,20 e 7,43
ppm bem como valores de constante de acoplamento entre 8,7-9,0 Hz
caracterizam hidrogénios fenilicos e benzilidénicos. Os sinais do anel fenilico
apresentam-se como dupletos com integragao para dois hidrogénios, uma vez
que substituicdo na posicdo para confere simetria molecular e por
consequéncia equivaléncia quimica. Além deste, um simpleto encontrado em
8.62 ppm correspondente ao hidrogénio azometinico, confirmando a formacéao
da 4-tiazolidina. (Figura 28)

Figura 28.Espectro de RMN de'H do composto JF-22 indicando os principais sinais referentes

ao grupamento etil na regido de carbono sp?, simpleto olefinico e fungdo azometinica.
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(Fonte: o autor)

Os espectros de RMN de'H das 4-tiazolidonas sintetizadas apresentam
sinais e valores de constante de acoplamento semelhantes aos do composto
JF-22, entretanto observa-se a auséncia de um dos sinais referentes metoxila,
substituido pelos Br, NO2, CHs e H em para do anel fenilico. De forma
semelhante, os sinais na regido dos aromaticos apresentam mudangas devido

as diferentes posi¢des de substituicdo do anel benzilidénico, como o composto
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38. Os valores de deslocamento quimico e constantes de acoplamento de

todas as 4-tiazolidinas obtidas sdo dados na tabela 6.

JF-21

JF-22

JF-23

JF-24

JF-25

Tabela 6.Principais deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento observados nos
espectros de RMN 'H para (E)-etil-2-((Z)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-fenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno)
acetato substituidos.

8.61

8.62

8.50

8.61

8.66

(Fonte: o autor)

6.90

6.91

6.79

6.90

7.01

4.30, q
J=7,0

4.70, q
J=7,2

4.30, q

4.30, q
J=6,9

4.36, q
J=7,2

6.73, d, J=9,3
7.40-7,53, m
7.54 —7.57, m, J=8,7
8.11,d,J=2,4
6.70, d, J=9,0
7.20-7.31, dd, J=8,7
7.41-7.43, dd, J=8,7
8.12, d, J=2,4
7.05, d, J=8,7
7.41-7.42, d, J=8,7
7.65, d, J=8,7
7.93,d, J=2,3
6.80, d, J=9,0
7.30, d, J=9,0
7.40-7.61, dd, J=8,7
8.10, d, J=2,3
6.75, d, J=8,7
7.47-7.50, dd, J=8,7
7.62, d, J=9,0
8.20, d,J=2,4

1.31,t 3.70 (OCHa)
J=6,9

1.30,t 2.40 (Ph-CHg)
J=7,0 3.70 (OCHs)
1.30, t 3.82, 6H
J=71 (OCHa)
1.38,t 3.81 (OCHa)
BE70 | = Br
1.38,t 3.83 (OCHa)
J=70 - NO2

Na intencdo de confirmar os acoplamentos entre os hidrogénios

tiazolidinicos, foi utilizada a técnica de COSY (homonuclear COrrelation

SpectroscopY) pela qual se estabelece as correlagdes entre os hidrogénios que
est&o acoplados por 3JuH (SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE, 2007).
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Observou-se que o acoplamento entre os hidrogénios do grupo etila (CH2 e
CHs), devido a presenca de uma correlagdo mutua entre os sinais referentes a
esses hidrogénios. Como esperado, os simpletos presentes na estrutura do
composto JF-22 ndo apresentaram correlagdes com outros hidrogénios. Nos
hidrogénios benzilidénicos, foi possivel verificar que o sinal em & 7.41ppm
possuia duas correlagbes com os hidrogénios em & 6.70 e 8.12 ppm, cujos
valores de constante de acoplamentos foram 8,7 Hz e 2,4 Hz, confirmando sua
posicao orto em relagdo a um e meta em relagao ao outro. Da mesma forma, a
ampliagdo evidencia acoplamento entre os hidrogénios fenilicos pela
correlacao estabelecida entre os hidrogénios em & 7.20 ppm com os do grupo
metila em & 2,4 ppm (Figura 29).

Figura 29. Ampliag&o do espectro de RMN de'H COSY para o composto JF-22 mostrando as correlagbes

entre hidrogénios.
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A analise para confirmacao da quantidade e tipos de carbonos presentes
na estrutura dos compostos JF-21 a 39 foram realizadas utilizando a analise
espectroscopica de ressonancia magnética nuclear de carbono treze (RMN
de’C) e DEPT. O espectro de RMN de'™C do composto JF-22apresenta
diferentes tipos de carbonos presentes no derivado tiazolidinico, sendo que
destes, quatro foram encontrados abaixo da escala de 100 ppm e os demais,
acima desta mesma escala (Figura 30). Os sinais em & 14.22 e 21,30 ppm,
correspondem aos carbonos CHs e PhCHs, respectivamente. Além destes,
foram encontrados sinais em & 55.70 e 61.71 ppm correspondentes 0s grupos
metoxila e metileno, comprovados através do DEPT. No intervalo de 6 112.90 a
141.21 foram encontrados picos referentes aos carbonos aromaticos e em &
154.91 ppm do grupo azometinico em campo baixo. Por fim, foi evidenciada a
formacao do composto JF-22 pelo surgimento de sinais referentes a carbonos

quaternarios em ® 166.1 ppm caracteristico de grupos carbonila.

