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RESUMO

A necessidade de novos farmacos antiinflamatérios com menos efeitos adversos
direcionam estudiosos a intensificar as pesquisas para a descoberta de novos
compostos. As tiazolidinas-2,4-dionas sdo substancias promissoras devido aos
efeitos antiinflamatérios via PPARy. Assim, dando continuidade aos trabalhos
realizados no Laboratério de Sintese e Planejamento de Farmacos
(LPSF/GPIT/UFPE), foram sintetizados dez novos compostos das séries 5-
benzilideno-3-(2-bromo-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) e 5-benzilideno-3-
(3-fldor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ). Partindo-se da tiazolidina-2,4-
diona, os derivados sintetizados foram obtidos por reacdes de N-alquilagdo, na
posicdo 3 da tiazolidina-2,4-diona, e por reacbes de Michael, na posicdo 5 do
nacleo. Os rendimentos da ultima etapa de sintese variaram entre 31 e 77%. As
estruturas quimicas dos compostos sintetizados foram devidamente comprovadas
por RMN 1H e Infravermelho. A atividade antiinflamatoria foi avaliada pelo modelo
do air-pouch induzido por carragenina de sete compostos sintetizados. Os
percentuais de inibicdo da resposta inflamatéria variaram entre 24 e 66% (3
mg/kg; v.0.). Os compostos 3-(3-flior-benzil)-5-(metilsulfonil-benzilideno)-
tiazolidina-2,4-diona, 5-(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-3-(3-flior-benzil)-
tiazoldina-2,4-diona,  3-(2-bromo-benzil)-5-(4-metoxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-
diona e 5-(5-bromo-2-metdxi-benzilideno)-3-(2-bromo-benzil)-tiazoldina-2,4-diona
apresentaram percentuais de inibicdo migratdria leucocitaria superior a 50%, na
dose de 3 mg/kg. O derivado 5-(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-3-(3-flior-benzil)-
tiazoldina-2,4-diona apresentou maior atividade de inibicdo da migracdo celular
(58%) que o0 composto 5-(3-bromo-4-metéxi-benzilideno)-3-(3-fluor-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (24%) na mesma dose. O composto 5-(5-bromo-2-metdxi-
benzilideno)-3-(2-bromo-benzil)-tiazolidina-2,4-diona demonstrou ser o mais ativo
dentre os testados apresentando 66% de inibicdo da migragdo celular. Os
compostos mencionados possuem carater inibidor da resposta inflamatéria
induzida por carragenina revelando a potencial agdo antiinflamatéria dos derivados
das tiazolidinas-2,4-dionas 3,5-dissubstituidos.

Palavras-Chave: Tiazolidina -2,4 — diona, Inflamacdo, Air — pouch



ABSTRACT

The need for new anti-inflammatory drugs with fewer side effects directed
researchers to intensify the search for the discovery of new compounds. The
thiazolidine-2,4-dione are promising because of anti-inflammatory effect via
PPARy. Thus, were synthesized, by Laboratorio de Planejamento e Sintese de
Farmacos (LPSF / GPIT / UFPE), 10 new compounds of the series 5-benzylidene-
3-(2-bromo-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione (LPSF / GQ) and 5-benzylidene-3-(3-
fluor-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione (LPSF / GQ). Start by thiazolidine-2,4-dione,
the derivatives were synthesized by N-alkylation reaction at position 3 and Michael
addition at position 5 of the thiazolidine-2,4-dione. The yields of the last stage
ranged between 31 and 77%. The chemical structures of the compounds were duly
attested by RMN1H and Infrared spectroscopy. The anti-inflammatory activity was
evaluated by carrageenan-induced air pouch model of 7 compounds synthesized.
The percentual inhibition of the inflammatory response ranged between 24 and
66% (3 mg / Kkg; vo). The compounds 3-(3-fluor-benzyl)-5-(metylsulfonyl-
benzylidene)-thiazolidine-2,4-dione, 5 - (5-bromo-2-methoxy-benzylidene)-3-(3-
fluor-benzyl)-thiazoldine-2,4-dione, 3 - (2 - bromo-benzyl) - 5 - (4-methoxy-
benzylidene) - thiazolidine-2,4-dione e 5-(5-bromo-2-methoxy-benzylidene) - 3 - (2-
bromo-benzyl) - thiazoldine - 2,4-dione showed inhibition of migration leukocyte
than 50% at a dose of 3 mg / kg. The derivative 5 - (5-bromo-2-methoxy-
benzylidene) - 3 - (3-fluor-benzyl) - thiazolidine-2,4-dione showed higher activity of
inhibition of cell migration (58%) than the compound 5-(3-bromo-4-methoxy-
benzylidene)-3-(3-fluor-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione (24%) in the dose equivalent.
The compound 5-(5-bromo-2-methoxy-benzylidene)-3-(2-bromo-benzyl)-
thiazolidine-2,4-dione proved to be the most active among the tested showed 66%
inhibition of cell migration. The compounds mentioned have character inhibitor of
inflammatory response induced by carrageenan revealing a potential anti-
inflammatory action of thiazolidine-2,4-dione 3,5-dissubstituted.

Key-Words: Thiazolidine — 2,4 — dione, Inflamation, Air - Pouch
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Introducio

1-INTRODUCAO

O processo inflamatorio estd presente em inlUmeras patologias. Entre
elas, merece destaque a artrite reumatodide, pancreatite aguda e cancer. Esta
tltima pode ser originada pela evolugdo de uma inflamacao crénica que gera
continuos danos teciduais provocando, dessa forma, alteracées no DNA.

Apesar da inflamacdo ser um processo importante envolvido na defesa
do organismo, freqlientemente esta relacionado a estimulos dolorosos e
cronicos havendo a necessidade de tratamento terapéutico. Os
antiinflamatérios nado-esterdidais (AINES) s&o farmacos frequientemente
utilizados para reduzir os sintomas associados aos estimulos inflamatorios. No
entanto, o grande numero de efeitos colaterais provocados pelos mesmos faz
com que a pesquisa farmacéutica enfrente grandes desafios.

Nos anos de 1990, os inibidores seletivos da COX-2 se tornaram 0s
medicamentos mais largamente utilizados para doencas inflamatorias, visto
que, apresentavam menores efeitos adversos. Todavia, as perspectivas sob
essa classe de AINES foi bastante questionada devido aos efeitos colaterais
cardiovasculares provocados pelos coxibs (BARREIRO et al., 2002; ARAUJO
et al., 2005)

Dessa forma, a necessidade da Quimica Medicinal na busca por novos
farmacos antiinflamatorios se traduz em inimeros estudos. Nesse contexto, a
sintese e avaliacdo biologica de diversos compostos heterociclicos com
propriedades antiinflamatérias representa alternativas de terapias mais

eficazes.
Dentre as substancias que estdo sendo ativamente investigadas como

possiveis farmacos antiinflamatorios merecem importantes destaque as

tiazolidinas-2,4-dionas. Esses heterociclicos pentagonais de amplo espectro e
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grande reatividade quimica podem representar a industria farmacéutica uma

saida para as restricbes advindas dos AINES.

Recentes estudos tém demonstrado o nucleo tiazolidinico revelador de
efeitos antiinflamatorios pela ativacdo de PPARYy. Isso € devido & modulagéo
que este exerce sob os mediadores inflamatérios, como TNF-[J, iNOS,

prostandides e o fator de transcricdo nuclear xB.

O Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos
(LPSF/GPIT/UFPE) do Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal
de Pernambuco tém desenvolvido importantes sinteses de compostos
tiazolidinicos com atividade antiinflamatéria (COUTO, 2006; PEREIRA, 2007,
MAGALHAES, 2007).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo a sintese e a
avaliacdo da atividade antiinflamatéria de novas moléculas derivadas da
tiazolidina-2,4-diona a fim de contribuir com a diminuicdo das limitacbes

provocadas pelos AINES tradicionais.
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Objetivos

2-OBJETIVOS

2.1- Geral

Obter novos compostos derivados da tiazolidina-2,4-diona 3-5-
dissubstituidas com potencial atividade antiinflamatéria, com a finalidade de
contribuir com a pesquisa farmacéutica na busca de novos compostos com

menores efeitos adversos.

2.2-Especificos

*Sintetizar novas moléculas das séries 5-benzilideno-3-(2-bromo-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) e 5-benzilideno-3-(3-fluor-benzil)-tiazolidina-
2,4-diona (LPSF/GQ) através da modificagdo molecular, partindo de uma

tiazolidina-2,4-diona;
*Caracterizar estruturalmente os compostos sintetizados por métodos
espectroscopicos, tais como infravermelho e ressonancia magnética nuclear de

hidrogénio;

* Avaliar a atividade antiinflamatéria in vivo dos compostos sintetizados através

do protocolo experimental do air-pouch;
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Revisdo da Literatura

3-REVISAO DA LITERATURA

3.1-INFLAMACAO: Aguda e Crdnica

Inflamacdo é um processo complexo que é manifestado por
componentes celulares em resposta local de um tecido ao dano ou a infeccéo
(ROITT et al., 2003; OZDOL e MELLI, 2004). O processo inflamatério foi
caracterizado ha mais de 2000 anos por quatro sinais de acordo com Celsus:
rubor, edema, dor, calor e perda da funcéo (ZANINI e OGA, 1994; BELIZARIO,
2006).

No estégio inicial da inflamacéo os neutrofilos sdo as primeiras células a
migrarem para os locais inflamados por meio da sinalizacdo de moléculas
produzidas por macréfagos. Essa resposta inicial a lesdo tecidual é
denominada reacédo inflamatoéria aguda. Diferentemente, quando a resolucao
da inflamacado é desregulada, a tendéncia € a evolucédo para uma inflamacéao
denominada de crbnica. Nesta, h4 a predominancia de linfocitos, células
plasmaticas e macréfagos que variam de morfologia. Macréfagos com ativacao
persistente podem ocasionar continuos danos teciduais e, desta forma, a
evolucdo de wuma inflamagdo crénica para uma neoplasia maligna
(MANTOVANI e BALKWILL, 2001; LU et al., 2006).

Ainda de acordo com Mantovani e Balkwill (2001), e Lu e colaboradores
(2006), no inicio de 1863, Virchow relatou que o cancer tende a ocorrer em
locais onde se tem uma inflamagcdo crbénica. Recentemente, os estudos
mostram que a inflamacdo aguda é responsavel pela regressao do cancer. No
entanto, a epidemiologia indica que doencgas nas quais persiste a inflamagéo
cronica estdo frequentemente associadas com uma maior probabilidade de

ocorréncia de cancer (Tabela 1).

Além disso, os mediadores inflamatérios como espécies reativa de

oxigénio, prostaglandinas, fator de transcricdo nuclear (NF-xB) e citocinas pro-
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inflamatorias, sdo moléculas que tém fun¢bes duais com relacdo ao cancer e a
inflamac&o (CUI et al., 2006; MERIC et al., 2006).

Tabela 1 — Doenca inflamatéria crénica relacionada com a forma de cancer de acordo com

dados epidemiolégicos.

Colites e Doenca de Crohn Coloretal

Gastrite provocada pela infec¢éo de Heliobacter Adenocarcinoma
pylori

Hepatite crénica provocada pelo virus da Carcinoma hepatocelular
hepatite Be C

InfecgBes por papilomavirus Genitais
Esquistossomose Cancer de bexiga
Esofagite Esofageal
Pancreatite Péancreas

Ovarite Ovério

Prostatite crénica Prostata

MANTOVANI e BALKWILL, 2001; PINNA et al., 2004; Lu et al., 2006

Dessa forma, o desenvolvimento de terapias para tratamento de
doencas que envolvem inflamacdo crbnica pode beneficiar uma prevencéo

eficaz contra o cancer derivado de inflamacdes cronicas.

3. 2- Doencas Relacionadas com a Inflamacgé&o Aguda e Cronica

A resposta inflamatdria esta presente em inimeras enfermidades. Além
da inflamacéo cronica ser um ponto chave para a evolugcdo de um neoplasia
maligna, a pesquisa tem se voltado para a inflamagao presente no cancer. Isso
se deve ao fato da resposta inflamatéria se apresentar de forma bastante
consideravel sendo responsavel por sérios impactos na qualidade de vida de
pelo menos 70 a 100% desses pacientes (TSENG et al., 2006; SCHUBERT et
al., 2007).
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Entre outras doencas, a pancreatite aguda e a artrite reumatodide
também merecem destaque, visto que envolvem altos indices de complicacdes
juntamente com a alta expressividade da inflamacé&o. Indicada como um dos
principais problemas de saude, uma vez que 80% dos casos sdo causados
pelo alcoolismo, a pancreatite aguda pode se manifestar sob forma grave, com
altos indices de mortalidade. A doenca sob forma grave esta vinculada a
intensidade do dano tecidual de forma proporcional com a resposta inflamatoria
e elevado grau de dor (MACHADO et al., 2002; YAMANARI et al., 2007).

A artrite reumatéide (Figura 1) se manifesta pela inflamacdo aguda e
cronica que atinge milhées de pessoas no mundo. Sua progresséo € em geral
associada a uma inflamacéo crénica de articulacdes de braco, perna e dedos.
O tratamento ndo adequado pode desencadear a destruicdo de cartilagem e
0sso0s e até paralisar o membro afetado. Dessa forma, o fator de morbidade é
elevado piorando a qualidade de vida desses individuos (BEZERRA et al.,
2001; MAZUMDER et al., 2003; BELIZARIO, 2006).

Figura 1 — Artrite reumat6ide nas maos

Assim, as doencas que envolvem o processo inflamatério se tornam alvo
de grande interesse de solugdo. Os mecanismos que se encontram presentes
na resposta inflamatéria séo de grande atratividade para o desenvolvimento de
novas drogas. Porém, os mecanismos que fazem parte da cascata inflamatoria
nao estao totalmente elucidados (WILLOUGHBY et al., 2000)
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3.3 - Principais Mediadores Envolvidos no Processo Inflamatorio

Além de outros mecanismos, 0 processo inflamatdrio € determinado pela
migracdo de leucadcitos polimorfonucleraes que € desencadeado por diferentes
tipos de mediadores quimicos (OZDOL e MELLI, 2004; MAENG et al., 2006).

Entre esses mediadores se destacam a participacdo das citocinas, como
o fator de necrose tumoral (TNF-a), os eicosandides provenientes do acido
araquidbnico, o oxido nitrico e o fator de transcricdo nuclear xB. Essas
substancias tém papel fundamental na intervencdo no céancer, pancreatite

aguda e artrite reumatoide (Tabela 2).

