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RESUMO

Ao ndcleo tiazolidinico, devido a sua reatividade quimica, sdo atribuidas diversas
atividades bioldgicas, fato que direcionou nossas pesquisas na busca de novos agentes
biologicamente ativos. Estudos recentes tém demonstrado o potencial dos derivados
tiazolidinicos em inibir a resposta inflamatdria, caracterizada pela liberacdo de
diferentes mediadores endogenos pro-inflamatdrios (prostaglandinas e leucotrienos), a
partir da conversao do &cido araquidénico pelas enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase.
Alguns estudos tém relacionado esta atividade a ativagdo do receptor PPARY, pelo fato
das tiazolidinas serem ligantes sintéticos desses receptores. Neste trabalho foram
sintetizados trés compostos da série 5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/GQ-14, LPSF/GQ-18, LPSF/GQ-21) e quatro compostos da série 5-
benzilideno-3-(2,4-dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-108, LPSF/GQ-109,
LPSF/GQ-235, LPSF/GQ-265). A preparacdo desses derivados tiazolidinicos foi
realizada a partir da reacdo de adicdo de Michael entre a 3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-
2,4-diona (LPSF/GQ-1) e a 3-(2,4-dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-53)
com derivados 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila substituidos (LPSF/IP). Esses derivados
foram obtidos de forma satisfatoria com rendimento na Gltima etapa variando entre 35 e
83%. As estruturas quimicas foram devidamente comprovadas por ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) e infravermelho. Seis compostos
(LPSF/GQ-14, LPSF/GQ-18, LPSF/GQ-108, LPSF/GQ-109, LPSF/GQ-235 e
LPSF/GQ-265) foram selecionados e tiveram sua atividade antiinflamatoria avaliada
frente a0 modelo de inflamagdo da peritonite induzida por carragenina em
camundongos. Todos os compostos testados demonstraram significante atividade
antiinflamatdria com percentual de inibigdo da migracdo celular variando entre 43 e
79%. O composto LPSF/GQ-235 se revelou o mais ativo dentre os compostos testados
na dose de 3mg/Kg, apresentando uma inibicdo de 79% da migracéo celular e 97% da
atividade da Rosiglitazona (composto padréo). Os resultados obtidos sdo importantes e
comprovam o potencial dos derivados tiazolidinicos substituidos nas posicdes 3 e 5
como candidatos a novos agentes antiinflamatorios.

Palavras-Chaves: Tiazolidinona, Atividade antiinflamatoria.
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To the thiazolidinic nucleus, due to their chemical reactivity, are atributed several
biological activities, fact that directed our research in search of new biologically active
agents. Recent studies have demonstrated the potential of thiazolidinics derivatives in
inhibiting the inflammatory response, characterized by the release of various
endogenous pro-inflammatory mediators (prostaglandins and leukotrienes) from the
conversion of arachidonic acid by the cyclooxygenase and lipoxygenase enzymes. Some
studies have linked this activity to the activation of PPARy receptor, because of
thiazolidinas are synthetic ligands of these receptors. In this work three compounds
were synthesized in the series 5-benzylidene-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione
(LPSF/GQ-14, LPSF/GQ-18, LPSF/GQ-21) and four compounds of the series 5-
benzylidene-3-(2,4-dichloro-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione (LPSF/GQ-108, LPSF/GQ-
109, LPSF/GQ-235, LPSF/GQ-265). The preparation of these thiazolidinics derivatives
was conducted from the reaction of addition of Michael between 3-(4-methyl-benzyl)-
thiazolidine-2,4-dione (LPSF/GQ-1) and 3-(2.4-dichloro-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione
(LPSF/GQ-53) with substituted derivatives ethyl-(2-cyano-3-phenyl)-acrylates
(LPSF/IP). These derivatives were obtained in a satisfactory manner with yield in last
stage between 35 and 83%. The chemical structures were properly supported by nuclear
magnetic resonance hydrogen (RMN'H), and infrared. Six compounds (LPSF/GQ-14,
LPSF/GQ-18, LPSF/GQ-108, LPSF/GQ-109, LPSF/GQ-235 e LPSF/GQ-265) were
choosed and their antiinflammatory activity was evaluated in the inflammation model of
peritonitis carrageenan-induced in mice. All tested representatives of the series
mentioned above showed significant antiinflammatory activity with percentage of
inhibition of cell migration varying between 43 and 79%. The compound LPSF/GQ-235
proved to be the most active among the compounds tested in the dose of 3 mg/Kg,
reaching a level of inhibition of 79% of cell migration and 97% of Rosiglitazone’s
activity (reference compound). The results are important and show the potential of
thiazolidinics derivatives replaced in positions 3 and 5 as candidates for new
antiinflammatory agents.

Keywords: Thiazolidinone, Antiinnflamatory
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1. INTRODUCAO

A Quimica Medicinal, area interdisciplinar do conhecimento, baseada
essencialmente na Quimica, mas também envolvendo principios da Biologia, Medicina
e Ciéncias Farmacéuticas, se preocupa com a invencao, descoberta, planejamento,
identificacdo e preparacdo de compostos biologicamente ativos, bem como, o estudo de
seu metabolismo, a interpretacdo de seu modo de acéo a nivel molecular e a construcao
de relagdes entre estrutura quimica e atividade bioldgica (IUPAC, 1998). Assim, a
quimica medicinal figura-se como um grande desafio para 0s pesquisadores que
almejam contribuir para o avanco dessa area multi-, trans- e interdisciplinar
(MONTANARI, 2000).

Dentre os recursos utilizados pelos quimicos medicinais objetivando o
desenvolvimento de um farmaco com uma atividade bioldgica especifica, é bastante Gtil
a modificacdo estrutural de um composto protétipo - aquela substancia que apresenta
atividade bioldgica desejada, mas que ainda revela certos efeitos indesejados - com o
intuito de obter sua otimizacdo. Na pesquisa para a identificacdo de um novo composto
prot6tipo ou uma nova entidade quimica que possa representar um novo candidato a
farmaco, elege-se o melhor alvo farmacologico para aquela aplicacéo terapéutica e, em
funcéo do nivel de conhecimento estrutural disponivel sobre este receptor, identifica-se

a melhor estratégia para a construcdo da arquitetura molecular do novo ligante desejado.

Em anos recentes, as 4-tiazolidinonas e as oxazolidinonas sdo as classes de
compostos mais extensivamente investigadas. Substancias contendo estes heterociclos
apresentam diversas atividades biologicas, tais como antifungica e antibacteriana
(LABOUTA et al., 1987; GOES et al.,, 1991; LIMA et al., 1992), hipoglicemiante
(MOURAO et al., 2005) inibidora do crescimento de plantas, repelente contra o

mosquito da espécie Aedes aegypti e antiinflamatdria (RANI et al., 2002), dentre outras.



A inflamacdo, resposta fisioldgica do organismo desencadeada por um trauma ou
infeccdo, devido a sua complexidade e diversidade de mediadores fisiopatoldgicos
envolvidos, pode ser tratada por diferentes abordagens terapéuticas. Farmacos
antiinflamatérios ndo-esterdides (AINEs), familia estruturalmente ndo homogénea de

18
inflamatorias, dor e febre (PAVLOV e TRACEY, 2005; OTTANA et al., 2005). Vane
(1971) propds que 0 mecanismo de acao da aspirina e outros AINEs estaria relacionado
a inibicdo da biossintese das prostaglandinas, mediadores fisioldgicos que participam da

resposta inflamatoria.

O aumento na prevaléncia das doencas inflamatdrias tem ocasionado um
impacto econdmico significativo para pacientes e sistemas de satide em todo o mundo, e
ndo incluem os chamados efeitos adversos psicossociais relacionados a qualidade de
vida de milhdes de pessoas, tais como a perda de oportunidades de empregos
ocasionadas pela inaptiddo ao trabalho e os altos custos médicos para as familias destes
pacientes (BUCKWALTER e MARTIN, 2006).

Tendo por alicerce a Quimica Medicinal, as atividades de pesquisa
desenvolvidas no Laboratdrio de Planejamento e Sintese de Farmacos do Departamento
de Antibidticos (LPSF/GPIT/UFPE) tém como objetivo principal o estudo de
substéncias sintéticas, possuidoras de a¢do biodindmica, como matéria prima para o
desenvolvimento de novos farmacos. A necessidade de novas substéncias terapéuticas
mais eficazes, com baixa toxicidade e maior especificidade, tem levado pesquisadores a

intensificar os estudos para a descoberta de novos farmacos.

A partir desses dados propomos no presente trabalho a sintese e avaliagédo
biolégica de novas moléculas 5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ) e 5-benzilideno-3-(2,4-dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ),
que foram sintetizadas e estruturalmente comprovadas para que sejam avaliadas suas

propriedades bioldgicas, especificamente a atividade antiinflamatoria.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Obter novas moléculas 5-benzilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ),

substituidas no radical benzila por cloro e metila.

2.2  Especificos

Sintetizar novas moléculas 5-benzilideno-3-(2,4-dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/GQ) e 5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ)

contribuindo na introducdo de novos agentes com potencial atividade antiinflamatoria;

Comprovar as estruturas dos compostos sintetizados utilizando métodos
espectroscopicos convencionais: ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e

infravermelho.

Avaliar a atividade antiinflamatoria dos compostos sintetizados através do teste

da medida da peritonite induzida por carragenina em camundongos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

O processo inflamatorio consiste na resposta organica diante de les&o tissular ou
infeccdo (TILLEY et al., 2001). A finalidade do processo inflamatério é o de livrar o
organismo do responsavel pela injuria e das suas consequiéncias. A reparagdo do tecido
lesado é parte integrante deste processo, ap6s eliminacdo do fator agressivo
(LOUZADA et al., 2003). Esta resposta padrdo € comum a Vvarios tipos de tecidos vivos
e € mediada através de substancias produzidas pelas células danificadas chamadas
mediadores quimicos (substancias quimicas produzidas durante a inflamacdo que
modulam os processos vasculares e a ativagao leucocitaria). Como observado na figura
1, esses mediadores iniciais sdo produzidos pela ativacdo de células imunes como
mondcitos, macrofagos e neutrdfilos (BEUTLER e RIETSCHEL, 2003; FUJIHARA et
al., 2003), que liberam as primeiras citocinas pro-inflamatdrias (Fator de necrose
tumoral a (TNFa) e interleucina-1 (IL-1)) provocando respostas imunes locais, também
chamadas de resposta inflamatéria aguda (DHILLON et al., 2005). Esta resposta inicial
é impulsionada por um quadro de mediadores pro-inflamatorios secundarios (espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio e degradacdo de acidos graxos) (SINGH e EVANS,
2006).




Figura 1. Cascata de recrutamento das quimiocinas (igmb.fmrp.usp.br/genex, 2007)

Este processo fisiologico envolve uma acdo coordenada entre o sistema
imunoldgico e o tecido no qual ocorreu a lesdo (TILLEY et al., 2001). Entretanto, ha

um delicado equilibrio entre os efeitos benéficos da cascata da inflamagéo e seu

resolvidos, a cascata da inflamacdo pode conduzir ao desenvolvimento de doengas
inflamatdrias crénicas tais como asma cronica, artrite reumatdide, esclerose multipla,

doenca inflamatdria do intestino e psoriase.