Figura 30. Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono treze (RMN de'3C) do composto JF-

22.
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(Fonte: o autor)
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Para otimizar a elucidacédo estrutural do derivado JF-22 foi utilizada a
técnica espectroscopica de HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence
Spectroscopy). Com este experimento foi possivel identificar os carbonos
ligados aos seus respectivos hidrogénios, pois a técnica depende dos
acoplamentos 'JcH.Desta forma, o carbono em & 14,21 ppm esta ligado ao
hidrogénio em & 1.30 ppm, da mesma forma que o carbono & 6.70 ppm esta
ligado ao hidrogénio & 4.70 ppm, evidenciando a formagao da porgao ésterdas
tiazolidinas (Figura 31a).0 carbono olefinico & 116.2 ppm apresenta correlagao
com o hidrogénio emd 6.70 ppm. A confirmagdo do carbono azometinico se
deu através desta técnica espectroscopica, onde foi possivel verificar a
correlagao existente entre o carbono em & 154.90 ppm e o hidrogénio em &
8.62 ppm (Figura 31b). Além destes, a auséncia de correlagdo acima de 160

ppm confirma os picos atribuidos as carbonilas formadas apés a ciclizagao.

Figura 31. Espectro de HSQC e sua ampliagdo para o composto JF-22 mostrando as correlagbes
carbono- carbono.
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Os espectros de massa, utilizando a técnica TOF (time of flight),corrobora
com os dados obtidos de RMN e IV para caracterizagdo dos compostos
tiazolidinicos sintetizados. A espectrometria de massas € uma técnica analitica
que separa € mede a relagdo m/z de ions e é usada como principal técnica
para determinagdo de massa molecular com elevada exatiddo. Todos os
compostos sintetizados apresentaram pico do ion molecular (m/z) semelhante a
massa molecular calculada no software ChemBioDraw Ultra 12.0 (Tabela 7). A
figura 33 mostra o espectro de massa obtido para o composto JF-23 no qual é
possivel observar o pico base com m/z= 517,8 confirmando os dados

computacionais de massa molar (Figura 32).
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Figura 32. Espectro de massa do composto JF-23, com pico do ion molecular em destaque.
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Tabela 7. Valores calculados e encontrados do ion molecular (m/z) dos derivados ésteres 4-
tiazolidinas da série (E)-etil-2-((Z)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-bromofenil)-4-oxotiazolidin-
5-ilideno) acetato.

Compostos
JF-21
JF-22
JF-23
JF-24
JF-25

Fonte: Autor.

m/z calculado

503,87
501,91
517,90
566,86
532,87

m/z encontrado
503,81
501,87
517,85
566,89
532,81
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4.2 Avaliagao biolégica

4.2.1 Toxicidade aguda

A administragdo oral dos compostos tiazolidinicos ndo induziram efeitos
toxicologicos severos. Durante a avaligdo de screening hipocratico os grupos
tratados apresentaram ptose e sonoléncia logo apds a gavagem
(1h).Entretanto nao foi verificado 6bito durante o experimento, nem mudancgas
nos parametros fisioldégicos tais como consumo de agua e ragao além dos
aspectos macroscopicos dos orgaos (Tabela 8).Entretanto uma pequena
alteragcdo no peso do figado pode representar uma alteracdo nas funcgdes
hepaticas para alguns dos compostos (JF). Entretanto a analise estatistica
demonstrou ndo serem significativas as alteragbes observadas.

Para aferir alteracdo nas fungcdes hepaticas e renais foram avaliados os
parametros hematoldgicos e bioquimicos. Como mostra a Tabela 9, os
parametros hematolégicos n&o apresentaram alteragdo significativa. Os
parametros bioquimicos avaliados demonstram ndao haver comprometimento
das fungdes renais (uréia e creatinina), porém os valores de ALT e AST
mostraram-se alterados (Tabela 10).A alanina aminotransferase(ALT) &
encontrada abundantemente no figado, em quantidades moderadas no rim,
coragdo e musculatura esquelética. Sua origem ¢é predominantemente
plasmatica, fazendo com que se eleve rapidamente apds a lesao hepatica. A
aspartato aminotransferase(AST) é encontrada em diversos 6rgaos e tecidos,
incluindo coragao, figado e musculo esquelético. Esta presente no citoplasma e
mitocdndrias, portanto sua elevacao indica um comprometimento celular mais
profundo. Dentre outras causas de aumento dos niveis de AST estdo a
exposicao a substancias toxicas para o figado e diminuigdo do fluxo sanguineo
hepatico (isquemia hepatica)(SCHUMANN et. al, 2002). Embora tenham sido
observadas alteragdes dos parametros hepaticos, ndo foram evidenciadas
lesdes significativas, sendo necessaria analise histoldgica para investigagao da

ocorréncia de danos Severos.