Tabela 2 — Mediadores Inflamatérios Relacionados com as Enfermidades

Céancer TNF —a MANTOVANI e BALKWILL, 2001
COX -2 GREGOR et al.,, 2005; LU et al., 2006;
MERIC et al., 2006; XU et al., 2007
Oxido nitrico LU et al., 2006
NF-xB LU et al., 2006; SUNG et al., 2006
Artrite Reumatéide TNF —a KIM et al., 2007; RABINOVICH, 2000
COX -2 RIOJA et al., 2000; PARK et al., 2006
Oxido nitrico RIOJA et al., 2000
NF-xB RABINOVICH, 2000; ABBAS e LICHTMAN,
2005
Pancreatite Aguda TNF-a ROSA et al., 2004; YAMANARI et al., 2007

3.3.1 — Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)

De acordo com Wigley e Kaiser, 2003, as citocinas séo proteinas
secretadas por células que tém funcdes importantes na ativagdo e no
regulamento de outras células e tecidos que fazem parte do processo
inflamatorio e respostas imunes. Podem ser classificadas em grupos que sao
baseados na atividade e nas células que sdo produzidas. Estes grupos incluem

as interleucinas (IL), interferons, fatores de transformacdo de crescimento,
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fatores inibidores de migracdo, quimiocinas e fatores de necrose tumorais
(TNFs).

Evidenciando efeitos locais e sistémicos, as citocinas estdo amplamente
envolvidas na inflamacdo. Entre as citocinas pré-inflamatérias prevalecem a
interleucina 1 (IL-1), a interleucina 6 (IL-6), a interleucina 8 (IL-8) e o Fator de

Necrose Tumoral (TNF).

O Fator de Necrose Tumoral se sobressai diante das outras citocinas
pré-inflamatérias, uma vez que ha uma elevada expressdo na progressao de
um vasto numero de doencas inflamatérias como a artrite reumatdide e
pancreatite aguda (PINNA et al., 2004).

Considerado como protétipo da citocina pré-inflamatéria, devido ao fato
da capacidade de iniciar a cascata de ativacdo de outras citocinas como a IL-1,
IL-6 e IL-8, o TNF também pode ser chamado de TNF-a por razdes historicas e
para distingui-lo do TNF-B, intimamente relacionado (ABBAS e LICHTMAN,
2005; CECCON e VAZ, 2004).

Segundo Kraychete e colaboradores (2006), o TNF-a pode ser liberado
por diversas células, como os macrofagos, e regular a expressdo da

cicloxigenase e da 6xido nitrico sintase (NOS).

3.3.2 — Eicosanoides provenientes do Acido Araquidénico

Derivados da biotransformacéo do acido araquidonico, os eicosandides
constituem a familia de mediadores inflamatérios mais frequentemente
investigados (CHEN et al., 2006).

O &cido araquidbnico se origina da degradacdo dos fosfolipidios da
membrana celular quando esta sofre uma lesdo. A sintese se inicia por meio da
fosfolipase A2 resultando em duas principais vias metabdlicas: a via das
lipoxigenases (LOX), que resultardo nos leucotrienos; e a via das
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cicloxigenases (COX), que originardo as protaglandinas (Esquema 1) (HILARIO
et al., 2006; MOREAU et al., 2006).

Entre essas duas vias resultantes do acido araquidénico merece valiosa
atencdo a das cicloxigenases, visto que estas sdo alvos de grandes

repercussdes na terapia antiinflamatéria.

Fosfolipidio da Membrana

ﬂ | Fosfolinase A2

ACIDO ARAQUIDONICO

Lipoxigenases Cicloxigenases
5-LOX COX-1 COX-2
Leucotrienos PGs de outros PGs do
processos Processo
Fisiolégicos e Inflamatério
Patologicos

Esquema 1 — Cascata do acido araquiddnico

Conhecem-se duas isoformas das cicloxigenases: a cicloxigenase-1
(COX-1) e cicloxigenase-2 (COX-2), porem com atividades quimicas diferentes.
A COX-1 esta presente na sintese de prostaglandinas que atuam em algumas
regulacdes fisiologicas, como a protecdo gastrica e renal, recebendo o nome
de constitutiva; e a COX-2 que esta relacionada a producéo de prostaglandinas
desencadeadoras da inflamacdo. Em 2002 foi identificada em caninos uma
variante genética da COX-1, originalmente nomeada COX-3. De acordo com

Ayoub e colaboradores (2004) esta isorforma estd envolvida na producgédo de
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prostaglandinas que mantém a temperatura corporal de ratos (OTTANA et al,
2005; KIS et al., 2006; MATSUNAGA et al., 2007).

Segundo Vigorita e colaboradores (2003), na Uultima década, a
descoberta e caracterizagdo da COX-2 possibilitou um melhor entendimento do
processo inflamatorio. Sendo também encontrada em outros tecidos e 6rgéaos,
a isoforma 2 é primariamente expressa por células inflamatorias, como
macrofagos. Dessa forma, recebendo o nome de enzima induzida, €
principalmente regulada por citocinas, como o TNF (GILROY et al., 1998; YIN
et al., 2005; HILARIO et al., 2006).

Além da presenca da isoforma do tipo 2 durante o processo inflamatorio,
h& também uma alta expresséo dessas enzimas em varios tipos de canceres. A
cicloxigenase-2 contribui para a evolugdo do cancer, pois expressa atividade
antiapoptotica, auxilia na proliferacdo de células malignas, contribui para a
angiogénese e, aumenta o indice de metastase (MERIC et al., 2006; LU et al.,
2006).

3.3.3 — Oxido Nitrico (NO)

O 6xido nitrico (NO) é um radical livre, gasoso, incolor que constitui uma
das menores e mais simples moléculas biossintetizadas. Até em meados da
década de 1980 era considerado apenas um membro de uma familia de
poluentes ambientais indesejaveis e carcinGgenos potenciais, e assim
permaneceu por muitos anos. Porém, em 1992, foi considerada “a molécula do
ano” pela revista “Science” onde foi definitivamente reconhecido como um
importante mediador nos fendémenos inflamatorios e imunolégicos (BATISTA,
2001; DUSSE et al., 2003).

De acordo com Dusse e colaboradores (2003), nas ultimas décadas, o
NO tem sido alvo de uma infinidade de estudos e estd constantemente
surpreendendo a comunidade cientifica, dada a quantidade de processos
biolégicos em que estd envolvido. Entre esses processos biologicos, esta

incluido o processo inflamatério e vasodilatacdo presente na angiogénese
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patolégica, como no caso de tumores (CERQUEIRA e YOSHIDA, 2002;
KELLER et al., 2005; WALLACE, 2005).

Salvemini e colaboradores, 1996 (apud CERQUEIRA e YOSHIDA,
2002), relatam o NO como um potente vasodilatador e sua funcdo na
inflamacdo pode estd envolvida com sua habilidade em aumentar a
permeabilidade vascular e 0 edema através do aumento na producdo de
prostaglandinas pré-inflamatorias. Estudos que utilizaram modelos in vitro e in
vivo mostraram a sinalizacdo de iINOS/NO induzindo a COX-2 (LU et al., 2006).

A Oxido nitrico sintase (NOS), enzima que catalisa a sintese de NO, é
subdividida em cNOS, forma constitutiva que, por sua vez, tém duas isoformas:
a eNOS, produzida por células endoteliais vasculares, e a nNOS presente em
células neuronais. A outra subdivisdo da NOS é a isoforma induzida (iINOS)
(Figura 2) (DUSSE et al., 2003).

Oxido nitrico sintase (NOS)

Induzivel

Figura 2 — Isoformas da 6xido nitrico sintase (Dusse at al., 2003)

A enzima iINOS é induzida por citocinas proé-inflamatérias em muitos
tipos de células sendo responsavel pelas propriedades citotoxicas do NO. A
expressdo da INOS é derivada de uma resposta inflamatdrias localizada
resultante de uma infec¢do ou dano tecidual. Em casos de sepse ou infeccéo a
forma induzida na resposta inflamatéria € benéfica. No entanto, em doencgas

autoimunes, como a artrite, a expressao da iNOS pode ser nociva, uma vez
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que esta presente em inflamacgdes crénicas (CERQUEIRA e YOSHIDA, 2002;
ROCHA et al., 2003; CIRINO et al., 2003).