As moléculas mediadoras da inflamacdo mais frequentemente investigadas séo
0s compostos eicosandides (prostandides e leucotrienos), citocinas, fatores de
crescimento tumoral, 6xido nitrico, dentre outras (SARZI-PUTTINI et al., 2005; VAN
KEMPEN et al., 2006; WERNER e ALZHEIMER, 2006) podendo ser agrupadas da
seguinte forma: Aminas vasoativas (Histamina e Serotonina) que medeiam a
vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular (HARMAN, 1957); Proteases do
plasma (Sistema complemento) que medeiam a permeabilidade vascular, quimiotaxia,
adesdo de leucdcitos, ativacdo, opsonisacdo e fagocitose (RILEY, 1994); Cininas
(bradicinina) que aumentam a permeabilidade vascular e ativam o sistema de
coagulacdo, gerando trombina e Fator Xa, que aumentam a adesdo de leucdcitos e
proliferacdo de fibroblastos; Calicreina (fator ativador do plasminogénio); Fatores do
sistema de coagulacdo; Metabolitos do éacido araquiddnico (prostaglandinas,
prostaciclina, tromboxanos e leucotrienos) que medeiam o aumento da permeabilidade
vascular, quimiotaxia e adesdo leucocitaria (FARBER et al., 1990); PAF — Fator
Ativador de Plaquetas; Citocinas (TNF-a, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, interferons e
quimiocinas como IL-8 e MCP-1) que tem propriedades multifuncionais influenciando
todos os aspectos do processo inflamatério (FLOREY, 1970); Oxido nitrico, que age
como um potente vasodilatador (MAJNO, 1975); Radicais livres derivados de oxigénio
que podem ser liberados extracelularmente pelos leucdcitos ap6s exposicdo a agentes

quimiotaticos ou complexos imunes dentre outros.

Dentre as muitas rotas ou cascatas da inflamacéo, existem alguns alvos
moleculares pivos que, quando antagonizados ou neutralizados, bloqueiam a producéo

da rota ou cascata. Historicamente, nos ultimos 20 anos da era moderna da descoberta
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de farmacos baseada em alvos, um pequeno namero relativo de alvos pivos tém sido
identificados por terem produzido com sucesso alguns efeitos antiinflamatorios. Muitos
deles sdo antagonistas dos mediadores pré-inflamatorios endogenos tais como
prostaglandinas, leucotrienos e histamina. Esses alvos incluem o receptor H1 da
histamina, as enzimas Ciclooxigenase 1 e 2 (COX 1 e COX 2), a citocina Fator de
Necrose Tumoral-a (TNF-a) e o receptor cisteinil de leucotrienos C4 ¢ D4 (DREWS e
RYSER, 1997).

O processo inflamatério pode ser tratado por diferentes intervencdes
terapéuticas, visto sua complexidade e a diversidade de mediadores fisiologicos
envolvidos. A maneira mais classica compreende o emprego de inibidores da
prostaglandina-endoperéxido sintase, também denominada ciclooxigenase (COX),
enzima responsavel pela transformacdo do acido araquidonico em prostaglandinas,
efeito associado aos agentes antiinflamatorios ndo-esteroides (AINEs) classicos
(VANE, 1971). As prostaglandinas sdo produzidas pela maioria das células,
desempenhando também papéis importantes como citoprotera no trato gastrointestinal,
no rim como responsaveis pela fungéo renal normal, e permitindo também a agregacéo
plaquetéria. Diante de um trauma tissular, o acimulo local de prostaglandinas,
tromboxanos e outros mediadores quimicos provocam um numero de feicOes
caracteristicas da resposta do corpo a injuria tecidual ou inflamagdo como dilatagéo dos
pequenos vasos sangliineos conduzindo ao desenvolvimento do rubor e calor e
aumentando a permeabilidade vascular conduzindo ao inchago caracteristico do tecido e
também ocasionam a “sensibilizacdo periférica” da dor, que se caracteriza por uma
alteracdo no limiar dos nociceptores. Assim, sabe-se no momento que as
prostaglandinas desempenham um importante papel tanto na patologia como nos
processos fisiologicos (ALLISON et al., 1992).

Nas células do organismo humano, com exce¢do dos globulos vermelhos do
sangue, varios &cidos graxos essenciais, tais como, o acido a-linolénico e o &cido a-
linoléico, obtidos a partir da dieta sdo convertidos a acido araquidonico e incorporado a
estrutura da membrana celular, o qual desempenha um papel regulador chave na
biossintese das prostaglandinas, tendo sua rota metabdlica ilustrada na figura 2, onde

mostra ser metabolizado por duas importantes familias de enzimas, as ciclooxigenases
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(COX-1 e 2) e as lipooxigenases (5-, 8- 12 e 15-LOX), dando origem aos mediadores
quimicos pro-inflamatérios. As prostaglandinas pro-inflamatorias, produzidas via rota
das COX, e os leucotrienos, produzidos via rota das LOX, estdo implicados em
processos fisiologicos tais como inflamacdo, febre, dor, artrite, broncoespasmo
(CHARLIER e MICHAUX, 2003) e na etiologia do cancer (POMMERY et al., 2004).
As prostaglandinas que induzem esses efeitos indesejaveis sdo produzidas pela via da
isoenzima induzida COX-2 visto que, as prostaglandinas que regulam desejavelmente a
citoprotecdo gastrointestinal e funcGes renais sdo produzidas pela via da isoenzima
constitutiva COX-1 (CHARLIER e MICHAUX, 2003). Diferentes processos
infecciosos, inflamatdrios, imundgenos, irritantes quimicos, assim como traumas fisicos
podem estimular a liberacdo de acido araquidénico mediado pelas fosfolipases (VANE
e CORIN, 2003; STAMP et al., 2005; MILLER, 2006).

Fosfolipidios da Membrana

\ Fosfolipase A; Corticosteroides
|r‘||bld|:|l'l!'5 Acido Araquidénico Inibidores Nio
5-LOX Seletivos da
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Figura 2. Metabolismo do acido araquidénico e classes de inibidores usados
clinicamente (Adaptado de CELOTTI e DURAND, 2003)



3.1. Antiinflamatdrios Esterdides (AIES)

US principais esterolaes supra-renals Sao agueies com ativigaae
mineralocorticoide e glicocorticdide. As duas acbes ndo séo totalmente separadas nos
esteroides de ocorréncia natural, e alguns glicocorticoides exercem efeitos muito
significativos sobre o equilibrio hidroeletrolitico. Além de seus efeitos metabdlicos, o0s
glicocorticdides também exibem atividade antiinflamatéria e imunossupressora, e € por
estas acOes que sdo mais comumente utilizados na terapéutica. Quando s&o
administrados como agentes antiinflamatorios e imunossupressores, todas as suas outras
acOes transformam-se em efeitos colaterais indesejaveis. Eles inibem as manifestacoes
tanto iniciais quanto tardias da inflamag&o, isto €, ndo apenas o rubor, o calor, a dor, e 0
edema iniciais, mas tambem os estagios posteriores de cicatrizagéo, reparo dos tecidos e
reacOes proliferativas observadas na inflamag&o cronica. Foram desenvolvidos
esterdides sintéticos nos quais foi possivel separar as a¢des glicocorticoides das agdes
mineralocorticoides, entretanto, ndo foi possivel separar as a¢Ges antiinflamatorias das

outras acdes dos glicocorticdides (RANG et al., 2001).

Os antiinflamatorios esterdides, ou seja, 0s corticoides sdo os antiinflamatérios
mais eficazes disponiveis, suplantando em eficacia os AINEs. Promovem uma melhora
de varias manifestacGes clinicas, porém em principio sem alterar a evolugdo da doenca
bésica. Seu mecanismo de acao consiste em reprimir a expressdo de genes reguladores
do processo inflamatdrio. Esta repressdo é obtida em parte, por inibicdo da agdo de
varios fatores de transcricdo, como AP-1 e NFkB. Estes fatores de transcri¢do
normalmente “liberam” os genes da COX-2, de varias citocinas e da forma indutivel da
oxido nitrico sintase (RANG et al., 2001). Os corticoides diferem entre si quanto a
poténcia e a duracéo de acao, que pode ser curta (menos de 12 horas), intermediaria (18

a 36 horas) ou longa (36 a 54 horas).

3.1.1. Agéo sobre os mediadores das respostas inflamatorias e imunes

Esta classe de antiinflamatorios promove a reducdo de prostandides, devido a

expressao reduzida da COX-2; reducdo na producéo de citocinas — IL-1, IL-2, IL-3, IL-
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4, IL-5, IL-6, IL-8, TNF-a e fatores de adesdo celular (devido a inibi¢do da transcri¢éo
dos genes relevantes); reducdo na concentracdo plasmatica de componentes do

complemento; reducéo na producdo de 6xido nitrico induzido (RANG et al., 2001).

Embora possuam muitos beneficios, ha risco de potenciais efeitos adversos
vistos em varios tecidos organicos. Isto dependera basicamente das doses empregadas e
da duracdo do tratamento. Para casos agudos, geralmente a tolerdncia é boa, com os
pacientes ndo apresentando qualquer problema. Para uso por longo tempo porém,

podem haver efeitos adversos graves.

3.1.2. Efeitos adversos

Podem ocorrer efeitos adversos em casos de tratamento prolongado, como por
exemplo a maior predisposicdo a infeccOes e supressdo da capacidade de sintetizar
corticosterdides. Sao citados como efeitos adversos: osteoporose com consequente risco
de fratura, reducdo da massa muscular (atrofia e fraqueza), adelgagamento da pele,
diabetes, Ulcera péptica, modificagdes do humor (euforia, depressdo) e do psiquismo
(sintomas psicoticos), edema, catarata, glaucoma, hipercoagulabilidade do sangue,
febre, disturbios da menstruacdo, aftas (infeccdo fungica - quando administrados por
inalagdo), acumulo de gordura na &rea posterior do pescoco (“pescogo de bufalo”) e na

face (“face de lua”) e inibic&o do crescimento em criangas (RANG et al., 2001).

3.2. Antiinflamatorios Nao-Esterdides (AINES)

Conhecidos pela humanidade h& cerca de 100 anos, os farmacos
antiinflamatdrios néo-esterdides (AINES) estdo entre os agentes farmacoldgicos mais
utilizados na pratica médica. Eles apresentam um amplo espectro de indicacGes
terapéuticas, tais como: analgésicos, antiinflamatdrios, antipiréticos e profilatico contra
doencas cardiovasculares (&cido acetilsalicilico) (DUBOIS et al., 1998). A grande
popularidade dos AINEs ¢ atribuida a sua eficacia e a seguranca relativa que se tem com
seu uso, principalmente, quando utilizados em doses terapéuticas, por curto espaco de
tempo (BENNET et al.,, 1996). Entretanto, seu uso por tempo prolongado, em

individuos suscetiveis, estd associado a efeitos adversos em multiplos 6rgédos, incluindo
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0 trato gastro-intestinal e os rins (KHAN et al., 1998). Estima-se que 25% dos pacientes
que fazem uso de AINEs experimentam algum tipo de efeito colateral e até 5% podem

sofrer consequéncias graves (DUBOIS et al., 1998).

O primeiro AINE sintetizado foi o acido acetilsalicilico, pelo quimico alemé&o
Felix Hoffman, em 1893. Mas até 1971 pouco se conhecia sobre o real mecanismo de
acdo dos farmacos antiinflamatérios como a aspirina (&cido acetilsalicilico - Figura 3).
Algumas evidéncias demonstravam que elas produziam efeitos antiinflamatérios que
eram qualitativamente e quantitativamente diferentes dos antiinflamatorios esteroidais, e
sua acdo analgésica era de natureza diferente que a produzida pelos compostos opioides.
Neste mesmo ano foi proposto por Vane que as substancias antiinflamatdrias inibiam a
sintese de prostaglandinas (CARMICHAEL e SHANEL, 1985). Desta forma, Vane em
1971 foi o primeiro a propor que os efeitos terapéuticos e colaterais dos
antiinflamatdrios nédo-esterdides resultavam da inibicdo da enzima ciclooxigenase por
estes compostos. Assim, tais agentes reduzem a sintese de prostaglandinas, diminuindo
a intensidade do processo inflamatorio e consequentemente a nocicepcdo periférica.
Também tem sido atribuido a tais agentes um possivel efeito antinociceptivo central
(DAHL e AEDER, 2000; YAKSH et al., 2001). Esta hipdtese amplia os horizontes para
investigacdo futura da compreensdo da biorregulacdo e implicacbes terapéuticas da
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Figura 3. Acido acetilsalicilico

fisiologia das prostaglandinas.