Tabela 8. Efeito dos compostos tiazolidinicos sobre parametros fisioldgicos e indice de 6rgaos.

Grupo indice (mg/Kg) Consumo Peso Corporal (g)
Figado Baco Rim Racao (9) Agua (mL) Inicial Final

Controle 46,99 + 5,16 5,42 £ 0,52 12,01 £ 1,45 19,07 £ 5,37 40,83 + 8,49 32,63 + 2,88 33,97 + 3,33
JF-21 38,15+ 1,24* 4,98 + 1,37 10,24 +0,84 27,46+6,94* 4576 +7,38 41,36 £ 2,40 40,16 + 1,42*
JF-22 56,35 + 6,70" 5,69+ 1,39 11,24 £ 0,41 17,90 + 2,66 35,30 + 9,92 27,80 + 2,85 34,01 + 3,63
JF-23 53,11 + 8,05* 6,01 £ 0,95 11,82 £ 1,03 17,48 £3,12 31,12+ 10,60 31,20 + 1,46 33,47 + 3,33
JF-24 54,23 + 8,11* 6,32+ 0,28 11,18 £ 0,78 18,29 +£3,03  35,07+10,15 27,80 + 2,85 33,60 + 4,35
JF-25 51,03 + 8,33 5,93 +1,04 10,89+0,62 31,40+4,41* 37,50+11,86 39,73+1,83* 36,18+ 3,99
JF-36 46,88 + 6,80 5,29 £ 0,65 10,45+0,24  33,03+4,85* 37,41+11,89  41,20+2,06* 39,81+1,63"
JF-38 55,13 + 6,75* 6,29 £ 0,69 11,31 £ 0,53 17,30 £2,90 31,30+ 13,44 31,90 + 1,92 33,65 + 3,02
JF-39 54,78 + 3,75* 5,21+ 0,59 11,24+£0,72 28,70+ 859"  42,10+8,73 36,43 + 1,88 37,98 + 1,86

Valores expressos em média = DP. (N = 6). *p < 0,05 vs controle. ANOVA, teste de Bonferroni. indice dos érgéos = peso do érgéo (mg) / peso corporal final
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Tabela 9. Efeito dos compostos tiazolidinicos sobre parametros hematolégicos.

71

Parametros Controle JF-21 JF-22 JF-23 JF-24 JF-25 JF-36 JF-38 JF-39
Hemacias 13,0+ 0,90 13,21+0,60*** 12,63+0,58 11,9+1,02* 11,3+0,76* 13,13+ 0,72 10,25+1,99* 13,26-+1,30 12,25+0,73
(108/mm?3)

Hemoglobina (g/dL) 14,5+ 0,60 15,58 + 0,32 15,86+ 0,42 14,8+0,72 13,9%0,73 15,34+ 0,43 14,56+0,78 13,26+ 1,61 14,88+ 0,53
Hematdcrito (%) 731424 44,42+1,33"* 46,20+ 1,82 66 +5,87 61+6,21* 42,78+1,91** 51,60+ 5,08 44,16+0,66*** 43,4+1,64***
VCM (ug) 57 £ 3,01 51+ 1,22* 50,80+ 0,83* 55+ 2,04 55 + 3,81 49,4+ 0,89* 53,6 £1,94 52,52+0,83 50,00£2,54*
HCM (pg) 11,2+ 0,53 17,74+ 0,56** 17,30+0,32** 12,4+1,13 12,7+1,29 17,89+ 0,62** 15,60+2,03* 16,94+0,57** 17,68+0,68™*
CHCM (%) 19,5+ 0,88 34,78+ 0,78** 34,66+0,89** 22,5+ 2,15 35,38+0,80** 23,1+2,17* 23,62+1,81* 34,18+0,17**  35,12+0,68**
Leucocitos 9,97+ 4,64 8,90+ 0,07 13,03+ 0,52* 10,3+2,48 14,20+1,03* 9,17+0,31 13,26+£2,06* 11,47+ 1,88 14,88+0,52**
(103/mm?)

Valores expressos em média =+ D.P. (n=6). *p < 0,05; **p < 0,01, ***p< 0,001 vs controle. ANOVA teste de Bonferroni. HCM - Hemoglobina corpuscular

média;CHCM - Concentragdo da hemoglobina corpuscular;VCM - Volume corpuscular médio.

Tabela 10. Efeito dos compostos tiazolidinicos sobre parametros bioquimicos.

Parametros Controle JF-21 JF-22 JF-23 JF-24 JF-25 JF-36 JF-38 JF-39
Creatinina mgal) 0,25 +0,05 0,33+0,07 0,37+0,05 0,27 £ 0,1 0,3+0,1 0,32 £0,07 0,40+0,01 0,45+0,02 0,43+0,05
Uréia (mg/dL) 49,5 +6,28  44,66+8,08 49,33+6,42 54 + 5,20 57,33 £ 1,53 52,00+5,29 66,67+1,07* 52,33+8,08 47,88+5,09
AST (UL) 87 +£8,85 128+1,31*** 127,33+21,76 91 +£3,53  73,33+5,11 84,0+8,18 108,33+10,01***  75,33%1,91  109,66+10,7***
ALT (ULL) 38+2,80 50,66+2,51** 46,0+4,58 61+6,35*** 52 £2,57**  58,33+2,67** 40,0+2,64 34,0+6,24 35,46+3,60

Valores expressos em média = D.P. (n=6). **p < 0,01;***p< 0,001;****p < 0,0001 vs controle.