Além disso, varios estudos relatados por Rocha e colaboradores (2003)
demonstram a participagdo do NO em mecanismos de dor. O autor também
realizou um estudo semelhante sugerindo que os inibidores de NOS tém efeito
anti-nociceptivo indireto por causa de um efeito antiinflamatoério via inativacao
de iNOS.

Nesse contexto, pode-se constatar que a iINOS tem um papel
fundamental no processo inflamatorio e na dor, em especial na inflamacao

cronica.

3.3.4 - Fator de Transcricdo Nuclear kB

Descoberto em 1986, o NF-kB € um fator nuclear constituido por um
heterodimero composto de duas subunidades: p65 (também chamada RelA) e
p50. Seu merecido destaque entre outros fatores de transcricdo deve-se aos
variados estimulos que o ativam, bem como os inimeros genes e fendbmenos
que regula (GLEZER et al., 2000).

Quando néo estimulado o NF-kB encontra-se no citoplasma ligado a
proteina IkB. Dessa forma, ha o impedimento da translocacdo do fator de
trancricdo para o nucleo. No entanto, o NF-«kB pode ser ativado por proteinas
especificas, como a IKK que pode fosforilar a 1kB e permitir a translocacao.
Assim, a proteina de ativacdo do NF-xB é responsavel pela a ativacdo do NF-
kB na resposta a estimulos proé-inflamatérios sendo sinalizada por citocinas

pro-inflamatorias como o TNF-a (LAWRENCE et al., 2001; DANDONA e
CHAUDHUR, 2006).

Recentes estudos tém sugerido a regulagdo da expressdo de

mediadores pro-inflamatoérios pelo NF-xB. Entre esses mediadores estdo a
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COX-2 e a INOS nos quais participam ativamente na promocao de tumores
evidenciando o cancer (DUQUE et al., 2006; LU et al., 2006; LEE e LIM, 2007).

Dessa forma, os mediadores inflamatérios em destaque: TNF- a, COX-2,
INOS e NF-kB encontram-se interligados (Esquema 2), assim como a sua

presenca em doengas como artrite reumatéide, cancer e pancreatite aguda.

Porém, trabalhos recentes enfocam a participacdo de receptores de
proliferacdo peroxissomal (PPARS) na regulacdo da transcricdo dos niveis de

expressdo desses mediadores.

Maiores detalhes sobre os PPARs, com participacdo na inflamagéo,
serdo expostos mais adiante na proposta de mecanismo das tiazolidinadionas.
Antes sera necessario enfocar os antiinflamatorios utilizados na terapia e os

grandes efeitos colaterais provocados pelos mesmos.

Degradacgéo
por pro,t(.-:tmas TNE-a
especificas
IkB * NF-kB Nucleo /: iNOS
Celular

Esquema 2 — Expressédo dos mediadores Inflamatorios pelo NF-xB

3.4- ANTIINFLAMATORIOS UTILIZADOS NA TERAPEUTICA

Apesar da inflamac&o ser um processo importante envolvido na defesa
do organismo, frequentemente estd presente em estimulos dolorosos e

cronicos havendo a necessidade de tratamento terapéutico.
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O tratamento de pacientes com inflamacdo € constituido por dois
objetivos: alivio da dor, que esta em primeiro lugar, e em segundo lugar a

interrupcdo do processo responsavel pela lesao tecidual (KATSUNG, 2003).

Para o tratamento das doencas inflamatdrias sdo utlizados na
terapéutica varios grupos de medicamentos antiinflamatorios. Um deles sdo os
glicocorticéides que exercem os mais potentes efeitos antiinflamatorios, porém
sdo observados efeitos colaterais que comprometem o sistema imune quando
a terapia é crénica (DAMIANI et al., 1984; CARVALHO et al., 2004).

O grupo de antiinflamatérios que serda dado énfase serdo o0s
antiinflamatdrios ndo esterdidais (AINES) cujo niumero de classes é bastante

ampliado.

3.4.1- Antiinflamatorios Nao-Esterdidais (AINES)

A historia dos antiinflamatérios ndo esteréidais comeca com o efeito
medicinal da casca do salgueiro ja conhecido ha séculos por varias culturas. O
principio ativo consiste na salicilina que foi isolada pela primeira por Leroux, em
1829. Depois de submetida a hidrdlise, a salicilina péde ser convertida em
acido salicilico, tanto in vivo como por intervencdo quimica. Em 1893, o
quimico alemao Félix Hoffman, contratado pela Bayer, produziu o &cido
acetilsalicilico baseando-se em um trabalho de Gerhart (Figura 3). Depois de
demonstrado os efeitos antiinflamatorios desse composto Dreser, em 1899, o
introduziu na medicina (GOODMAN e GILMAN, 2003).

HOCH, OH COOH
HOCH, O COOH o
o OH OH Y
OH — — o
Salicilina Acido Acido
Salicilico Acetilsalicilico

Figura 3 — Salicilina, Acido salicilico e Acido acetilsalicilico
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Desde entdo, varias classes semelhantes de antiinflamatérios foram
introduzidas no mercado. Tendo-se a Aspirina® como protétipo os AINES
tornaram-se as drogas mais largamente prescritas pela pratica médica e mais
utilizadas por todo o mundo, incluindo frequentemente pessoas idosas,
apresentando um amplo espectro terapéutico como analgésicos,
antiinflamatdérios, antipiréticos e profilaticos para doencgas cardiovasculares
(DUBOIS et al., 1998; GADDI et al., 2004).

No entanto, 0 mecanismo de acdo desses farmacos s foi descrito em
1971, apesar do amplo uso. O autor da descoberta foi John Vane que foi
laureado com o prémio Nobel ao propor que os antiinflamatorios semelhantes a
Aspirina suprimem o processo inflamatorio através da inibicdo das
cicloxigenases (VANE, 1971).

Dessa forma, segundo Jahng e colaboradores (2004) os farmacos nao-
esterdides sdo extensivamente utilizados no tratamento da inflamacao, dor e
febre devido ao bloqueio de prostaglandinas provenientes do acido
araquidonico pela inibicdo das cicloxigenases. A producao de prostaglandinas
no local inflamado é essencial para a propagacdo da febre e da dor sendo,
dessa forma, largamente utilizados no tratamento da inflamacdo aguda e
cronica (COCCO et al., 2003; OTTANA et al., 2006).

Com relacdo ao mecanismo de inibicdo das cicloxigenases, os AINES
sao divididos em dois principais grupos que correspondem aos nao seletivos da
COX e aos seletivos da COX-2. Ainda, é valido destacar os bloqueadores do
TNF-a, visto que esses sdo 0s mais utilizados em casos de doencas auto-

imunes.

3.4.2- AINES nao seletivos da COX

A maioria dos AINES, como exemplo 0s que se encontram na tabela 3,
com excecado do &cido acetilsalicilico atuam como inibidores competitivos
reversiveis da atividade da cicloxigenase. A inibicdo € observada tanto para a

COX-1 quanto para a COX-2 com pouca seletividade ou podem exibir
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seletividade preferencial para a isoforma constitutiva (GOODMAN e GILMAN,
2003).