Os primeiros AINEs desenvolvidos foram os classicos AINEs ndo-especificos,
que inibem as duas isoformas da enzima ciclooxigenase (FITZGERALD, 2002) e,
apesar de terem eficacia comprovada quanto ao efeito antiinflamatério a que se
propdem, tém uso continuo limitado devido a incidéncia de efeitos gastrintestinais
adversos (BOMBARDIER et al., 2000), como dispepsia e dor abdominal, além de
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perfuracdo ou sangramento gastroduodenal em menor propor¢do (FITZGERALD e
PATRONO, 2001) e, menos freqiientemente, nefro-toxicos (SCHLONDORFF, 1993).
Com o passar do tempo, o tratamento das doencas inflamatorias ganhou uma
nova abordagem pela descoberta de uma segunda isoforma da COX, a COX-2, descrita
em 1992 por Holtzman e colaboradores (HOLTZMAN et al., 1992). Os resultados
subsequientes dos estudos sobre sua funcdo fisioldgica indicaram que esta isoforma da
enzima, é a forma induzida por estimulos inflamatogénicos em células que promovem a
inflamacdo tais como fibroblastos, macréfagos, mondcitos e células sinoviais. O
reconhecimento das diferencas morfofisioldgicas entre as duas isoformas da COX,
sendo a forma constitutiva (COX-1) relacionada aos efeitos secundarios dos AINEs
classicos e a segunda isoforma, mais recentemente descoberta (COX-2), a forma
induzida, permitiu prever-se a possibilidade de se desenvolverem inibidores seletivos
desta dltima isoforma, como estratégia para se obter efeito antiinflamatério desprovido
de efeitos colaterais indesejaveis (REITZ et al., 1994). A inducdo da COX-2 por agentes
pré-inflamatorios conhecidos, como por exemplo: Interleucina-1 (MITCHELL et al.,
1994), lipopolissacaridio (HEMPEL et al.,, 1994), fator de necrose tumoral-a
(MITCHELL et al., 1994), éteres de forbol, fator de transformacédo de crescimento 1,
soro, endotelina e fator de ativacdo plaquetaria explicam a elevada concentracdo desta
isoforma nos tecidos inflamados e, conseqilientemente, a maior concentracdo de
prostaglandinas nos sitios inflamatorios. Por outro lado, a COX-1 é a isoforma da COX
que, sob condigdes fisioldgicas, produz prostaglandinas necesséarias a modulacdo da
homeostase vascular das fungdes renais e gastro-intestinais (a COX-1 faz parte da
constitui¢do do trato gastrintestinal, sendo associada a producdo de muco protetor e a
inibicdo da secrecdo gastrica, portanto, drogas que inibem essa isoforma da enzima
causam diversos distlrbios no trato digestivo; nas plaquetas, esta associada a sintese do
tromboxano A2, substancia que favorece a agregacdo e adesdo plaquetéaria, portanto, sua
inibicdo estd associada ao risco de sangramento cutaneo e gastrintestinal). Os AINEs
classicos disponiveis no mercado reduzem a biossintese de prostaglandinas fisioldgicas
e fisiopatoldgicas através da inibicdo indiscriminada da COX-1 e COX-2. E possivel
que a inibicdo da COX-2 seja responsavel pelo efeito antiinflamatorio apresentado pelos
AINEs e que a inibicho da COX-1 seja responsavel pelos efeitos secundarios
indesejados destes agentes (GIERSE et al., 1996). Embora aproximadamente 60%

homologas, ambas com peso molecular de aproximadamente 70 kD, e com similares



mecanismos de metabolizacdo do acido araquidonico (SCHONBECK et al., 1999), as
isoformas COX-1 e 2 apresentam algumas diferencas como:
e Sequéncia genética diferente para cada isoforma. Os genes sdo regulados por
dois sistemas independentes e diferentes, apesar da reacdo enzimatica por eles
catalisada ser idéntica (REDDY e HERSCHMAN, 1996; DUBOIS et al., 1998);

e Ositio de ligacdo do agente inibidor na isoforma COX-2 € estruturalmente cerca
de 25% maior que o da COX-1 (BROOKS et al., 1999), apresentando também
local de ligagdo secundario, além do sitio catalitico. Isto tem permitido o
desenvolvimento de agentes que blogueiam a atividade da COX-2,
especificamente em concentragdes que apresentam minimos efeitos sobre a
COX-1. O mesmo composto pode funcionar como um inibidor COX-2 em
baixas concentracdes e inibidor competitivo da COX-1 quando em altas
dosagens (LIPSKY, 2000). As bases moleculares para tais diferengas ainda néo
sdo completamente entendidas (MARNETT et al., 1999);

e A COX-1 é uma enzima presente na maioria dos tecidos. Diante de quadros
inflamatdrios, a atividade desta isoforma ndo parece ser alterada ou apresenta
um aumento discreto de duas a quatro vezes na sua expressao (DUBOIS et al.,
1998; FITZGERALD e PATRONO, 2001). Em menores quantidades, a COX-2
encontra-se em determinados tecidos como cérebro, intestinos, rins, testiculos,
glandula tiredide e pancreas (BEEJAY e WOLFE, 1999); diante de quadro

inflamatdrio, sua expressdo é aumentada cerca de 20 vezes ou mais;

e Além do &cido araquidonico, a COX-2 também é capaz de agir no metabolismo
de outras substancias como: &cido linolénico e acido linoleico (SCHONBECK et
al., 1999).

Alguns estudos propdem a existéncia de uma terceira isoforma desta familia
enzimatica, denominada COX-3, a qual, ao contrario da COX-1 e da COX-2, ndo
produziria prostanodides pré-inflamatérios, mas sim substancias antiinflamatorias
(WILLOUGHBY et al., 2000). Tal evidéncia poderia explicar os periodos de remissdo

visto em casos de doencas inflamatorias crénicas, como a artrite reumatoide.



Foi proposto por Frolich em 1997 uma nova classificacdo para os AINEs,
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contribuicdo no sentido de classificar estes agentes em funcdo da seletividade que
apresentam frente a cada uma das isoformas da COX. O planejamento de inibidores
seletivos da COX-2 passou a representar para o quimico medicinal uma nova e atraente
estratégia terapéutica, mais efetiva e segura, de combate aos quadros inflamatorios,

especialmente cronicos, como a artrite reumatoide (KHANNA et al., 1997).

Desta forma, os compostos seletivos da COX-2 foram intitulados Coxibs. O
primeiro composto a ser aprovado pela “Food and Drug Administration” (FDA) para
uso nos Estados Unidos foi o Celecoxib (WHELTON, 2001), em dezembro de 1998.
Meses ap0s, em maio de 1999, foi introduzido outro inibidor especifico de COX-2,
chamado Rofecoxib (CHAN et al., 1999) (Figura 4). Por pouparem a COX-1, os Coxibs
foram introduzidos como uma nova classe de antiinflamatérios ndo-esterdides de
eficacia equivalente (CANNON e BREEDVELD, 2001) e provavelmente um menor
indice de complicacdes que os tradicionais AINES (JAIN, 2000).
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Figura 4. Celecoxib e rofecoxib

No entanto, evidéncias da presenca da COX-2 em determinados tecidos
humanos e de animais, p6s em discussdo se 0 uso de agentes antiinflamatorios com
inibicdo especifica desta isoforma teria realmente vantagens sobre os AINES

convencionais. Assim, parece que os inibidores seletivos de COX-2 ndo representam
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uma resposta completa para a necessaria seguranca, nem drogas mais efetivas para
serem usadas na terapia das doencas inflamatdrias.

Diversos estudos foram desenvolvidos, desde a introdugdo dos inibidores
especificos de COX-2 no mercado em 1999, relacionando seu potencial antiinflamatério
a sua seguranca gastrintestinal e, a partir dai, surgiram dados que sugeriram um
potencial da subclasse em elevar o risco de eventos cardiovasculares adversos
(FITZGERALD, 2002). Em 2000, foi publicado o primeiro estudo a apontar tais riscos,
que o fez ao comparar o Rofecoxib e o Naproxeno (BOMBARDIER et al., 2000).
Seguiram a ele diversas publicagdes com resultados controversos sobre o potencial risco
cardiovascular do Rofecoxib e da classe de inibidores especificos de COX-2, até que o
medicamento foi prontamente retirado de circulacdo, em setembro de 2004, apés a
suspensdo prematura de um estudo de adenomas coldnicos (FITZGERALD, 2004). Este
estudo, Vioxx Gastrintestinal Outcomes Research (VIGOR) (BOMBARDIER et al.,
2000), indicou elevacéo significativa de 3,9 na incidéncia de efeitos tromboembolicos
adversos no grupo recebendo Rofecoxib, comparado ao grupo recebendo placebo. Em
seguida, foi também detectado aumento significativo do risco de evento adverso
cardiovascular com o uso de Celecoxib comparado ao placebo, além de Valdecoxib
comparado ao placebo. Esses efeitos cardiovasculares adversos sdo atribuidos a uma
diminuicao nos niveis de prostaciclina vasodialatadora e anti-agregante 12 (PGI2) e um
aumento no nivel de um potente agregador plaquetario, o tromboxano A2 (TXA2))
(DOGNE et al., 2005) e ao fato de que a medida que a via da enzima COX (mais
especificamente a COX-2) e bloqueada por esses inibidores, a via da enzima LOX é up-
regulada. Com isso, a isoenzima 15-LOX é ativada e exerce seu papel (essa enzima é
ligada a complicagdes vasculares desde que se conhece sua participacdo na modificagdo
oxidativa de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), conduzindo ao desenvolvimento
da aterosclerose). Foram os resultados do estudo Adenomatous Polyp Prevention on
Vioxx (APPROVe) (BRESALIER et al., 2005) os responsaveis pela maior comogao por
parte de 6rgdos de fiscalizacdo, comunidade cientifica, empresas farmacéuticas e

opinido publica.

Entretanto, tem sido apontado que inibindo a rota da COX poderia desviar o
metabolismo do 4cido araquidénico para a rota da 5-LOX (ASAKO et al., 1992),

aumentando a formacdo de leucotrienos, direcionando & inflamacgéo e efeitos adversos



AINE-induzidos, como por exemplo, asma e danos gastrointestinais que sdo os efeitos
colaterais mais incomodos (ASAKO et al., 1992). Consequentemente, essas
informacdes tem apreciado o papel da rota da 5-LOX, na promocdo e manutengdo da
inflamacdo. Além disso, tem-se percebido que a COX-2 e a 5-LOX tem funcGes
convergentes ndo apenas na inflamacéo, mas também na proliferacdo celular e na neo-
angiogénese. A este respeito, existe evidéncia de que a COX-2 e a 5-LOX sdo co-
expressadas e up-reguladas em algumas desordens inflamatorias e neoplésicas, e que
tanto inibidores da COX-2 quanto da 5-LOX tem efeitos benéficos nas doencas
inflamatorias (KIRCHNER et al., 1997; CLARIA e ROMANO, 2005). Neste caminho,
varias familias estruturais de inibidores duais tém sido projetadas e muitos compostos
estdo sendo submetidos atualmente a desenvolvimento pré-clinico e clinico (CELOTTI
e LAUFER, 2001; CHARLIER e MICHAUX, 2003; BANNWARTH, 2003).