ANOVA, teste de Bonferroni.
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4.2.2 Edema de pata induzido por carragenina

O modelo de edema de pata em camundongos tem sido bastante
utilizado na pesquisa como triagem na sele¢do de novas drogas. A inflamacao
induzida pela carragenina € um ensaio que revela a atividade anti-inflamatéria
de compostos submetidos a triagem farmacolégica avaliando a acédo de
mediadores no processo inflamatério (PUTTASWAMYet al., 2018). A reacéo
inflamatoria aguda induzida pela carragenina écaracterizada pela exsudacao
de proteinas fluidas e plasmaticas e demonstraindugdo progressiva doedema
atingindo seu maximo dentro de 3 h (MATSUMOTO et al., 2015).0s primeiros
90 minutos ocorrema liberacdo associada de histamina e serotonina; a
segunda fase (até 150 minutos) € iniciada pela liberagdode cininas que
induzemo aumento na permeabilidade vascular; enquanto na terceira fase,de
150 minutos em diante, caracteriza-se pela liberacdo de PGs com um pico
maximo na terceira - quarta hora (ocorrendo infiltragdo macica de leucdcitos
polimorfonucleares) (DI ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971; MOTA, 2013).

A figura 33 mostra o grafico de dados obtidos no teste de edema de pata
induzido por carragenina dos derivados tiazolidinicos. Dentre os compostos
testados os compostosJF-25 e JF-38 apresentaram os melhores resultados na
acgao anti-inflamatodria. A dose de 30 mg/kg causou inibicado do edema ao longo
das 6 horas da resposta inflamatoria, com resultados estatisticamente similares

ao da indometacina.

Figura 33. Inibicdo do edema de pata dos derivados JF-21 a 25 e JF-36 a 38 na dose de 30 mg/kg.
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Dados representam a média + DPvolume do edema(mL) nos tempos de 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas

apos a injegao de carragenina a 1% (N=5);

Os compostos JF-25 e JF-38 apresentaram valores de inibigdo do
edema variando entre 52,26 a 71,0% (JF-25) e 75,35% a 100% (JF-38) (Tabela
12). O composto JF-23 mostrara significancia da 5h e 6h, sendo a 6° hora a de
maior expressao do efeito antiedematogénico com 55,52%. Os compostos JF-
22 mostrou percentual de inibigdo significativa entre 47,64% a 51,42% da 2°
hora a 4° hora, o que pode sugerir agao sobre os mediadores que agem nas
primeiras horas do processo inflamatério. Quanto aos compostos JF-21, 36 e
39 ndo demonstrou supressao relevante ao longo de todo o experimento. A
analise dos dados de inibicdo do edema de pata sugere a agdo dos compostos
tiazolidinicos principalmente sobre os mediadores inflamatérios de segunda
fase provenientes da COX-2.A inibicdo da indugcdo do processo anti-
inflamatorio da substancia foi estimada em termos de percentual de inibicao,

calculado de acordo com a férmula abaixo:

Percentual de Inibigdo do Processo Anti-inflamatério (%) = [(n-n’)/n] x 100

Onde, n e n’ indicam a média  erro padrao do volume do edema nos
grupos controle negativo e grupo teste de cada composto testado em cada
hora, respectivamente (LEITE, 2016 apudPALASKA et al., 2002).
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Em 2016, Abdellatif et al.,, relataram a importancia de derivados 4-
tiazolidinona com substituintes halogenados na obtencédo de novos anti-
inflamatorios. De acordo com seus estudos, os grupos tiazolidinas fornecem
uma estrutura-base capaz de fornecer aceptores de hidrogénio, bem como
ligar-se a estruturas aromaticas substituidas que participam especificamente
com os sitios ativos. Dos derivados sintetizados, os compostos 3-(4-
aminosulfonilfenilamino)-2-(4-clorofenil)-5-metil-4-tiazolidinona e 3-(4-
aminosulfonilfenilamino)-2-(4-fluorfenil)-5-metil-4-tiazolidinona foram os que
mostraram melhores resultados de I1Cso (Cl= 2.3 yM; F= 1,9 uM) frente a COX-2
(Figura 35). Os testes de edema de pata induzido por carragenina revelaram o
potencial anti-inflamatério destes compostos (Cl= 61,8%; F= 67,0%) uma vez
que foram obtidos percentuais maiores que o farmaco padrao na terceira hora

de experimento (celecoxibe = 60,1%).