Tabela 3 — Inibidores néo seletivos para as cicloxigenases

Salicilatos Acido acetilsalicilico COOH
OY
(0]
Derivados do para-aminofenol Paracetamol H
N
Y
o
Acido indolacético Indometacina Q

CHz&OH
CHO

CHs
N
e
(6]
o

Acidos heteroaril acéticos Diclofenaco C
HOCCH,
Cl
D
Lo . . . Cl
Acidos arilpropibnicos Ibuprofeno
CHs CH
\ |3
CH3CHCH2—©—CHCOOH
Naproxeno CH,
I I CHCOOH
CH;0
Acidos endlicos Piroxicam 0\\8/,0
“N—CHs
com— )
OH N=
Meloxicam o o
s’ CHs
SO
N S
c” \<
" \
OH O Nj//
Alcanonas Nabumetona o

I CH 2CH2C CHg3
CH 30 I| |

Contudo, por ndo serem seletivos da COX-2 sdo 0s que mais causam

efeitos colaterais graves, visto que a isoforma 1 é responsavel por efeitos
citoprotetores. Entre os efeitos adversos pertencentes a esse grupo de
farmacos prevalecem os gastrointestinais, como 0s danos e sangramentos da
mucosa gastrica e ulceras duodenais (KHANNA et al., 2006; RANATUNGE et
al., 2006; YAMAZAKI et al., 2006).
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3.4.3- AINES Seletivos da COX-2

Devido ao exacerbado numero de efeitos adversos provocados pelos
AINES tradicionais, a pesquisa farmacéutica enfrenta um grande desafio na
procura de compostos que atuem na inflamacdo aguda e crbnica, como
também na dor, visto que esta ndo se ausenta de pelo menos 90% das

doencas, como as diferentes formas de cancer (SCHENONE et al., 2006).

Porém, na década de 1990, foram introduzidos no mercado os inibidores
especificos da COX-2, os coxibs, exibindo a classe farmacéutica uma saida
para reducdo dos efeitos adversos causados pelos AINES tradicionais. A
criacdo dessa subclasse de medicamentos se baseava na recente descoberta
de que a COX-1 seria uma enzima constitutiva e a COX-2 uma enzima induzida
durante a resposta inflamatéria (CELOTTI e LAUFER, 2001; ARAUJO et al.,
2005; RAO et al., 2005).

Os coxibs possuem tal seletividade devido a sua estrutura molecular
bloquear o canal da COX-2 e exercerem pouco efeito sobre o canal da COX-1
(Figura 4). Estudos da relacdo estrutura quimica/atividade biolégica tém

demonstrado que os substituintes SO,Me e SO,NH; em posi¢cdo para de um

dos anéis arilicos produz acdo seletiva inibitéria da isoforma-2 (RANG et al.,
2004; CHEN et al., 2005).

B| Os AINEs trad bloquei b Cl
Bj s s tradicionais blogueiam ambos os canais Ci CITOSOL
A substancia/
CITOSOL farmaco COX-2- (£
especffica bloqueia |+
o canal de COX-2 "\~
Sitio de porém é demasiado
Sitio de St |igacéo g
ligacéo e volumosa para encaixar-
& ; se no canal de COX-1
_nao-seletivo | lateral—| ‘ ‘ /
i
RETICULO ENDOPLASMATICO RETICULO ENDOPLASMATICO

Figura 4— Seletividade dos antiinflamatérios COX-2 (RANG et al., 2004)
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Dessa forma, os inibidores seletivos da COX-2 (Figura 5), se
converteram em medicamentos largamente utilizados na terapéutica para
doencas inflamatdrias cronicas com diminutivos efeitos toxicos ao intestino e as
funcdes gastricas (BARREIRO et al., 2002; CHEN et al., 2006).

SO,CH3

O SO,NH,
q | N\Nj :
FaC
o

CHj3

Rofecoxib .
Celecoxib
S0,CHs SO,NH,
H
Cl N CHg O
Ny
= O
N = ‘ \N/
X
N™ "CHs O
Etoricoxib Valdecoxib

Figura 5 — AINES seletivos COX-2

Todavia a pesquisa sobre os inibidores seletivos da isoforma-2 néo
estacionou, sendo publicado em 2000, de acordo com Araujo e colaboradores
(2005), o primeiro trabalho com respeito aos efeitos adversos cardiovasculares

da série dos coxibs.

Campbell e colaboradores (2004) demonstraram o sucesso dos seletivos
COX-2 com respeito aos diminutivos efeitos colaterais quando comparados aos
AINES tradicionais. Porém, Hocherl e colaboradores (2002) demonstraram a
elevacdo da pressdo sanguinea em ratos devido a inibicdo da isoforma-2 pelo

rofecoxib.

Desde entdo recentes dados tém revelado o0s sérios efeitos

cardiovasculares dos seletivos da isoforma-2. Além disso, tais drogas so
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miniminizam o desenvolvimento de Ulceras gastricas, porém podem induzir a

formacao das mesmas (ABADI et al., 2005).

Atualmente, ha mais de cinquenta diferentes especialidades de AINES
no mercado e ha ainda um fluxo continuo de novas preparagbes. O grande
namero de novas substancias significa que nenhuma dessas, até 0 momento,
tem sido ideal no controle ou na modificacdo dos sinais da inflamacéo, sem que
haja efeitos deletérios no individuo (ALENCAR et al., 2003).

3.4.4- Inibidores Duais COX/LOX

Entre os grupos de medicamentos que se encontram em fase de
desenvolvimento merece destaque os inibidores duais COX/LOX (Figura 6).
Essas substancias tém representado promissoras alternativas no
desenvolvimento de terapias antiinflamatérias, visto que apresentam como
mecanismo de ac¢do a inibicdo das cicloxigenases e da 5-lipoxigenase, além de
apresentarem menores efeitos adversos que os AINES tradicionais e o0s
seletivos COX-2 (FIORUCCI et al., 2001; CHARLIER et al., 2003).

OCHjz e

o)
<) <) (CHg)3C, OH
cl
CH3O. N al N C(CHg)3
N N
O CONH, <|3H H5C2_N\S

N, ’ \\O
~ o

CH

HyCO®  ~OCHg o

ER-34122 Tepoxalin S2474

Figura 6 — Inibidores duais COX/LOX

Entre os inibidores duais destaca-se o Licofelone, previamente
denominado de ML3000 (Figura 7). Esse composto encontra-se na fase clinica
[l e tem demonstrado baixos efeitos adversos e alta tolerancia gastrica quando
comparados aos AINES tradicionais (ULBRICH et al., 2005; ZHENG et al.,
2006).
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Figura 7- Estrutura do Licofelone

3.5 - A CONTRIBUICAO DA QUIMICA MEDICINAL NO DESENVOLVIMENTO
DE NOVOS COMPOSTOS ANTIINFLAMATORIOS

Apesar de um grande arsenal de medicamentos ja existentes, incluindo-
se a nova geracdo dos seletivos para COX-2, o grande numero de efeitos
colaterais ainda prevalece. Dessa forma, ha consideraveis limitagdes no uso de
antiinflamatérios havendo uma grande necessidade para descoberta de novos

compostos.

A quimica medicinal tem como uma de suas atribuicdes a descoberta de
novos farmacos descrevendo a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade
farmacoldgica. O planejamento e o desenho estrutural de novas substancias
possuem propriedades capazes de representarem novas entidades quimicas,
candidatas a protétipos de novos farmacos de uso seguro (BARREIRO et al.,
2002).