Duas das trés principais isoformas da LOX (5-, 12- e 15-LOX) observadas em
humanos induzem efeitos fisioldgicos indesejaveis. Por exemplo, a 5-LOX é implicada
na producdo dos leucotrienos que estdo associados com a agdo inflamatoria,
broncoconstritora, reacdes de hipersensibilidade, anafilaticas e asmaticas (CHARLIER e
MICHAUX, 2003). A 15-LOX esta envolvida na aterosclerose uma vez que catalisa a
oxidacéo de lipoproteinas (LDL, HDL) para formas aterogénicas (VILA, 2004). Bem
recentemente, estudos genéticos tem associado a 5-LOX e sua proteina acessOria,
proteina ativadora da 5-LOX, com doencas cardiovasculares, infartos do miocérdio e
ataque. Concorda-se que uma inibicdo dual das rotas enzimaticas da COX/LOX oferece
uma aproximacéo alternativa para o projeto de agentes antiinflamatorios mais eficazes
com um perfil de seguranca melhorada em relacdo a drogas antiinflamatorias néo-

esterdides ulcerogénicas e inibidores seletivos da COX-2.

Conformemente, o desenvolvimento de inibidores duais das COX e LOX
(Figura 5) tem mostrado resultados promissores (JULEMONT et al., 2004; CHARLIER
e MICHAUX, 2003). Nesta consideragdo, o inibidor dual das COX/LOX
Diidrodimetilbenzofurano mostrou excelente atividade antiinflamatoria com reduzidos
efeitos gastrointestinais adversos, visto que o Licofelone, um inibidor dual COX/LOX,
tem sido efetivo no tratamento da osteoartrite exibindo baixa toxicidade gastrointestinal
comparado aos AINES convencionais (JANUSZ et al., 1998; ALVARO-GRACIA,



2004). Além disso, estudos recentes tém mostrado também que inibidores duais de
COX/LOX poderiam ser Gteis como agentes supressores de tumores no tratamento do
cancer de prostata e célon (POMMERY et al., 2004; YE et al., 2005).

Diidrodimetilbenzofurano Licofelone

Figura 5. Diidrodimetilbenzofurano e licofelone

Um outro heterociclo promissor que ja se encontram no mercado e vem
apresentando atividade hipoglicemiante e hipolipidémica sdo os derivados TZDs
(Rosiglitazona, a troglitazona e a pioglitazona). Substancias contendo este heterociclo
apresentam diversas atividades bioldgicas, dentre elas, estdo a anti-bacteriana, anti-
fangica (LABOUTA et al.,, 1987; GOES et al, 1991; LIMA et al., 1992),
hipoglicemiante (MOURAO et al., 2005), anti-viral, anti-covulsivante (EL-FEKY et
al., 1993), anti-parasitaria, cardiotonica (ANDREANI et al., 1993), atividade inibitoria
da ciclooxigenase e lipooxigenase (BOSCHELLLI et al., 1992), antiinflamatoria (RANI
et al., 2002), analgésica e anti-edematosa (DE LIMA et al., 1994). O desenvolvimento
de farmacos a partir de modificagdes moleculares no ndcleo TZD oferece novas
oportunidades terapéuticas, possibilitando a introducéo de medicamentos mais eficazes

e Seguros.

De acordo com Jeong e colaboradores (2004) as TZDs mostraram ndo s a ja
tdo comprovada acdo como agentes hipoglicemiantes, mas também mostraram a
existéncia da acdo antiinflamatdria, agindo como potentes inibidores enzimaticos,
inibindo diretamente as enzimas da via ciclooxigenase e da via lipooxigenase. Assim, a

sintese e as atividades bioldgicas das TZDs tém sido extensivamente investigadas,

35



especialmente aquelas encontradas como potentes inibidores duais das enzimas 5-
lipooxigenase e Ciclooxigenase (BARROS-GARCIA et al., 2004).

3.3 Tiazolidinadionas

A diversidade estrutural e terapéutica acoplada com a viabilidade comercial de
pequenas moléculas heterociclicas tem fascinado quimicos organicos e medicinais. Em
anos recentes, 4-tiazolidinonas e oxazolidinonas sdo as classes de compostos mais
extensivamente investigadas. Enquanto as oxazolidinonas estdo emergindo como uma
nova classe dos antibioticos representada pela Linezolida (TOKUYAMA et al., 2001),
as 4-tiazolidinonas tem muitos perfis de atividade interessantes nomeados inibidores da
COX-1, inibidores da enzima bacteriana MurB, inibidores ndo-nucleosideos do HIV-RT

e agentes anti-histaminicos.

A TZD foi a primeira molécula obtida na qual o ndcleo tiazol foi caracterizado e
sua sintese ocorreu através da isomerizagdo do acido tiocianoacético (BROWN, 1961).
A estrutura da TZD foi elucidada por Liberman e colaboradores (1881 apud BROWN,
1961), onde chamam a atencdo sobre uma possivel tautomeria, demonstrando que a
TZD poderia reagir também sob a forma de diidro-hidroxitiazol. Entretanto, as
propriedades fisicas e quimicas desse nucleo, bem como as de seus derivados,
favorecem a forma tiazolidina, uma vez que nenhuma molécula apresenta as
propriedades do ciclo tiazol aroméatico (SPRAGUE e LAND, 1957 apud LIMA, 1998).
A expressiva reatividade quimica apresentada pelo nacleo TZD possibilita a introducéo
de indmeros substituintes e, desta forma, a obtencdo de compostos sintetizados por

diferentes vias.

A troglitazona foi a primeira TZD aprovada para o tratamento do diabetes tipo 2.
Atualmente outras duas TZDs, a rosiglitazona e a pioglitazona, estdo no mercado para o
uso como hipoglicemiantes e estdo ilustradas na figura 6. Muitos dos efeitos benéficos
das TZDs no tratamento do diabetes tipo 2 foram atribuidos ao potencial dessas
moléculas ativarem o receptor ativado por proliferadores de peroxissomo gama
(PPARY), um regulador critico do metabolismo lipidico e da homeostase da glicose.
Trabalhos recentes tém demonstrado que a insulina exerce efeitos antioxidantes e
antiinflamatdrios potentes e rapidos (DANDONA et al., 2001; ALJADA et al., 2002) e



que a sensibilizacdo da insulina pela classe das TZD também exercem um efeito
semelhante em humanos in vivo (GARG et al., 2000; GHANIM et al., 2001; ALJADA
et al., 2001; HAFFNER et al., 2002; MOHANTY et al., 2004). Este efeito das TZDs foi
primeiramente observado com a troglitazona e tem agora sido confirmado com a
rosiglitazona (HAFFNER et al., 2002; MOHANTY et al., 2004) e a Pioglitazona
(AGARWAL, 2005; MATTOO et al., 2005).
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Figura 6. TZDs com atividade hipoglicemiante

Além da sua atividade hipoglicemiante, essas TZDs tém mostrado exercer
efeitos antiinflamatorios em células vasculares (KUREBAYASHI et al., 2005). Elas
também foram apontadas por inibir a produgéo de citocinas inflamatdrias e a expressao
da oxido nitrico sintase induzida em mondcitos e macréfagos (RICOTE et al., 1998).
Foram apontadas também como potentes agentes quimiopreventivos do cancer frente a
carcinogénese do colon, mama, lingua e gastrica. Os derivados das TZDs tém sido
mostrados por possuir propriedades imunoestimulatorias potentes, atividade anti-artrite
tdo bem quanto atividade oncostatica (MORETTI et al., 2001).

Cuzzocrea e colaboradores (2004a) investigaram os efeitos da rosiglitazona na
inflamacdo aguda em modelos animais (edema de pata induzido por carragenina e
pleurisia induzida por carragenina). Eles observaram que a rosiglitazona, administrada
por via intra-peritoneal concomitantemente com a injecdo de carragenina, exerce
potentes efeitos antiinflamatorios in vivo, tais como a inibicdo do edema de pata, a
inibicdo da formacdo do exsudado na pleura, reducdo da infiltracdo de celulas
mononucleares e lesbes histoldgicas. Além disso, a rosiglitazona reduziu a expressao da

INOS, da COX-2, da ICAM-1 e da P-selectina nos pulmdes dos ratos tratados com



carragenina. Este potente efeito antiinflamatério da rosiglitazona foi quase totalmente
suprimido quando um antagonista do PPARy, o éter diglicidil bisfenol A, foi
administrado antes do tratamento com a rosiglitazona, demonstrando dessa forma que

os efeitos positivos rosiglitazona foram PPARy mediados.

Muitos indicios que sugerem um importante papel das TZDs na modulacdo da
rota da inflamagdo também tém sido observados atraves de estudos clinicos, em
individuos tratados por TZDs. Ghanim e colaboradores (2001) trataram sete individuos
obesos nao diabéticos com troglitazona durante quatro semanas e observaram que, em
comparacdo a valores de base, na quarta semana de tratamento houve uma diminuigio
significativa do NF-kB em células mononucleares circulantes (MNC). Este decréscimo
do NF-kB foi paralelo a um aumento total da IkB, uma proteina que, através da ligacéo
com o NF- kB no citosol, impede a sua migrac¢ao no interior do nucleo e, assim, inativa
0 NF-kB. Aléem disso, MNC e espécies reativas de oxigénio, envolvidas no processo
inflamatdrio, foram diminuidas ap6s o tratamento com a troglitazona. Os mesmos
autores ampliaram suas observag6es a um grupo de sete individuos obesos com diabetes
tipo 2, observando resultados idénticos: em quatro semanas de tratamento com a
troglitazona houve uma diminuicdo no nivel das MNC, do NF-kB e espécies reativas de
oxigénio (ALJADA et al., 2001). Além disso, coerente com o0 estudo anterior, 0
tratamento com a troglitazona também reduziu significativamente os niveis plasmaticos
de mondcitos, IL-1, ativador de plasminogénio e proteina C reativa em obesos
diabeticos tipo 2. Os mesmos autores que estudaram tanto obesos ndo diabéticos quanto
obesos diabéticos tipo 2, concluiram que o tratamento com a rosiglitazona tinha os
mesmaos efeitos que o realizado com a troglitazona sobre as MNC, o NF-kB e 0s niveis
plasmaticos de MCP-1 e proteina C reativa (MOHANTY et al., 2004).

Dessa forma, novos compostos derivados do nucleo tiazolidinico com possivel
acdo antiinflamatdria despertam grandes expectativas com destino a tratamentos mais
eficazes frente as doengas inflamatdrias cronicas. A sintese e a atividade
antiinflamatéria de novas tiazolidinas-2,4-dionas e 2-tioxoimidazolidinas foram
efetivadas com sucesso pelo Grupo de Pesquisa e Inovacdo Terapéutica GPIT/UFPE
(UCHOA, 2004 e SANTOS et al, 2005).



Com isso observamos que os PPARs sdo alvos promissores para o0
desenvolvimento de novos farmacos, fazendo-se necessario um conhecimento mais

aprofundado de suas estruturas e isoformas.

3.4 Receptores ativados por proliferadores de peroxissomo (PPARs): alvo

promissor para atividade antiinflamatoria

Os PPARs sdo uma familia de trés diferentes isoformas, PPAR o, PPAR B/ § ¢
PPAR y (KLIEWER et al., 1992, 1994) que foram descobertos hd mais de uma década e
sdo parte de uma sub-familia de receptores nucleares hormonais. Os PPARs tém sido
detectados em varias espécies com expressao tecido especifica (BISHOP-BAILEY,
2000; (CUZZOCREA, 2004b). De acordo com a figura 7, pode-se observar que quando
estes receptores sdo estimulados, possibilitam a regulacéo transcricional da expresséo de
genes (GROMMES et al., 2004), incluindo genes pré-inflamatorios. Os PPARs podem

ser ativados por uma larga variedade de ligantes endégenos ou farmacolégicos.
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Figura 7. Estrutura e ativacdo transcricional dos PPARs
(MORAES et al., 2006)

O PPARy é 0 mais extensivamente estudado dos trés subtipos de PPAR até esta
data. Este receptor tem sido clonado em algumas espécies, incluindo camundongos,
hamster, sapos, porcos, macacos e humanos (ISSEMANN e GREEN, 1990; DREYER
etal., 1992; GOTTLICHER et al., 1992; SHER et al., 1993; MUKHERJEE et al., 1994;



BELL et al., 1998). Este receptor funciona como fator de transcricdo mediando a
homeostase da glicose, diferenciacdo celular e rotas apoptéticas (KLIEWER e
WILLSON, 1998). Ele é expresso por macrofagos, células endoteliais (in vitro e in vivo)
e células da musculatura lisa vascular (VSMCs) (PERSHADSINGH, 2004).