Figura 35.Estrutura atividade do 3-(4-aminosulfonilfenilamino)-2-(4-clorofenil)-5-metil-4-

tiazolidinona, 3-(4-aminosulfonilfenilamino)-2-(4-fluorfenil)-5-metil-4-tiazolidinona e celecoxibe.
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(Fonte: Adaptado de ABDELLATIF et. al., 2016.)
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A fim de avaliar a relacdo dose-dependéncia dos derivados JF-25 e JF-
38, estes foram testados utilizando o modelo de edema de pata induzido por
carragenina nas doses de 15 mg/kg e 60 mg/kg. O composto JF-25 apresentou
crescente inibicdo conforme aumentoda dose, sendo os melhores percentuais
de inibigdo observados da 4° a 6° hora. Desta forma, o experimento nos revela
que, quando administrado na dose 60 mg/kg,0 JF-25 apresenta melhor efeito
antiedematogénico. Em contra partida, o composto JF-38embora mostre
reducdo no percentual de inibicdo na dose de 15 mg/kg, ndo demonstrou
diferenca estatistica entre as doses de 30 e 60 mg/kg, com percentuais de
inibicao de 89,45% e 92,14%, respectivamente.

Embora sejam inumeras as causas de diferentes respostas anti-
inflamatorias para distintas doses administradas, Batista et al. assim como
Dutra et al., descrevem que solubilidade e via de administracdo, que por sua
vez interferem na biodisponibilidade e metabolizagdo de compostos bioativos,
sao fatores importantes para agao bioldgica de novas drogas (DUTRA et al.,
2006; BATISTA et al., 2016).

Figura 34.Inibicdo do edema de pata dos derivados JF-25e JF-38 nas doses de 15 e 60 mg/kg.
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Tabela 11. Percentual de inibicdo do edema de pata dos derivados 4-tiazolidinas da série (E)-etil-2-((Z)-2-(E) benzilidenohidrazona)-3-(4-R-fenil)-4-
oxotiazolidin-5-ilideno) acetato.

Horas Indometaci JF-21 JF-22 JF-23 JF-24 JF-25 JF-38 JF-36 JF-39
n10mg/Kg 30mg/Kg 30mg/Kg 30mg/Kg 30mg/Kg 30mg/Kg 30mg/Kg 30 mg/kg 30 mg/Kg
1 81,73% 36,94% 27,81% 29,48% 14,03% 52,26% 83,14% 26,17% 29,19%
2 82,37% 44,06% 37,64% 43,57% 27,58% 59,06% 84,51% 16,62% 15,79%
3 86,85% 0,32% 35,04% 30,04% 27,94% 52,82% 75,35% 12,47% 24.73%
4 97,14% 13,6 % 21,42% 52,54% 13,68% 65,53% 87,50% 9,34% 32,22%
5 97,30% 27,94% 21,82% 46,89% 17,97% 71,00%* 100%** 27,55% 38,21%
6 97,50% 17,15% 38,69% 55,52% 19,04% 67,63% 100%** 9,72% 32.62%*
Tabela 12. Média de crescimento do edema de pata dos derivados 4-tiazolidinas da série (E)-etil-2-((Z)-2-(E) benzilidenohidrazona)-3-(4-R-fenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno)
acetato
Indom. JF-25 JF-24 JF-23 JF-22 JF-21 JF-36 JF-38 JF-39
Horas Salina 0,9%
10mg/Kg 30mg/Kg 30 mg/kg 30mg/Kg 30mg/Kg 30mg/Kg 30mg/Kg 30mg/Kg 30mg/Kg
1 59,39 + 10,59 10,8 £2,7 18,67 + 2,6*** 26,77 + 3,41 4391+24 36,9+5,0¢ 46,97 £8.6** 29,91+3,15 8,73+3,5*** 30,76 + 1,98
2 63,09 + 7,32 10,8 £0,0 14,34 + 3,7** 32,32+4,18 23 + 6,8 36,1 +8,1** 35,66 +3,7**  34,35+2,98 9,45+ 4,1** 28,21 +2,55
3 43,53 + 5,06 57+2,6 13,44+7,6 39,52 +2,50 29,47 +5,8 30,9+6,0 4559+ 3,0 42,84 + 1,55 12,40+ 7,2 43,59+ 3,29
4 48,96 + 6,59 1,4+14 13,65+ 3,5** 57,83+2,82* 3533+4,3* 23,7+7.2*" 60,98 +5,7 49,87+ 2,53 7,76+ 3,00 51,28 +3,37
5 52,03 + 6,53 1,4+14 9,71 £ 6,0 55,93 +0,89*** 20,82+5,1** 53,6 +2,8*** 61,82 8,2 43,74+ 3,53** 0 37,18+3,44**
56,13 + 7,17 14+14 9,81 £ 2,8**** 40,78 £ 4,62 20,07+4,4 36,6 £4,7 46,29 + 8,6 32,05+0,53 0 29,64 +2,14*
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4.2.3 Bolséo de ar

O modelo experimental de bolsdo de ar € um importante teste para
estudar ainflamagdo aguda. A administragdo de carragenina por via
subcutdnea, na bolsa de ar, induz uma rapida resposta inflamatéria
caracterizada pelos altos niveis de prostaglandinas e leucotrienos no exsudato
presente. Este agente flogistico € amplamente utilizada por induzir a migragéo
de neutréfilos e por ter uma intensa agao quimiotatica. Além disso,
desencadeia uma inflamacdo aguda associada a hiperalgesia envolvendo
liberagcdo sequencial de varios mediadores inflamatorios, como por exemplo,
histamina, serotonina, cininas, prostaglandinas e tromboxanos (MOTA, 2013;
ROCHA et al., 2007).