O desenvolvimento da quimica organica moderna forneceu um grande
namero de substancias com varios alvos terapéuticos. Entre os métodos mais
frequentes utilizados para o desenvolvimento de novas drogas, encontram-se a
modificacdo molecular ou o chamado bioisosterismo de prototipos. Esta
estratégia esta baseada na substituicdo de grupos em determinadas posicdes
desses prototipos originando compostos similares com atividades biolégicas
semelhantes (KOROKOLVAS, 1977 apud SILVA et al., 2003).
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Puderam ser constatados por Leval e colaboradores (2000) em estudos
in vitro a relacdo dos anéis heterociclicos como potentes prototipos de novas
moléculas com atividade antiinflamatéria. Os anéis pentagonais (Figura 8)
quando possuem atomos de enxofre, nitrogénio e oxigénio e algumas

substituicdes em sua estrutura contribuem no aumento da atividade bioldgica.

Figura 8 — Anéis pentagonais com atividade biol6gica

A importancia dos compostos heterociclicos € incontestavel,
particularmente no que diz respeito a fato de indmeros usos como
medicamentos. Muito desses compostos sdo farmacos mundialmente
consumidos que apresentam atividades farmacolégicas diversificadas como,
por exemplo, antiinflamatoria e analgésica. O tiazol (Figura 9) € um
heterociclico nitrogenado de cinco membros contendo um atomo de enxofre

gue representa um desses exemplos (MELO, 2006).

»

Figura 9 - Tiazol
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3.5.1- Tiazolidinadionas ou Tiazolidina-2,4-diona: Estrutura, Obtencéo e

Reatividade

O nucleo tiazolidinico representa uma das categorias de heterociclicos
com promissoras atividades bioldgicas. Como exemplo, temos a tiazolidina-2,4-
diona que foi a primeira molécula obtida na qual o nucleo tiazol foi
caracterizado através da isomerizacdo do acido tiocianoacético (Esquema 3)
(LIMA, 1998; SILVA et al., 2003).

(€]
o Cl—CH;—COO
COS + R-NH, + COS ——> R-NH-CO-§ ———>

R
o /

Q@ \\(N
e} H
R—NH-CO—-S—-CH,;—COO0O e S)%O

R = H; Alquil

Esquema 3 — Obtencéo da tiazolidina-2,4-diona

Sua estrutura foi elucidada por Liberman e colaboradores em 1881 e a
ocorréncia de um possivel tautomerismo destacado por Hantzsch e
colaboradores demonstra que a tiazolidina-2,4-diona poderia reagir também
sob a forma de 2,4-dihidroxitiazol (Figura 10) (BROWN, 1961 apud LIMA,
1998). Porém, as propriedades fisicas e quimicas desse nucleo, bem como as
de seus derivados, favorecem a forma tiazolidina, visto que nenhuma molécula
apresenta as propriedades do ciclo tiazol aromatico (SPRAGUE e LAND, 1957
apud LIMA, 1998).

Figura 10 - Tautomerismo da tiazolidina-2,4-diona
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Segundo Lima (1998), a reacdo com a tiouréia consiste no método de
escolha para a obtencao da tiazolidina-2,4-diona que pode sofrer substituicdes
em todas as posicObes do nucleo. As reacgbes que sdo mais relatadas na
literatura consistem na substituicdo nucleofilica de segunda ordem (SN;) nas
reacoes de N-alquilacdo na posicao 3 (Esquema 4) e reacdes de condensacao
com aldeidos arométicos (reacdo de Knoevenagel) ou reacdo de adicdo de

Michael na posicao 5 (Esquema 5).

(@) H fe)
- _CH
\CN ’ QCHzX MoH NN 2@
S S

ROH

M=Na R=Me, Et X=haletos

Esquema 4 — Reacéo de N-alquilagdo da tiazolidina-2,4-diona

0 H
0 H -
Y \C \

Ar—CHO %\o > H g O 4 ko

S |

Ar

Esquema 5 - Reacéo de condensacdo da tiazolidina-2,4-diona

A expressiva reatividade quimica apresentada pela tiazolidina-2,4-diona
nas posicdes 3 e 5 do nucleo possibilita a introducdo de inGmeros substituintes
sendo, dessa forma, um protétipo alternativo para o desenvolvimento de novos

compostos.

Assim, as tiazolidinas-2,4-dionas representam uma grande importancia
na descoberta de drogas. As literaturas mais recentes indicam esses
compostos com diversas atividades e aplicacdes terapéuticas (BARROS-
GARCIA et al., 2004). Sdo apontadas como portadoras de significativas
atividades antidiabética, atuantes como ligantes de receptores PPARy (JEONG
et al., 2004); antimicrobiano (ALBUQUERQUE et al., 1999), e antiinflamatéria
(PEREIRA, 2003; UCHOA, 2004; SANTOS et al, 2005).
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3.5.2- Atividade Antiinflamatéria das Tiazolidinas como Ativadoras dos
PPARs

Receptores nucleares sdo membros de uma numerosa familia de fatores
de transcricdo que regulam diversos aspectos. Entre esses receptores, merece
realce os ativadores de proliferacdo peroxissomal (PPARS) que sdo chaves em
fatores de transcricdo que catalizam e coordenam diferentes eventos
bioquimicos, como a regulacédo da acéo da insulina. Trés tipos de PPARs foram
identificados: PPARa, PPARy e PPARpB/5 (KOTA et al, 2005; RIZZO e
FIORUCCI, 2006; TOUYZ e SCHIFFRIN, 2006).

No entanto, o papel mais importante dos trés tipos de PPARs tem sido
expressado no sistema imune podendo ter um papel adicional na resposta
imunologica. Os PPARs ultimamente tém sido reportados na regulacdo da
resposta inflamatoéria. Em particular, os PPARy e PPARa que tiveram atividade
antiinflamatéria em diversos sistemas de modelos de animais, sendo sugeridos
como potentes agentes terapéuticos na reversédo da inflamacdo (MORAES et
al., 2006; LEE et al., 2007).

Estudos in vivo e in vitro utilizando ligantes sintéticos de PPARy
mostraram alta inibicdo de mediadores pro-inflamatérios. De acordo com Lee e
colaboradores (2006), o PPARy participa da sintese e imunoregulacdo de
citocinas, como o TNF- a, de varios tipos celulares (EUN et al., 2006; KAPOOR
et al., 2007).

A inibicdo de TNF-a, assim como a de outras citocinas ocorre pela via da
IkB, uma vez que o PPARYy inibe a degradacdo da enzima. Ainda, estudos tém
reportado a inibicdo direta do NF-xB através da ligacdo da subunidade p6b5.
Nesse contexto, o PPARY inibe a expressado oxido nitrico sintase indutiva como
também a expressdo da COX-2 em macréfagos (LINTON e FAZIO, 2004;
LAPPAS et al., 2007; LITTLE et al., 2007; STIENSTRA et al., 2007).
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Na década de 1990, o alvo molecular das estruturas tiazolidinicas foi
esclarecido mostrando ter acfes farmacoldgicas no ligante dos receptores de
PPARy e, dessa forma, o ativando. A primeira tiazolidina-2,4-diona, a
troglitazona (Rezulin®), foi sintetizada em 1995 e retirada do mercado devido a
alta toxicidade que exibia. Entre 1997 e 1999, duas novas tiazolidinas foram
aprovadas: a pioglitazona (Actos®) e a rosiglitazona (Avandia®) para o
tratamento da diabetes tipo 2. Desde entdo um largo niamero de drogas
tiazolidinicas tém sido sintetizadas e estudadas clinicamente (Figura 11) (KIM
et al., 2004).

Roziglitazona

Figura 11 — Tiazolidinas hipoglicemiantes

Esses agentes farmacologicos atuam na regulacdo do metabolismo de
lipidios assim como tém agéo hipoglicemiante. Entretanto, recentemente os
compostos tiazolidinicos sao reportados como influentes na regulacdo da
inflamacé@o e seus efeitos antiinflamatorios podem contribuir para a reducdo
dos riscos cardiovasculares (BUCKINGHAM, 2005; WIJK et al., 2006;
KUREBAYSHI et al., 2005; GONZALEZ et al., 2007).