Ligantes para este receptor incluem prostaglandinas endogenamente produzidas,
0 acido docosahexandico, TZDs hipoglicemiantes (KHAN et al., 2000), AINES, acidos
graxos de cadeia longa incluindo o &cido araquiddnico e o &cido linoléico, um nimero
de lipidios, incluindo LDL oxidado e eicosanodides, tais como 5, 8, 11, 14 - &cido
eicosatetranoico e os prostandides como a prostaglandina A1 (PGA-1), prostaglandina
A2 (PGA-2), prostaglandina D2 (PGD-2) e seus produtos de desidratagéo.

Como exposto na figura 8, os ligantes do PPARy exercem efeitos
antiinflamatdrios in vitro pela inibicdo da produgdo de citocinas e antagonizando a
atividade do fator nuclear kB (NF-kB) (ESCHER ¢ WAHLI, 2000) direcionando a
inibicdo da oOxido nitrico sintase induzida (iNOS). Alguns ligantes do PPARy induzem a
apoptose de células endoteliais (BISHOP-BAILEY e HLA, 1999), diminuem o
recrutamento de células inflamatorias por inibir as quimiocinas IL-8 e MCP-1
(MURAO et al., 1999; LEE et al., 2000; PASCERI et al., 2001), IP-10, Mig, e I-TAC
(MARX et al., 2000), e diminuem a expressdo da ICAM-1 (CHEN e HAN, 2001).
Similarmente ao PPARa, ligantes do PPARy também reprimem a expressdo da
endotelina-1 trombina induzida (DELERIVE et al., 1999).
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Figura 8. Mecanismo dos efeitos antiinflamatérios do PPARYy
(MORAES et al., 2006)

Mais recentemente 0 PPARy tem sido sugerido por desempenhar um papel de
“down-regulation” nos processos inflamatérios, criando uma hipétese de que ligantes do
PPARy, tais como as TZDs, poderiam ser eficientes no tratamento de doencas
inflamatdrias (DELERIVE et al., 2001; DAYNES e JONES, 2002). Alguns efeitos
benéficos foram reportados in vivo em modelos animais de doengas inflamatorias
humanas como a doenca inflamatdria do intestino (SU et al., 1999), pulmdo (OKADA
et al., 2002), colite ulcerativa (LEWIS et al., 2001), artrite reumatoide (KAWAHITO et
al., 2000), sepse (LEE et al., 2005), pancreatite (CUZZOCREA et al., 2004b), Mal de
Parkinson (BREIDERT et al., 2002), Mal de Alzheimer (LANDRETH e HENEKA,
2001), aterosclerose (LI et al., 2000), esclerose multipla (NATARAJAN e BRIGHT,
2002) e asma (WOERLY et al., 2003), sugerindo um potencial antiinflamatorio das
tiazolidinas. Em modelos experimentais de pancreatite, a atividade de ligantes do
PPARy atenuou sua severidade em parte por inibir a atividade da COX-2 e do NFkB.
Em alguns modelos animais, uma das primeiras evidéncias que sugere um papel do
PPARy na inflamagd0 veio da observacdo de um antagonismo entre 0 PPARy e o
metabolito pro-inflamatério  TNF-a (ZHANG et al., 1996; ROSENBAUM e
GREENBERG, 1998). Também foi observado que ligantes do PPARy reduzem a
expressdo do TNF-o no tecido adiposo de ratos obesos e bloqueiam os efeitos
inibitorios do TNF-a na sinalizagdo da insulina (PERALDI et al., 1997).
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O fator nuclear kB (NF-kB) é um fator de transcri¢do expressado ubigtiamente,
que regula a expressdo de varios genes inflamatorios, apopt6ticos e oncogénicos
(BALDWIN, 2001). A expressdo up-regulada ou constitutiva deste fator tem sido
identificada em muitas formas de céncer incluindo outras malignidades do trato
gastrointestinal tais como cancer colo-retal e carcinoma hepatocelular (RAYET e
GELINAS, 1999). A expressédo tanto da IL-1p quanto do TNF-a é estimulada pelo NF-
kB (TAK e FIRESTEIN, 2001), sugerindo um lago auto-regulatorio que pode amplificar
a resposta inflamatoria. O NF-kB também estimula a forma induzida do oxido nitrico
sintase e da ciclooxigenase-2 (COX-2), ambos mediadores chave do processo
inflamatério (YAMAMOTO e GAYNOR, 2001). Isso sugere fortemente que elevada
atividade do NF-«xB contribui para desregulacdo do ciclo celular normal e a ativagdo do
NF-kB neste caso € provavelmente proprio dos mediadores inflamatdrios. Existem no
momento cinco membros da familia do NF-kB nos mamiferos, mas a forma ativada
mais abundante é o heterodimero composto por uma subunidade p50 e p65 que tem
fungdo predominantemente como um ativador transcricional. Por agir nos mediadores
pré-inflamatorios como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, interferon y, 6xido nitrico sintase
induzida (iNOS), ICAM1, VCAM1, COX2 e proteinas da fase aguda, o NF-xB
funciona como um fator de transcricdo central para o desenvolvimento de doengas
inflamatdrias cronicas (BARNES e KARIN, 1997)

Alguns estudos in vivo foram realizados e uma das primeiras indicacdes do papel
dos PPARs nos processos inflamatorios veio dos achados de que o leucotrieno B4, um
potente eicosanoide quimiotatico, liga e ativa 0 PPARa induzindo genes da rota da o- €
B-oxidacdo que tem um feedback para catabolizar e remover o leucotrieno B4
(DEVCHAND et al., 1996; YOKOMIZO et al., 1997). O uso de camundongos PPARa-
deficientes tem sido crucial na elucidacdo de novas agdes antiinflamatdrias do PPARa.
Delerive e colaboradores (2001) mostraram que esplendcitos isolados de camundongos
PPARa-deficientes produziram mais IL-6 e IL-12 em resposta ao Lipopolissacarideo do
que células de camundongos selvagens. Trabalho desenvolvido por Taylor e
colaboradores (2002), usando modelos de edema de pata induzido por carragenina, onde
o agonista do PPARoa, o &cido perflGo-roctandico inibiu a formacdo do edema, da

hiperalgesia e a produgéo de citocinas pro-inflamatorias IL-6 e IL-12. Similarmente, em
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ratos envelhecidos, ligantes do PPARa diminuiram a produgdo da IL-6 e da IL-12
(SPENCER et al., 1997), efeito associado ao declinio na ativacdo do NFxB.

O PPARa regula genes envolvidos na degradagdo B-oxidativa de A&cidos
gordurosos (KELLER et al., 1993; GULICK et al., 1994). Este receptor se expressa nas
células endoteliais da aorta humana, células endoteliais da artéria cardtida e nas células
endoteliais da veia umbilical humana (BISHOP-BAILEY e HLA, 1999; JACKSON et
al., 1999; MARX et al., 1999; LEE et al., 2000). Ativadores do PPARa incluem uma
variedade de &cidos gordurosos presentes endogenamente, leucotrieno B4, &cido
hidroxieicosatetraenoico e drogas usadas clinicamente, tais como fibratos, uma classe de
drogas de 12 linha no tratamento da dislipidemia. Como pode ser visto na figura 9, seus
ligantes inibem parcialmente a citocina/Lipopolissacarideo-induzida ICAM1 ((a)
CUZZOCREA et al., 2004), a expressdo de VCAM-1 (JACKSON et al., 1999; MARX
et al., 1999), endotelina-1 (MARTIN-NIZARD et al.,, 2002), moléculas pro-
inflamatorias como IL-6, liberacdo de prostaglandinas pelas células ativadas do muasculo
liso e a expressao da COX-2 induzida (STAELS et al., 1998; POYNTER e DAYNES,
1998; DELERIVE et al., 1999). Sua ativacao inibe também a expressdo do oxido nitrico
sintase induzida (COLVILLE-NASH et al., 1998) e a producéo do fator tissular MMP-9
(também chamada gelatinase B) e 0 TNF-a nos macrofagos (CHINETTI et al., 2000).
Em mondcitos/macréfagos envelhecidos, ligantes do PPARa induzem apoptose
indicando um potencial mecanismo de clearance para células velhas (CHINETTI et al.,
1998). Este receptor também é expresso nas células T-CD4+ e T-CD8+ (JONES et al.,
2002) onde ligantes inibem a producdo de IL-2 e a proliferacdo de células TH1
(CUNARD et al., 2002; MARX et al., 2002). Agonistas do PPARa podem, portanto ser
candidatos ao uso nas condicdes inflamatérias TH1 dominantes como a esclerose

maultipla.
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Figura 9. Mecanismo dos efeitos antiinflamatorios do PPARa
(MORAES et al., 2006)

Para muitas doencas neuroinflamatorias, como a esclerose madaltipla, séo
caracterizadas pela presenca da microglia ativada; uma vez ativada, a microglia produz
uma variedade de moléculas incluindo éxido nitrico (NO) e TNF-a, os quais sdo
importantes para a eliminacdo de patdgenos invasores, mas podem ser toxicos as células
do hospedeiro incluindo oligodendrécitos e neurbnios, os quais estdo envolvidos em
neurodoencas como a esclerose multipla (DEPLANQUE et al., 2003). Os agonistas do
PPARa, como o gemfibrozil, ciprofibrato, e fenofibrato, inibem a produc¢do de NO pelas
células da micréglia sugerindo efeitos neuroprotetores (LOVETT-RACKE et al., 2004).

O PPARP/S € expresso quase que em todos os tecidos (KLIEWER et al., 1994).
Embora comparado com o PPARa e y, pouco se sabe a respeito do papel do PPARP/S,
particularmente na clinica. Como o PPARa ¢ o PPARy, o PPARPB/6 também aparece
como habil para regular o metabolismo lipidico, a proliferacdo celular e a resposta
inflamatdria. Como exposto na figura 10, eles sdo expressos nas células endoteliais
(BISHOP-BAILEY e HLA, 1999) e um simples relato tem indicado que ligantes do
PPARP/6 inibem a up-regulation do TNFa-induzido, a expressdo do VCAM1, MCP-1 e
translocagdo do NF«kB (RIVAL et al., 2002). Em alguns modelos animais, um ativador
sintetico do PPARP/5, o L783483, reduziu o edema de pata induzido por carragenina
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em ratos (YOUSSEF e BADR, 2004), sugerindo que o PPARP/5 assim como os demais
membros da familia podem desempenhar um papel mais geral no controle da resposta
inflamatodria. Relata-se que o PPARP/S tem um importante papel na resposta do
hospedeiro para inflamacdo na pele, pois na epiderme o receptor PPARP/S e seus
ligantes enddgenos sdo up-regulados durante a diferenciagdo do queratindcito. Além
disso, respostas inflamatdrias da pele s@o mais pronunciadas em camundongos
PPARp/5-deficientes (PETERS et al., 2000; BARAK et al., 2002).
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Figura 10. Mecanismo dos efeitos antiinflamatorios do PPAR B/
(MORAES et al., 2006)
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4. ESTUDO QUIMICO:
SINTESE DE DERIVADOS TIAZOLIDINADIONICOS

O Esquema 1 apresenta a rota sintética utilizada na obtencéo dos derivados das
séries  5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona  (LPSF/GQ) e 5-
benzilideno-3-(2,4-dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ):

(o} (e} Cl

Ao | AQ
S\é S\Q Cl

O

(e}
R R ;
CH= C- COOCH,CHj

; CH= C- COOCH,CH3
CN :

CN
R
" c /o - 2 cl
HON H M
K<N s N
S/ jg
o) cl
CHs

R = 3-F, 3-Br, 3,4-Cl, R = 3-F, 3-Br, 4-NO,, 3,4-Cl,

Esquema 1. Diagrama de sintese dos derivados 5-benzilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-
diona substituidos (LPSF/GQ)
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4.1 Obtencéo da tiazolidina-2,4-diona

o) H
?— N
S)\\o

Em um baldo adicionou-se a tiouréia a solucdo aquosa de é&cido
monocloroacético. Aqueceu-se a mistura por 18 horas. Em seguida, o produto obtido foi
cristalizado em geladeira. Formaram-se cristais brancos, cuja purificagdo foi feita por

lavagens sucessivas em agua destilada.