Os compostos JF-25 e JF-38 apresentaram melhores resultados no teste
de edema de pata, em razao disso foi realizada avaliacdo sobre o efeito desses
compostos sobre a migragdo leucocitaria. Os compostos demonstraram
significativa atividade anti-inflamatéria indicada por uma diminui¢ao significativa
na migragcao celular quando comparados ao controle. A dose testada de 30
mg/kg apresentou-se estatisticamente semelhantes ao farmaco padrao, a

indometacina (Figura 35).

Figura 36. Efeito dos derivados tiazolidinicos sobre a migragéo leucocitaria.

5 @ Controle
e E3 JF-23 30 mglkg
6- T (55,0%)  (54,7%) JF-25 30 mg/kg
# # X JF-38 30 mg/kg

*k*% *k%*

65.1%) Il Indometacina 10 mg/kg

*k%

N
1

Migragao leucocitaria (10/mm?®)
< T

Dados representados como média tdesvio padrao da migragéo de polimorfonucleares. *P<0,05

vs controle. ***P<0,001 vs controle. # - ndo significativo em comparagao a indometacina.
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4.2.4 Permeabilidade vascular

Com o intuito de avaliar a participacdo de aminas vasoativas (histamina,
bradicinina, serotonina) e formagédo de edema na resposta anti-inflamatéria dos
derivados, utilizou-se o teste de permeabilidade vascular induzida por acido
acético. O aumento da permeabilidade vascular acarretao extravasamento de
fluido rico em proteina (exsudato) para o tecido extravascular, caracteristica
esta fundamental da inflamag&o aguda. A perda de proteina do plasma reduz a
pressdo osmoética intravascular e aumenta a pressdao osmoética no fluido
intersticial.Os compostos JF-25 e JF-38 produziram uma inibicdo
dapermeabilidade vascular induzida por acido acético em relagédo ao grupo
controle. Dentre osderivados, o JF-38 apresentou maior inibicdo sendo
estatisticamente semelhante a indometacina (Figura 36). Os resultados do
bolsdo de ar corroboram com os dados obtidos no edema de pata, uma vez
que nas primeiras horas o JF-38 apresentou maiores valores de inibicado de

edema.

Figura 36. Efeito dos compostos tiazolidinicos sobre o aumento da permeabilidade vascular.
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do teste de Bonferroni.
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4.3 Analise de Docking

O docking molecular € uma técnica computacional que nos permite obter
um screening virtualde substanciasque apresentem promissora interagdo com
o sitio ativo caracteristico de uma dada atividade biolégica. Comumente é
usada como etapa inicial no desenvolvimento de novos farmacos, entretanto
vem sendo usado, entre outras coisas, como ferramenta para determinar a
orientacdo de um bioativo com seu alvo, calcular afinidade ligante — receptor,
simular as interagdes possiveis entre um alvo molecular e moléculas bioativas
além do gasto energético envolvido nestas interacbes (BARROS, 2015;
RATHORE et al., 2017).

A analise de docking nos permite prever quais interagdes possiveis das
moléculas bioativas testadas para um determinado alvo molecular a fim de
estabelecer qual, ou quais, delas apresentam melhor acomodacéao ao sitio ativo
do alvo. Os resultados sdo dados em termos da energia de ligagao, dessa
forma, a quantidade de energia necessaria para que uma molécula se ligue a
um determinado alvo molecular reflete na atividade biolégica desta molécula.
Quanto mais facil for a interagédo entre o composto e o alvo, ou seja, quanto
mais estavel for o complexo formado, menor sera a energia necessaria para
que esta interagdo ocorra em geral isso reflete num melhor atividade bioldgica.
Entretanto nem sempre ha coincidéncia entre a melhor atividade biolégica de
uma molécula e sua melhor interagdo com seu receptor, uma vez que na
andlise de docking inumeros conférmeros das moléculas testadas sao
avaliadas quanto sua interacdo com sitio ativo(LI et al., 2017; OMAR et al.,
2018b).

A fim de analisar as interacbes entre os derivados tiazolidinicos
obtidosneste trabalho com seu receptor, foi realizado um estudo de docking
dos compostos JF-25 e JF-38 com COX-2, uma vez que os dados
experimentais obtidos usando modelos anti-inflamatérios demonstram melhor
acao destes compostos via inibicdo da sintese de prostaglandinas. O composto
JF-21 foi analise por docking a fim de analisar a contribuicdo dos substituintes
aromaticos na formacdo do complexo ligante-receptorA COX-2  (3LN1)

utilizada contém quatro cadeias simétricas com diferentes ligantes. A cadeia A
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foi empregado para estudos atuais de docking dos JF’s. Para realizagdo dos
estudos, o ligante Celecoxibe foi retirado da estrutura cristalografica do
complexo COX-2/ celecoxibe.