Os efeitos antiinflamatérios das tiazolidinas sdo revelados pela ativacéo
de PPARy que modulam mediadores inflamatérios como TNF-a, iNOS e
metaloproteinases através da inativacdo de NF-kB. Além do potente efeito

antiinflamatério desses receptores nucleares, é valido ressaltar seu efeito
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protetor em condi¢des patofisiolégicas como o cancer (SUNG et al., 2006;
GHOSE et al., 2007).

Um estudo realizado por Liu e colaboradores (2005), demostrou o efeito
antiinflamatério da roziglitazona e da pioglitazona pelo mecanismo de ativacédo
de PPARYy inibindo a inducdo de TNF-a.

Outro estudo foi realizado por Rollins e colaboradores (2006), que
avaliaram o papel do PPARy na regulacao da inflamacéo da pancreatite aguda.
A tiazolidinona utilizada foi a troglitazona em um modelo de pancreatite aguda
usado em camundongos. Os resultados demonstraram sugestbes com
agonistas de PPARs como potentes terapias de prevencdo e tratamento de
pancreatites na forma aguda.

Ainda, foi efetivado por Crosby e colaboradores (2005) um estudo com
um agonista sintético, a ciglitazona, do PPARy onde este reduziu a expressao

de INOS e, consequentemente o NO.

De acordo com Jeong e colaboradores (2004) as sinteses e as
atividades biolégicas das tiazolidinonas tém sido extensivamente revistas
sendo apontadas como potentes inibidores enzimaticos com amplas aplicacdes
terapéuticas. Os mesmos autores realizaram a sintese de novos compostos
benzilidénicos contendo a tiazolidina-2,4-diona que apresentou atividade
ativadora de PPARY.

Um trabalho semelhante também foi realizado por Cho e colaboradores,
em 2005, que sintetizaram o 5-(3,5-diterc-butil-4-hidroxibenzilideno)-tiazolidina-

2,4-diona (BTZD) sendo sugerido como um novo ligante de PPARY.

Pesquisas realizadas no Laboratério de Planejamento e Sintese de
Farmacos (LPSF/GPIT/UFPE) também avaliaram o potencial antiinflamatoério
de algumas tiazolidinas substituidas em posicdo 3 e 5. Dentre elas

destacamos:
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Lima e colaboradores, em 1998, sintetizaram e avaliaram a atividade
analgésica de derivados da série 3-fenacil-tiazolidina-2,4-diona. Dentre os
resultados obtidos pelo autor o derivado 3-(4-fenil-fenacil)-5-(4-metoxi-
benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/HQ) demonstrou atividade analgésica

na dose de 250 mg/kg (v.0.), em ratos (Figura 12).

ool Y )

crso{Yon L5

Figura 12 - Derivado LPSF/HQ sintetizado por Lima e colaboradores (1998) com atividade

analgésica

Santos e colaboradores (2005) efetivaram com sucesso a sintese e a
atividade  antiinflamatéria de novas tiazolidinas-2,4-dionas e 4-

tioxotiazolidinonas (Figura 13).

R= 3-Br, 4-OCH3C5H3, 4-C6H5CGH4, Z-OCH;;, 5-BrCGH3

Figura 13 — Tiazolidinas antiinflamatdrias sintetizadas por Santos e colaboradores em 2005

O potencial dos compostos tiazolidinicos como agentes hipoglicemiantes
descrito na literatura, conduziu Mouréo e colaboradores (2005) para realizacéo
da sintese e avaliagdo quanto a sua acgdo anti-hiperglicémica e anti-
hiperlipidémica de novos analogos da série 5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona. O derivado 5-(4-metoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-56) exibiu reducdo de 50% no nivel da glicose
plasmatica e triglicerideos em modelos experimentais de camundongos
diabéticos induzidos por aloxano (Figura 14) (Pitta et al., Br, IP-0300997-1,
2003).
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Figura 14 - Derivado 5-(4-metoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

(LPSF/GQ) com atividade hipoglicemiante e hipolipidémica

Ainda, compostos da série 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-
2,4-diona (LPSF/SF) foram sintetizados e avaliados biologicamente exibindo
considerada acdo antiinflamatoria. Dentre ele, o derivado 5-(4-metil-sulfonil-
benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-23) se destacou,
visto que acdo antiinflamatoria investigada no modelo de bolsédo de ar induzido
por carragenina reduziu em 60% a migracdo de leucocitos para o local da
inflamacéo (Figura 15) (COUTO, 2006).

Figura 15— Derivado 5-(4-metil-sulfonil-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/SF-23)

Em um estudo realizado por Leite e colaboradores (2007), foi
comprovado o alvo bioldgico do derivado 5-(4-hidréxi-benzilideno)-3-(4-metil-
benzil)-tiazolidinico (LPSF/GQ). Os resultados demonstraram que 0 composto

apresenta-se como agonista do PPARYy (Figura 16).
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Figura 16 — LPSF/GQ como agonista do PPARY (Leite et al., 2007)

Pereira e colaboradores (2007) realizaram um estudo de investigacdo do
“docking” do derivado 5-(2-bromo-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/SF-13) utilizando como alvo a estrutura do PPARy. Como
resultado, observou-se que o derivado encontra-se sobreposto a rosiglitazona
formando ligagdes com os aminoacidos His449, GIn286 e Tyr473 (Figura 17).
Ainda, foi realizada pelo autor a avaliacdo antiinflamatéria in vivo do derivado
LPSF/SF-13 pelo método de air-pouch induzido por carragenina apresentado

68% de inibicdo da migracéo leucocitéria.

Figura 17- Composto LPSF/SF-13 (roxo) sobreposto a roziglitazona (azul) no estudo de

“docking”
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Uma investigacdo semelhante de “docking” foi realizada por Magalhéaes
e colaboradores (2007) com o derivado 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-fenil-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-24) que demonstrou formacdo da
ligacdo de hidrogénio no sitio ativo do PPAR (Figura 18). O mesmo composto

foi avaliado pelo protocolo experimental de air-pouch demonstrando boa

resposta de inibicdo inflamatoria frente ao estimulo induzido por carragenina
(91%).
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Figura 18- Formacéo da ligacdo de hidrogénio do composto LPSF/GQ-24 (azul) e o GW
409544 (verde) no sitio ativo do PPAR

Dessa forma, novos compostos derivados da tiazolidina-2,4-diona com
possivel acdo antiinflamatéria despertam grandes expectativas no
desenvolvimento de farmacos mais eficazes. A descoberta de novas
tiazolidinas podem proporcionar menores efeitos adversos em individuos com
doencas como cancer, artrite reumatdéide e pancreatite aguda.
Consequentemente, também podem dispor para esses portadores dessas

enfermidades uma melhor qualidade de vida.

No presente trabalho, propomos a sintese de novos derivados da
tiazolidina-2,4-diona como candidatos a novos farmacos com possivel potencial
antiinflamatorio. Serdo ressaltadas no proximo capitulo a metodologia de
sintese e a caracterizagdo dos compostos atravées de métodos
espectroscopicos como Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN*H) e Infravermelho (1V).
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Parte Quimica

4 - OBTENCAO DOS DERIVADOS TIAZOLIDINICOS

O presente trabalho relata a sintese, purificacdo e elucidacéo estrutural
de novas moléculas das séries 5-benzilideno-3-(2-bromo-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/QG) e 5-benzilideno-3-(3-flior-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ).