A tiazolidina-2,4-diona, de férmula molecular C3H3NO,S (MM = 117), apds
purificacdo, apresenta-se na forma de cristais brancos. Este composto foi obtido com
rendimento de 84%, apresentando ponto de fusdo 121-122°C (ponto de fusdo na
literatura 122°C) (KOCHKANYAN; ISRAELYAN; ZARITOUSKII, 1978) e Rf = 0,51,
CHCI3/CH3;0H 96:4.

4.2. Reag0es de N-alquilacéo da Tiazolidina-2,4-diona

Quando nédo apresenta substituicdo no atomo de nitrogénio, a TZD comporta-se
como um &cido fraco, que reage com haletos de alquila, substituidos ou ndo, em
solucdes alcalinas conduzindo a formacdo de sais. Essa reacdo é descrita por diversos

autores, diferindo apenas em relagéo ao meio alcalino utilizado:

o Metdxido de sdédio (BRADSHER et al, 1956);
e Hidrdxido de sédio em solucdo etanolica (DAVIS e DAINS, 1935);
e Hidrdxido de potéssio em solucao etanolica (LO et al., 1953);

e Hidroxido de potassio em solucdo metanolica (SHVAIKA et al., 1983).
Segundo Brown (1961) constatou que a reacdo de N-alquilacdo, se processa

quando o sal da tiazolidina-2,4-diona é formado isoladamente e em seguida tratado com

haleto de alquila de escolha (Esquema 2).
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Esquema 2. Reacdo de N-alquilagdo da tiazolidina-2,4-diona

De acordo com Finkbeiner (1965), as rea¢fes de N-alquilacdo ocorrem através
de substituicBes nucleofilicas de segunda ordem (SNy), onde o hidrogénio ligado ao
atomo de nitrogénio e suficientemente acido para ser suprimido por agdo de uma base,
conduzindo a formacdo de um sal. O sal obtido atua como um agente nucleofilico
atacando o haleto de alquila para formar a tiazolidina-2,4-diona substituida em posicéo

3 (Esquema 3).

o ﬂ o
\__ ’l N\_ 9 ®
N ® 06 EtOH NK
+ KOH ——mm>
s s
(0] (0]

Esquema 3. Reacéo da tiazolidina-2,4-diona
de acordo com Finkbeiner (1965)

4.3. ReagOes de Condensagdo da 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona com aldeidos

aromaticos ou seus derivados

O grupo metilénico em posicdo 5 da TZD apresenta uma reatividade

caracteristica frente a varios reagentes. Esse carbono metilénico comporta-se como um
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nucleofilo, e as reacbes ocorrem normalmente em presenca de uma base, a TZD reage
como um anion. A formacéo deste anion é facilitada pela presenca dos grupamentos
carbonilicos na posicdo 4. Fregiientemente, estas reagdes ocorrem em presenga de um
acido mineral ou de algumas gotas de piperidina, ou ainda em presenca de &cido acético
glacial e acetato de sddio anidro, onde o acetato de sodio anidro atua tanto como base
quanto como agente desidratante (LIBERMAN, 1948 apud LIMA, 1998; LO et al.,
1953; MARKLEY e REID, 1930). Derivados de aldeidos aromaticos, tais como 0s
ésteres de Cope (COPE et al., 1937; 1941), sdo obtidos atraves da reacdo de
condensacdo de Knoevenagel entre aldeidos aromaticos substituidos e cianoacetato de
etila, em presenca de uma base, normalmente a piperidina. Este éster cianocindmico
atua como um intermediario para as reacdes de condensacfes em posi¢do 5 da TZD N-

alquilada.

A formagéo da dupla exociclica no nicleo TZD a partir do éster de Cope ocorre
através do seguinte mecanismo reacional: observa-se a formagdo de um carbanion na
posicdo 5 da tiazolidina-2,4-diona N-alquilada, seguido de um ataque ao carbono 3 do
éster cianocindmico através de uma reacdo de adicdo de Michael, conduzindo aos
derivados 5-benzilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) (Esquema 4).

Ox N/CHzORl ’\/Nj o N/CHZORl

" s>§0 i '\Iko

H g s

(‘ZN O
H

@CH:C— C—OCH,CH3
R2

(0]

NS
T % —  O)adon
R2

Esquema 4. Reacdo de adigéo tipo Michael conduzindo aos derivados 5-benzilideno-3-
benzil-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ)

CH R
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4.4. Material e Métodos

4.4.1. Reagentes e solventes

Acido monocloroacético; tiouréia; acetato de etila; benzeno; cianoacetato de
etila; etanol; n-hexano; piperidina; brometo de 2,4-dicloro-benzil; brometo de 4-metil-

benzil; benzaldeidos substituidos; hidroxido de potassio.

4.4.2. Cromatografia

Na cromatografia em camada delgada foram utilizadas placas de silica gel 60
Fas4 Merck, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 ou 366 nm).
Na cromatografia em coluna, sob pressdo, utilizou-se a silica gel 60 Merck (230-400

Mesh) como adsorvente.

4.4.3 Equipamentos

A comprovagdo estrutural foi realizada através da espectrofotometria de
absorcdo no infravermelho (1V), utilizando espectrofotémetro FTIR Bruker Modelo IFS
66, pastilhas de KBr. Os espectros de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN*H) foram efetuados em espectrofotdmetro Varian Modelo Plus 300 MHz. Para

determinacgéo dos pontos de fuséo foi utilizado aparelho Quimis Modelo 340.27.

4.5. Procedimentos experimentais
4.5.1. Obtencéo da 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ)

A uma solucédo etanodlica de TZD adicionou-se uma solugdo de hidroxido de
potassio em etanol, deixando-se reagir a temperatura ambiente, por 10 minutos. Ao sal
de potassio da tiazolidina-2,4-diona formado, adicionou-se o brometo de 2,4-dicloro-
benzila, ou cloreto de 4-metil-benzila deixando-se reagir por 15 horas a temperatura de
70 °C. O precipitado formado foi filtrado e purificado através de cromatografia flash,

em sistema de eluicdo adequado ou atraves de recristalizacdo em etanol absoluto.
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4.5.2. Obtencgéo do 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila (LPSF/IP)

Em um baldo de fundo redondo colocam-se o aldeido aromético substituido e o
cianoacetato de etila, em presenca de piperidina como catalisador e tolueno como
solvente. A mistura reacional é aquecida a uma temperatura de 110°C, durante 4 horas.
Os 3-aril-2-ciano-acrilatos de etila (LPSF/IP) foram purificados através de cristaliza¢fes

sucessivas em solventes adequados ou por cromatografia “flash” (PEREIRA, 2007).

4.5.3. Sintese da 5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ)
e da 5-benzilideno-3-(2,4-dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ)

Quantidades equimolares da 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona clorados ou
metilados e 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila substituidos (LPSF/IP) dissolvidos em
etanol, em presenca de piperidina como catalisador, foram aquecidas durante 4 horas.
Apbs resfriamento, ocorre a cristalizacdo dos derivados 5-benzilideno-3-(4-metil-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) e da 5-benzilideno-3-(2,4-dicloro-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ), que foram purificados através de lavagens sucessivas

com agua destilada e alcool etilico absoluto.

4.6. Resultados e discussao

A andlise dos resultados obtidos na sintese dos derivados 5-benzilideno-3-(4-
metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) e 5-benzilideno-3-(2,4-dicloro-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) nos permite afirmar que a metodologia utilizada
apresenta-se como uma boa via de acesso para a obtengdo destes compostos, tal
afirmativa baseia-se nos rendimentos obtidos. As caracteristicas fisico-quimicas, 0s
deslocamentos quimicos (6) e as bandas de absorcdo no infravermelho dos derivados

obtidos comprovam as estruturas moleculares propostas.

4.6.1. Analise fisico-quimica

A estrutura dos novos compostos das séries 5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-14, LPSF/GQ-18, LPSF/GQ-21) e 5-benzilideno-3-
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(2,4-dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-108, LPSF/GQ-109, LPSF/GQ-
235, LPSF/GQ-265), objetivo deste trabalho, foram confirmadas primeiramente através
de suas respectivas caracteristicas fisico-quimicas as quais sdo apresentadas a seguir
(Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados tiazolidinicos metilados
(LPSF/GQ)

5

o]
H” M
s N
~
(e}
CH3

0,86
LPSF/GQ-14 3-F C15H14sNO,SF 327 159-161 54 Benz/AcOEt (9,5:0,5)

0,67
LPSF/GQ-18 3,4-Cl, Ci5H13CILNO,S 378 153-154 35 n-hex/AcOEt (7:3)

0,8
LPSF/GQ-21 3-Br C15H16NO,SBr 390 126-127 38 n-hex/AcOEt (7:3)

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados tiazolidinicos clorados
(LPSF/GQ)

R
o
H/CY(N Cl
s
© cl

LPSF/GQ-108 3,4-Cl, C17HsCI,NO,S 433 138-140 43 n-hex/:éZDQEt (7:3)
LPSF/GQ-109 4-NO, C47H10CILN,0,S 393 161-163 59 n-hex/:éggEt (7:3)
LPSF/GQ-235 3-F Cy7H10NO,FCI,S 382 174-176 83 n-heX//A(\)éégEt (7:3)
LPSF/GQ-265 3-Br C17H10NO,CI,SBr 442 136-138 48 n-hex/:égEt (7:3)
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4.6.2. Analise Espectroscépica

4.6.2.1. Analise de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H)
permitiu verificar as absor¢des caracteristicas dos prétons presentes na estrutura dos
compostos das séries 5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-
14, LPSF/GQ-18, LPSF/GQ-21) e 5-benzilideno-3-(2,4-dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/GQ-108, LPSF/GQ-109, LPSF/GQ-235, LPSF/GQ-265). Os
deslocamentos quimicos (3) foram expressos em ppm e os acoplamentos em Hz. Os
espectros foram realizados em DMSO-ds. As multiplicidades dos sinais séo indicados
pelas seguintes abreviacgdes: singlete (s), dublete (d), duplo dublete (dd), triplete (t),
duplo triplete (dt), multiplete (m) (Tabelas 3 e 4). Os derivados tiazolidindnicos
metilados apresentaram deslocamentos quimicos entre 7,15 - 7,20 ppm,
correspondentes aos hidrogénios aromaticos do grupamento benzilidénico e 7,32 — 7,95
ppm do grupamento benzilico substituidos. Os sinais caracteristicos dos grupos CHs,
CH, e CH aparecem como singleto nas regides entre 2,27 ppm; 4,79 ppm e 7,94-7,96

ppm respectivamente.