A analise estrutural do complexo indicou interagcdo seletiva do coxibe,
principalmente com os aminoacidos Arg106, Val509, Ala513, Leu338 e Tyr341.
Os compostos JF-21, JF-25 e JF-38 apresentaram interagdes semelhantes as
observadas no celecoxibe para conformagdo com menor energia de ligagdo de
-10.82 kd/mol, -10.38 kJ/mol e -9.08 kJ/mol, respectivamente como mostra a
tabela 13.

Tabela 13.Dados do estudo de docking dos derivados JF-21, JF-25 e JF-38, intera¢des estruturais.

Energia Interagoes
Composto de Ligacao de T-alquil
ligacdo | Hidrogénio Alquil
kcal mol!
Arg106 LeU338,LeU345
JF-21 Tyrs41 Tyr¥' Leu®"”  Val*® e
P -10.82 Ala®13 Ala®®2
2-OCHs/5-Br Val®®, |Le®
Ar>=H Trp®73 Val'®
JF-25 Arg1® Leu® Phe®*
Ari= Tyr341 Tyr® Leud"” Vale®® Met08
2-OCHs/5-Br -10.38 Sers516 A|3513, Va|335
Arz= NU2
Arg106 Leu5'? Val®0°®
JF38  -0.08 Tyrs Leu® coe LU Mt
e oF, S Alg513 Ser Tvrd4!(S
er \Val335 yr>(S)
Ar2= Br Tyr334

Fonte: O autor

O modo de ligagdo do conférmero JF-21 com o sitio ativo da COX-2
ocorre, principalmente, atravésde ligagdes de natureza hidrofébicas, presentes
entre a regido dos aromaticos e grupos alquilicos. Além destas podemos
observar ligagbes de hidrogénio entre o atomo de oxigénio do anel metdxi e os

aminoacidos Arg106 e Tyr341 (Figura 38). Para este composto, a analise de
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docking mostra que ligacdo molécula—receptor ocorre através interagdes
fracas, embora possua menor energia de ligagdo, o que poderia justificaria sua
baixa eficacia quanto a acao anti-inflamatoria obtido in vivo.

O conformero JF-25 apresenta modo de ligagdo com menores
interacdes hidrofébicas com sitio ativo da COX-2 sendo observadas interagdes
m--aquilica entreaminoacidos Leu338, Phe540, Val335, Leu 517 e Ala513. Em
contrapartida sdo formadas trés ligagcdes de hidrogénio entre a substéncia e o
receptor. Uma ligacdo entre o grupo metoxi do anel benzilidénico com o
aminoacido Ser516, uma ligacdo entre a porgdo éster com o aminoacido
Arg106 e uma entre a carbonila do anel tiazolidinicocom o aminoacido Tyr341
(Figura 38).E possivel perceber que a analise de docking evidencia que a
porcdo NO2 ndo estabelece interacdo com sitio ativo do receptor.Em 2017,
Rathore et al., descreve um estudo de docking no qual o grupo nitro expressa
melhores interagdes com o sitio ativo da COX-2 quando ocupa a posi¢cao orto
em comparagao a posigao para. Embora apresente menos interagbes que o
composto JF-21, o derivado JF-25 apresenta interagdes mais significativas, o
que pode justificar sua eficacia relativa na agao anti-inflamatéria.

As interagcdes estabelecidas entre o receptor e o derivado JF-38
demonstram serem melhores quando comparadas as dos compostos JF-21 e
JF-25. Dos compostos testados, o JF-38 é que apresenta semelhanca de
estrutural com o celecoxibe, uma vez que ambos apresentam dois anéis
aromaticos e um heterociclico pentagonal, cujos substituintes se assemelham.
Da mesma forma que no celecoxibe, a presenga do grupo CF3demonstrou ser
significativa, pois através do qual foi estabelecida ligagdo de hidrogénio dos
atomos de flior com o aminoacido Ser516. A regido dos aromaticos foi
responsavel por estabelecer a interagdes com o bolsao hidrofébico da COX-2
através dos residuos de aminoacido Leu517, Leu520, Ala513 e Tyr334.Verifica-
se quatro interagbes m-stacking estabelecida entre o anel tiazolidinicos e os
aminodacidos Leu338, Val509, Ser339 e Val335 (Figura 37).

A analise dos modos de ligagao dos derivados tiazolidinicos com a COX-
2 demonstra semelhancga de interacdo com o sitio ativo quando comparados ao

celecoxibe, fato este que corroboram com dados obtidos experimentalmente
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para acao anti-inflamatdria, o que demonstra a importancia dos derivados

tiazolidinicos na estrutura de promissores farmacos anti-inflamatérios.

Figura 37. Imagem 2D das interagdes entre os compostos JF-21, JF-25 e JF-38 com a COX-2.