Tabela 3. Deslocamentos quimicos () dos derivados tiazolidinicos metilados (LPSF/GQ)

Compostos R -CH=(s) | CH5(s) | CHs(s) Hidrogénios Aromaticos
Benzilidénicos Benzilicos
. 7,32-7,38 (1H, m) 7,15 (2H, d)
WA 3-F 7,96 4,79 2,27 7,44 -7,49 (2H, m) J=8,09 Hz
S h 7,56 - 7,63 (1H, m) 7,20 (2H, d)
° J=8,39 Hz
LPSF/GQ-14
Cl
¢ 7,58 (1H, dd) 7,15 (2H, d)
oo 3,4-Cl, 7,96 4,79 2,27 J=2,09 Hz e J=8,39 Hz J=8,39 Hz
WA 7,81 (1H, d) J= 8,39Hz 7,20 (2H, d)
I b 7,95 (1H, d) J= 2,09Hz J=7,79 Hz
CH3
LPSF/GQ-18
. 7,50 (1H, t) J=7,79 Hz 7,15 (2H, d)
”’CY/(N 3-Br 7,94 4,79 2,27 7,60 (1H, d) J=8,09 Hz J=8,39 Hz
> h 7,67-7,70 (1H, m) 7,20 (2H, d)
7,84 (1H, dd) J=1,79 Hz J=8,39 Hz
LPSF/GQ-21

DMSO-d6 — Espectrofotdmetro Varian modelo Unity Plus-300 MHz

54



Os derivados tiazolidindnicos clorados apresentaram deslocamentos quimicos

entre 7,36 —

8,37 ppm, correspondentes aos hidrogénios aromaticos do grupamento

benzilidénico e 7,25 — 7,97 ppm do grupamento benzilico substituidos. Os sinais

caracteristicos dos grupos CH, e CH aparecem como singleto nas regifes entre 4,88 —

4,90 ppm e 7,97 - 8,00 ppm respectivamente.

Tabela 4. Deslocamentos quimicos (8) dos derivados tiazolidinicos clorados (LPSF/GQ)

Compostos R -CH= (s) CH; (s) Hidrogénios Aromaticos
Benzilidénicos Benzilicos
Cl
“ 7,36 (1H, d) 7,42 (1H, dd)
o 3,4-Cl, 7,98 4,88 J=8,69 Hz J=2,09Hze
WA 7,60 (1H, dd) J=8,39 Hz
S/ h J=2,09Hze 7,83 (1H, d)
° | J= 8,69 Hz J=8,39 Hz
¢ 7,68 (1H, d) 7,97 (1H, d)
LPSF/GQ-108 J=2,09 Hz J=2,09 Hz
NO2
7,92 (2H, d) 7,40-7,41 (2H, m)
4-NO, 8,00 4,90 J= 8,69 Hz 7,69 (1H, d)
w \Y( 8,37 (2H, d) J=1,79 Hz
h J=8,99 Hz
LPSF/GQ-109
.
@ 7,25 (1H, d)
N 3-F 8,00 4,88 7,40-7,45 (2H, m) J=8,39 Hz
&(Nh 7,73 (2H, m) 7,41 (1H, dd)
° J=2,09 e J=8,39 Hz
N 7,66 (1H, d)
LPSF/GQ-235 J=2,09 Hz
7,52 (1H, 1)
o J=7,79 Hz 7,35 (1H, d)
3-Br 7,97 4,89 7,63 (1H, dd) J=8,39 Hz
. J=7,79 Hz 7,42 (1H, dd)
\Sﬁ 7,71 (1H, ddd) J=179Hze
h J=7,19 Hz, J=8,09 Hz
J=1,79 Hz, 7,68 (1H, d)
LPSF/GQ-265 J=1,19 Hz J=1,79 Hz
7,88 (1H, d)
J=1,79 Hz

DMSO-d6 — Espectrofotdmetro Varian modelo Unity Plus-300 MHz

Os espectros de RMN'H dos compostos sintetizados da série 5-benzilideno-3-(4-
metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) e da série 5-benzilideno-3-(2,4-dicloro-

benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) encontram-se nos anexos (2-8).
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4.6.2.2. Andlise de Infravermelho

Os espectros no infravermelho foram realizados em pastilha de KBr. Através da
espectroscopia no infravermelho (IV) verificaram-se as bandas de absorcéo
caracteristicas dos grupos funcionais presentes nos derivados sintetizados. Observou-se
as freqiiéncias de absorcédo referentes as vibracGes de deformacéo da ligagdo C=0 em
uma banda de absorcdo de 1676-1749 cm™ e a da ligagdo -CH= em 1589-1606 cm™
(Tabela 5).

Tabela 5. Freqiiéncias de absorcéo no infravermelho, em cm™ para a série 5-benzilideno-3-(4-
metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ)

Compostos C=0 -CH=
LPSF/GQ-14
3F 1676-1740 1589
LPSF/GQ-18
3,4-Cl, 1681-1749 1601
LPSF/GQ-21
3-Br 1682-1749 1606

Pastilhas de KBr — Espectrofotdmetro FTIR Bruker, modelo IFS66.

Observou-se as frequéncias de absorcdo referentes as vibragdes de deformacéo
da ligacdo C=0 em uma banda de absor¢io de 1672-1767 cm™ e a da ligagdo -CH= em
1597-1606 cm™ (Tabela 6).
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Tabela 6. Freqiiéncias de absorcéo no infravermelho, em cm™ para a série 5-benzilideno-3-(2,4-
dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ)

Compostos Cc=0 -CH=
LPSF/GQ-108 1690-1749 1606
3,4-Cl,

LPSF/GQ-109
4-NO, 1699-1767 1597

LPSF/GQ-235
3-F 1672-1749 1597

LPSF/GQ-265
3-Br 1676-1761 1606

Pastilhas de KBr — Espectrofotdmetro FTIR Bruker, modelo IFS66.

Os espectros no IV dos compostos sintetizados da série 5-benzilideno-3-(4-
metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) e da série 5-benzilideno-3-(2,4-dicloro-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) encontram-se nos anexos (9-15).
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5. ESTUDO BIOLOGICO

A inflamacdo é um processo patofisiologico complexo mediado por uma
variedade de moléculas sinalizadoras produzidas por leucocitos e macrofagos além da
ativacdo dos fatores do complemento, provocando desta forma a formacgédo do edema
como resultado do extravasamento de fluido e proteinas e o acimulo de leucdcitos no
sitio inflamatorio (WHITE, 1999).

Véarios modelos animais tém sido utilizados para avaliar compostos que
possuem atividade antiinflamatéria e antireumatica. Bactérias, latex, zimosan,
formalina e carragenina sdo alguns agentes utilizados na inducdo da resposta
inflamatdria. Entretanto, nos modelos de edema de pata, air pouch, peritonite e
pleurisia em roedores, a carragenina é o agente mais extensamente utilizado na inducgéo
experimental da inflamacdo (SINGH et al., 2000; GAMBERO et al.; 2003).

Entre os modelos experimentais de inflamagdo, a peritonite induzida por
carragenina é amplamente utilizada no estudo do processo inflamatorio agudo
(SCOGNAMILLO-SZABO et al., 2005). A injecdo intraperitoneal de carragenina
conduz ao recrutamento de leucdcitos no sitio inflamatério. A peritonite avalia a
migracdo leucocitaria, por meio da contagem de leucdcitos, presentes no exsudato
liberado na cavidade peritoneal, apos a administracdo de carragenina, demonstrando
assim a capacidade das substancias testadas em impedir a migracdo leucocitéria
(BARROS et al., 2004).

Os ensaios bioldgicos foram realizados no Laboratorio de Bioensaio para
Pesquisa de Farmacos do Departamento de Antibidticos/lUFPE, sob a orientagdo da
professora Teresinha Gongalves da Silva.

5.1. Animais

Nos ensaios para avaliacdo da atividade antiinflamatéria foram utilizados

camundongos machos Albinos swiss (Mus musculus) adultos com idade de

59



aproximadamente 30 dias, pesando entre 25-30g, provenientes do Biotério do Aggeu
Magalh&es da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais permaneceram em
grupos de oito no Laboratério de Oncologia Experimental e Inflamagdo do
Departamento de Antibidticos/UFPE, sendo mantidos em gaiolas de polipropileno
acondicionadas em estantes com ventilagdo com filtro de exaustdo de ar renovado,
ambiente aclimatado entre 25°C + 3°C, fotoperiodo de 12/12 horas, com agua e racdo
padréo (Purina) ad libitum. O presente estudo foi realizado de acordo com as diretrizes
aprovadas pela Comissdo de Etica para Experimentos com Animais/UFPE (Processo N°
23076.017105/2007-21).

5.2. Reagentes

Para a realizagdo do bioensaio foram utilizados: Carragenina (SIGMA-
ALDRICH), solugdo salina de NaCl 0,9%, anticoagulante EDTA, agente suspensor
Tween 80 (Merck) e solugdo de Turk. Os derivados tiazolidinicos testados foram
sintetizados no Laboratorio de Planejamento e Sintese de Farmacos da Universidade

Federal de Pernambuco.

5.3. Compostos testados

e 5-(3-fluor-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-14);

e 5-(3,4-dicloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-
18);

e 5-(3,4-dicloro-benzilideno)-3-(2,4-dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-108);

e 5-(4-nitro-benzilideno)-3-(2,4-dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-
109);

e 5-(3-fldor-benzilideno)-3-(2,4-diclorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-
235);

e 5-(3-bromo-benzilideno)-3-(2,4-diclorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-265).
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5.4. Metodologia

A metodologia escolhida para a avaliacdo da atividade antiinflamatéria in vivo
dos derivados tiazolidinicos foi a medida da peritonite induzida por carragenina em
camundongos, que consiste na injecdo intraperitoneal de uma solugdo de carragenina
1%, substancia que induz a inflamacg&o. A resposta inflamatoria pode ser caracterizada
pela migracdo de leucdcitos polimorfonucleares e pela participacdo dos mediadores
inflamatdrios, como os leucotrienos e prostaglandinas (MORIKAWA et al., 2003;
KOO et al., 2006).

Todos os animais foram submetidos a jejum, com a retirada da racdo cerca de 12
horas antes do inicio do experimento, sendo divididos em grupos de 8. Durante o
experimento 0s animais tiveram livre acesso a ingestdo de &gua. Inicialmente, os
animais do grupo controle foram tratados com veiculo (salina + Tween 80, v.0.). Os
animais do grupo padrdo foram tratados com rosiglitazona suspensa previamente em
Tween 80 por v.0., na dose de 3 mg/Kg. Aos demais grupos foram administradas doses
de 0,03, 0,3, 3 e 30 mg/Kg das substancias em teste suspensas previamente em Tween
80, também por v.o. (esquema 5 - A). Decorrido uma hora dos tratamentos, 0s animais
foram injetados com 0,25 mL de solucéo de carragenina 1% na cavidade peritoneal para
a inducdo do processo inflamatério agudo (esquema 5 - B). Apos quatro horas, 0s
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. A cavidade peritoneal foi
imediatamente lavada com 2 mL de uma solugdo tampdo EDTA 0,1% v/v (esquema 5 -
C), prosseguindo com a cuidadosa retirada do lavado (esquema 5 - D). Do volume
retirado foi pipetada uma aliquota de 20 pL, que foi adicionada a 380 pL da solugdo
Turck, para contagem diferencial do nimero total de leucécitos (PMN) que foi
executada microscopicamente utilizando a camara de Newbauer. Os resultados foram
expressos como média do nimero de leucécitos totais (x10° mm®) de cada grupo

comparados ao grupo controle (VINEGAR et al., 1973).
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Esquema 5. Etapas realizadas no modelo de inflamac&o da peritonite induzida

por carragenina em camundongos

5.5. Resultados e discussao

O percentual de inibicdo da migracdo celular dos compostos testados foi
calculado de acordo com a equacéo abaixo (PALASKA et al., 2002):

| Inibicgo Inflamatoria (%) = [(n - n°)/n] x 100 |

Onde, n e n’ representam a média do ndmero de células nos grupos controle
(veiculo) e tratados, respectivamente. A contagem diferencial do nimero total de células
do grupo controle (veiculo) corresponde a 100% de inflamacdo. Tomando-se por
referéncia o valor do grupo controle (veiculo), calculou-se o percentual de inibi¢do da
inflamacdo dos demais compostos. Todos os valores descritos foram expressos como

média + média (EPM) para o nimero de animais estudados (n = 8).
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As modificagdes estruturais entre os diferentes compostos resultaram em
contribuicdes relevantes para a acao antiinflamatéria. Seis novos compostos da série
LPSF/GQ foram estudados para a atividade antiinflamatéria no modelo de inflamacao
da peritonite induzida por carragenina em camundongos, nas doses de 30, 3, 0,3 e 0,03
mg/Kg administrados oralmente (Tabelas 7 e 8).