GLN

* VAL
R 1 A74
MET ATS PHE
A:99 ILE A-343
ILE A:503
A:331 VAL ALA LEU
A335 ARG A:502 e A78
LEU a0 A:338 TYR TYR
A:345 ¥ A:101 A:341
TRP n As;gg
A:373 ;
: VAL A
LEU Br . A®B09 A:513 (VAL
A517 - o \ ‘
PHE  TYR A:105 LEU 3 '
AS04  A371 A:345 b 2 Y ' A
VAL 2R i g [l 3 ,/
A:102 : . \
A6 VAL N
4 108102 0
LEU y
A:78 y e SER SER LEU
A:339 P A:516 A:517
ALA g v VAL
e TYR A:513 A:335 o
A:106 £200 MET
i MET A:508 A516
A:508 PHE
GLY A:367 /
A:512 PHE ——
A:504 ST
LEU ) —
JF-21 A:370 S 4
GLY ==
P pai
LEU
A:338
TYR
LEU TRP
TRP ; A:334 VAL
VAL A:373 A:370 A:373 A:330
A:330
ILE LEU
: TYR TYR ; PHE
< A:371 A:334 4:20 A:191
ILE
SER
A:503
A:516 - ¢ LEU
® Co JF-25
PHE AL
A:504 SEE
¢
LEU .
A:517 AA'IE;gz Interactions
VAL ~ van der Waals | Pi-Sigma
LEU
A:520 ALA A:335 Conventional Hydrogen Bond Amide-Pi Stacked
A513 ; ARG —J ’ ki 1]
A:499
SER Halogen (Fluorine) Alkeyl
LEU €339 [2) (His (] (]
A:345 TYR ; A75 ¥ 1 pi-
£ [ Sulfur-X Pi-Alkyl

Fonte: O autor

De maneira geral o estudo de docking nos permite observar a importancia

do desing de moléculas cujo alvo seja inibicao do COX-2. A presenca de
substittuintes espeficifos, tais como o grupo CFs3 e a presengca de holagénios
como relata estudos anteriores (ABDELLATIF et al.,2016; ALI et al., 2017).A
presenca do anel tiazolidinico conjugado ao sistemademonstra um favorer mais
e melhores interagdes. Estas por sua vez poderdo acarretar numa melhor
resposta anti-inflamatéria via COX-2. As interagbes hidrofébicas sé&o

predominantes nas trés substancias analisadas como pode-se observar na
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projecéo 3D do JF-21, JF-25 E JF-38 com a COX-2, como mostra a figura 38.
O mapa de cores nos permite visualizar que interagdes hidrofabicas
(marrom)quando comparadas as inter¢gdes hidrofilicas (azul) ocorrem nas
mesmas regides para os tres derivados. Embora exista outros mecanismos
envolvidos no processo inflamatorio, sabe-se que o via COX representa um dos
mais importantes. Sendo assim, os derivados tiazolidinicos, como mostra a
literatura e os estudos realizados este trabalho, sdo de suma importancia na
sintese de novos anti-inflamatorios sendo necessario maiores investigacoes

guanto ao seus mecanismos de agao.

Figura 38. Imagem 3D das interagbes dos compostos JF-21, JF-25 E JF-38 com a COX-2,

mostrando o mapa representativo de interagdes hidrofébicas e hidrofilicas.

Fonte: O autor
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5 CONCLUSAO

Os derivados obtidos da série (E)-etil-2-((Z)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-
3-(4-bromofenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno)-acetato substituidos (JF-
21/22/23/24/25/36/38/39) foram sintetizados com éxito através de uma boa rota
sintética, obtendo-se rendimentos reacionais satisfatorios. Além disso, todos os
compostos sintetizados tiveram suas estruturas elucidadas através de técnicas
de espectroscopia espectrometria (RMN 'H, RMN "3C, IV, EM) demonstrando a
eficacia da rota reacional escolhidabem comona reprodutibilidade.

A avaliagdo da atividade anti-inflamatéria revelou a importancia de
substituintesaceptores de elétrons, tais como —CF3 e Br, ligados aos aromaticos
e da estrutura esqueleto das tiazolidinas na inibigdo dos mediadores do
processo inflamatorio, especialmente da COX-2, uma vez que os derivados JF-
25 e JF-38 apresentaram maiores valores de inibicdo do edema de pata
induzido por carragenina. Estes derivados ainda demonstraram uma relac&o
dose-dependéncia na qual o crescimento do edema provouser inversamente
proporcional a dose administrada para composto JF-25 e n&o revelando
significancia entre as doses de 30 e 60 mg/kg. Também, os resultados obtidos
no teste de bolsdo de ar destes derivados sugerem uma acdo inibitoria da
migracao leucocitaria e aminas vasoativas, mostrando eficiéncia no combate a
inflamacao.

Na analise de docking dos derivados JF-21, 25 e 38 foi possivel
observar interagdes predominantemente hidrofébicas com o sitio ativo da COX-
2, em decorréncia do sistema de aromaticos ligados ao anel tiazolidinico e seus
substituintes. Tais fatos corroboram com osdados obtidos in vivo sobre a agao
sobre a COX-2 em relagdo aos compostos sintetizados, evidenciando a
promissora acao farmacolégica destes derivados tiazois. Desta forma a
realizacdo de testes in vifro com a COX-2 assim como determinagdo do
mecanismo de acdo destes derivados torna-se parte essencial para que
possivelmente sejam alcancados ensaios de maior propor¢do com  0S

derivados sintetizados neste trabalho.
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