Tabela 7. Atividade antiinflamatoria dos derivados da série 5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona

2
C
Y
ERe
(6]
CH3

H”

0,03 mg/Kg 9,:|.7X].0'8 30,10+2,1 39
0,3 mg/Kg 9,17x107 4841434 49
LPSF/GQ-14 3-F
EDs, 0,42
3 mg/Kg 9,17x10° 38,57+4,7 59
4-CH;
0,03 mg/Kg 7,93x10°® 65,2546,0 31
LPSF/GQ-18 3,4-Cl, 0,3 mg/Kg 7,93X10'7 55,10+3,7 42
EDsg 1,2
3 mg/Kg 7,93x10° 33,0745,8 65
Salina + Tween 80 - 94,5048,3 -
Rosig]itazona 3 mg/Kg 8,00X:|.0_6 17,50+2,4 81
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Tabela 8. Atividade antiinflamatdria dos derivados da série 5-benzilideno-3-(2,4-dicloro-

benzil)-tiazolidina-2,4-diona

Cl

2
oy

0,3 mg/Kg 6,92x107 30,14+1,3 39
3,4-Cl, 3 mg/Kg 6,92x10°® 50,91+3,7 46

LPSF/GQ-108 EDg 5,1
30 mg/Kg 6,92x10° 62,60+2,9 54
LPSF/GQ-109 2,4-Cl, 4-NO, 3 mg/Kg 7,63x10° 48,30+2,7 49
LPSF/GQ-235 3-F 3 mg/Kg 7,85x10°® 20,57+1,6 79
LPSF/GQ-265 3-Br 3 mg/Kg 6,78x10° 53,90£1,9 43
Salina + Tween 80 - 94,508,3 -
Rosiglitazona 3 mg/Kg 8,00x10° 17,50+2,4 81
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Os resultados obtidos neste teste para os compostos LPSF/GQ-14, LPSF/GQ-18,
LPSF/GQ-108, LPSF/GQ-109, LPSF/GQ-235 e LPSF/GQ-265 na dose 3 mg/Kg
apresentaram resultados significativos inibindo a migragédo celular induzida por

carragenina em 59, 65, 46, 49, 79 e 43%, respectivamente.

% de Inibicdo Inflamatoria

90 - 79 81
80 - 65 - - mGQ-14
70 59 T m GQ-18
60 -
L 50 | 46 ﬁ? 23 m GQ-108
40 - T o GQ-109
30 - mGQ-235
20 - 0 GQ-265
10 - O Rosiglitazona
0 |

Dose (3 mg/Kg)

Diagrama 1. Percentual de inibicdo da migragéo celular na dose de 3mg/Kg dos
compostos testados

No diagrama 1 podemos avaliar todos os derivados testados na dose de 3 mg/Kg,
constatando que o composto LPSF/GQ-235 revelou-se o mais efetivo dentre os
compostos testados na dose de 3 mg/Kg, alcancando um nivel de inibicdo de 79% da
migracao celular, aproximando-se do percentual obtido pelo composto padréo utilizado,
que neste trabalho foi a Rosiglitazona, apresentando um percentual de inibigédo de 81%.
Os resultados obtidos demonstraram que a presenca dos atomos de cloro nas posicdes
3,4 do anel benzilidénico do composto LPSF/GQ-18 apresentou uma menor resposta
antiinflamatdria para as menores doses testadas quando comparado ao derivado
LPSF/GQ-14, que possui o atomo de fldor na posi¢do 3 do anel benzilidénico, o qual
apresentou nas doses de 3, 0,3 e 0,03 mg/Kg, o0 seguinte resultado 59, 49 e 39 %,
respectivamente (Diagrama 2), (Figura 11).
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LPSF/GQ-14 LPSF/GQ-14 LPSF/GQ-14 LPSF/GQ-18 LPSF/GQ-18 LPSF/GQ-18
0,03 mg/Kg 0,3 mg/Kg 3 mg/Kg 0,03 mg/Kg 0,3 mg/Kg 3 mg/Kg

Diagrama 2. Percentual de inibicdo da migragéo celular nas doses de 3, 0,3 e 0,03
mg/Kg dos compostos LPSF/GQ-14 e LPSF/GQ-18

H\ H\

sﬁ/ h SW\/
o

Figura 11. Compostos testados LPSF/GQ-14 e LPSF/GQ-18

CH3

Pode-se observar que a presenca dos atomos de cloro nas posi¢oes 2,4 do anel
benzilico e do atomo de flior na posicdo 3 do anel benzilidénico do composto
LPSF/GQ-235 promoveu uma maior resposta antiinflamatdria na dose de 3 mg/Kg
(79%) quando comparado ao composto LPSF/GQ-14, o qual possui o atomo de fltor na
posicdo 3 do anel benzilidénico e um grupamento metila no anel benzilico (59%)
(Figura 12).
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Figura 12. Compostos testados LPSF/GQ-14 e LPSF/GQ-235

A presenca dos atomos de cloro nas posic¢des 3,4 do anel benzilidénico e 2,4 no
anel benzilico do composto LPSF/GQ-108 proporcionou uma queda na atividade
antiinflamatdria na dose de 3 mg/Kg quando comparado ao composto LPSF/GQ-18, o
qual possui os atomos de cloro na posicao 3,4 do anel benzilidénico e um grupamento
metila no anel benzilico (Figura 13), apresentando um percentual de inibicdo de

migracéo celular de 65% e 46%, respectivamente.

CHg cl

Figura 13. Compostos testados LPSF/GQ-18 e LPSF/GQ-108

O composto LPSF/GQ-235 (Figura 14) foi o mais efetivo na reducdo da
migracdo celular, dentre os testados. Particularmente, este mesmo composto
demonstrou eficicia semelhante & Rosiglitazona na reducdo da infiltragdo de PMN. A
presenca do atomo de cloro no anel benzilico e do 4&tomo de fldor no anel benzilidénico
neste composto representa uma contribuicdo quimica positiva na acdo inibitéria da
infiltracdo de PMN.
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Figura 14. Composto testado LPSF/GQ-235

Esses resultados também podem ser observados comparando 0s percentuais de
inibicdo dos compostos testados com o composto padrdo Rosiglitazona. Podemos
observar que o composto mais ativo (LPSF/GQ-235) apresentou 79% de inibicdo da
migracado celular e ao compara-lo ao composto padréo foi visto que ele apresentou 97%
da atividade da Rosiglitazona (Tabela 9). O composto LPSF/GQ-18 apresentou 65% de
inibicdo da migracgdo celular apresentando 80% da atividade do composto padréo. Ja os
compostos LPSF/GQ-14, LPSF/GQ-109, LPSF/GQ-108 e o LPSF/GQ-265
apresentaram 72, 60, 56 e 53% respectivamente da atividade da Rosiglitazona.

Tabela 9. Percentual de inibicdo da migracdo celular e percentual de atividade

comparado ao composto padrdo Rosiglitazona

LPSF/GQ-14 3-F 59 72
LPSF/GQ-18 3,4-Cl, 65 80
LPSF/GQ-108 3,4-Cl, 46 56
LPSF/GQ-109 4-NO; 49 60
LPSF/GQ-235 3-F 79 97
LPSF/GQ-265 3-Br 43 53
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Estes ensaios fazem parte de um estudo prévio para selecdo dos derivados mais
ativos na inibicdo da migracdo de neutrofilos polimorfonucleares (PMN). Para maiores
esclarecimentos serd necessaria a continuacdo deste trabalho, onde seréd realizado a
analise da estrutura conformacional dos representantes da série LPSF/GQ, pelo método
AML1; e explorar, por meio do programa de “docking”, o modo de ligacdo dos
representantes da série LPSF/GQ, em diferentes alvos, tais como o complexo
enzimatico COX-2 e 0 PPARYy.
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6. CONCLUSOES

Sete novos compostos derivados da TZDs 3,5 dissubstituidas das séries 5-
benzilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) e 5-benzilideno-3-(2,4-
dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) foram sintetizados e devidamente
caracterizados por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e infravermelho, assim

como pela determinacgéo de suas caracteristicas fisico-quimicas.

o 5-(3-fluor-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-14);

e 5-(3,4-dicloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-
18);

e 5-(3-bromo-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona  (LPSF/GQ-
21);

e 5-(3,4-dicloro-benzilideno)-3-(2,4-dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-108);

e 5-(4-nitro-benzilideno)-3-(2,4-dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-
109);

e 5-(3-flaor-benzilideno)-3-(2,4-diclorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona  (LPSF/GQ-
235);

e 5-(3-bromo-benzilideno)-3-(2,4-diclorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-265).

Dentre estes foram selecionados seis compostos (LPSF/GQ-14, LPSF/GQ-18 e
LPSF/GQ-108, LPSF/GQ-109, LPSF/GQ-235 e LPSF/GQ-265), que tiveram sua
atividade antiinflamatdria investigada pelo modelo de inflamac&o da peritonite induzida
por carragenina em camundongos. Todos os derivados TZDs testados demonstraram
uma atividade antiinflamatoria com percentual de inibicdo de migragéo celular variando
entre 43 a 79% para a dose de 3 mg/Kg. O composto LPSF/GQ-235 se revelou o mais
efetivo dentre os compostos testados na dose de 3 mg/Kg, alcangando uma inibicéo de

79% da migracdo celular.
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Também observamos uma redugdo moderada na inibicdo da migragéo celular
com os compostos LPSF/GQ-14 (59%), LPSF/GQ-18 (65%), LPSF/GQ-108 (46%) e
LPSF/GQ-109 (49%) na dose 3 mg/Kg.

Esses resultados também foram observados comparando 0s percentuais de
inibicdo dos compostos testados com o composto padrdo Rosiglitazona. Esses
compostos apresentaram percentual de atividade em relagdo ao composto padréo de:
LPSF/GQ-14 (72%), LPSF/GQ-18 (80%), LPSF/GQ-108 (56%), LPSF/GQ-109 (60%)
e LPSF/GQ-265 (53%). Destacamos o composto LPSF/GQ-235 por ter apresentado

97% da atividade do composto padréo Rosiglitazona.
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/. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos com os representantes das séries LPSF/GQ, no modelo de
inflamacdo da peritonite induzida por carragenina sdo importantes e comprovam o
potencial dos derivados TZDs substituidos em posicdo 3 e 5 como candidatos a agentes
antiinflamatdrios. Dessa forma, sugerimos dar continuidade aos testes antiinflamatdrios
que permitirdo uma melhor avaliacdo dos derivados em estudo, assim como a anélise da
estrutura conformacional dos representantes da série LPSF/GQ pelo método AM1 e
explorar, por meio do programa de “docking”, o modo de ligagdo dos representantes da
série LPSF/GQ em diferentes alvos, tais como o complexo enzimatico COX-2 e o
PPARY.
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