4.1 - MATERIAL

4.1.1 - Equipamentos

e Espectrofotometria de absorc¢ao no infravermelho (1V)

Os espectros de infravermelho foram obtidos em espectrofotometro FTIR

Bruker Modelo IFS 66, em pastilhas de KBr e expressos em cm™.

e Espectroscopia de ressonancia nuclear de hidrogénio (RMN*H)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio foram
efetuados em espectrofotbmetro em aparelho Varian Modelo Plus 300 MHz. Os
espectros de RMN *H foram realizados utilizando-se como solvente 0 DMSO-
ds. As multiplicidades dos sinais s&o indicadas pelas seguintes abreviagdes:
singleto (s), dubleto (d), duplo dubleto (dd), duplo tripleto (dt), tripleto (t),
quadrupleto (g), multipleto (m). Os deslocamentos quimicos (8) foram

expressos em ppm e 0s acoplamentos em Hz.
e Ponto de fusao

Os pontos de fusédo foram determinados em aparelho Quimis Modelo
340.27.
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e Cromatografia

As cromatografias analiticas em camada delgada foram efetuadas em

placas Merck silica gel 60 F2s4, de 0,25 mm de espessura. As revelagdes foram

feitas por luz ultravioleta (254 ou 366 nm). A cromatografia em coluna sob

presséao (flash) foi realizada em silica gel 60 Merck ou Vetec (230-400 Mesh).

Todos os solventes utilizados nos sistemas de eluicdo possuiam especificacdo

P.A.

4.1.2 - Reagentes e Solventes

Para obtencdo dos novos derivados propostos neste trabalho foram

utilizados reagentes e solventes que apresentavam a especificacdo P.A.

provenientes das marcas Acros Organics, Sigma/Aldrich, Merck, Riedel-De

Haén e Vetec.

- Tiouréia

- Acido monocloroacético

- Hidréxido de potassio

- Brometo de 2-bromo-benzil
- Brometo de 3-flior-benzil

- Piperidina P.A.

- 4-metilsulfonil-benzaldeido
- 4-cloro-benzaldeido

- 5-bromo-o-anisaldeido

- 4-Fenil-benzaldeido

- 3-bromo-4-metoéxi-benzaldeido

- 3,4,5-trimetoxi-benzaldeido

SILVA, J.C.

- Metéxi-p-anisaldeido

- 3,4-dicloro-benzaldeido

- 4-benziloxi-benzadeido
-2-cloro-6-fluor-benzaldeido
- Cianoacetato de etila

- Acetato de etila

- Benzeno

- Etanol absoluto

- Metanol

- n-Hexano
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4.2 - METODOLOGIA

A metodologia de sintese dos derivados das séries 5-benzilideno-3-(2-
bromo-benzil)-tiazolidina-2,4-diona  (LPSF/GQ) e 5-benzilideno-3-(3-fluor-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) foi realizada através de via plana e
convergente obtendo substituicdes nas posi¢cdes 3 e 5 do nucleo tiazolidinico

(Esquema 6)

H=C(CN)COOEt

Piperidina

CH
oo ()
=0
CH S

Rz

R1

R,=Br, F
Rz = Br, C|, C6H5, OCHg, OCH2C6H5, SOZCHg

Esquema 6 — Rota sintética dos derivados das séries 5-benzilideno-3-(2-bromo-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona  (LPSF/GQ) e  5-benzilideno-3-(3-flior-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ)

4.2.1- Sintese da tiazolidina-2,4-diona

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado em quantidades
equimolares a tiouréia e o acido monocloroacético em solugcdo aquosa. A
mistura foi aquecida a de 60°C durante 18 horas. Em seguida, o produto obtido
foi cristalizado por resfriamento. Obtiveram-se cristais brancos referentes a
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tiazolidina-2,4-diona, cuja purificacao foi realizada através de cristalizacfes em
agua destilada (LIBERMAN at al., 1948 apud LIMA, 1998).

4.2.2 - Método Geral de Sintese dos Derivados 3-(2-bromo-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-54) e 3-(3-flaor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-56)

Em um balédo de fundo redondo foram adicionados a tiazolidina-2,4-
diona e uma solucdo hidroalcoodlica (EtOH/H,O 7:3) de hidroxido de saodio,
deixando reagir a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, foi
adicionado, o haleto de alquila correspondente. Aqueceu-se a mistura reacional
lentamente até atingir 70°C. Todas as reacdes foram acompanhadas por
analise de cromotografia em camada delgada (CCD) (DAVIS e DAINS, 1935
apud LIMA, 1998). Os compostos obtidos (Figura 19) foram purificados por
lavagens com os solventes apropriados (UCHOA, 2004).

Br E

o

\TN/CH2® (e N/CHZG

sx\ 0o \CSX\O

LPSF/GQ-54 LPSF/GQ-56

Figura 19 - Estrutura dos intermediarios 3-(2-bromo-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-54),
3-(3-flaor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-56)

Os derivados 3-(2-bromo-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-54) e 3-
(3-fluoro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-56) foram obtidos através de
uma reacdo de N-alquilacdo, ou seja, ocorreu uma substituicdo nucleofilica de
segunda ordem (SN,) na posicdo 3 do nucleo tiazolidina-2,4-diona como

demonstrado no esquema 7.
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R

_H O _CH
o R S R e
=0 NaOH s>§o

R=Br, F

Esquema 7 - Mecanismo de N-alquilagédo dos derivados da série 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona

O hidrogénio, ligado ao atomo de nitrogénio, atuou como um acido fraco.
Dessa forma, foi possivel ser suprimido pela base e ocorrer a formacéo do sal.
Este se comportou como um agente nucleofilico que péde reagir com o haleto
de alquila (FINKBEINER, 1965).

4.2.3 - Método Geral de Sintese dos Esteres 2-Ciano-3-fenil-acrilatos de
etila (LPSF/IP)

Em um baldo de fundo redondo acoplado a um sistema Dean-Starck
foram adicionados benzaldeidos substituidos, cianoacetato de etila, piperidina
como catalisador e tolueno como solvente. A mistura foi aquecida a 110 °C e
os cristais foram obtidos, apos evaporacao dos solventes (Figura 20) (COPE et
al.,, 1941). Os compostos obtidos (Figura 20) foram purificados por
recristalizacdes seguidas de lavagens com solventes adequados (OGATA e
TSUCHIDA, 1959 apud KABICKY, 1961; COUTO, 2006; PEREIRA, 2007).

CEN
@CHCCOCH2CH3
O

R

R, = Br, Cl, CgHs, OCH3, OCH,CgHs, SO,CH3

Figura 20 - Estrutura geral dos ésteres 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila (LPSF/IP)
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4.2.4 - Método Geral de Sintese dos Derivados Tiazolidinicos (LPSF/GQ)

Em baldo de fundo redondo acoplado a condesador adicionou-se
quantidades equimolares da tiazolidina-2,4-diona 3-substituida (LPSF/GQ) e
um éster 2-ciano-3-fenil-acrilato de etila (LPSF/IP), piperidina como catalisador
(8-10 gotas) e etanol (10 mL) como solvente. A mistura reacional foi aquecida a
60°C e a progressédo da reacao foi acompanhada por CCD. Os compostos
obtidos foram purificados através de lavagens sucessivas uma mistura

agua/etanol p.a.

A formacgéo da dupla exociclica no nucleo tiazolidindnico a partir do éster
de Cope ocorre através do seguinte mecanismo reacional: observa-se a
formacdo de um carbanion na posicao 5 da tiazolidina N-alquilada, seguido de
um ataque ao carbono B do éster cianocinamico através de uma reagédo de
Michael, conduzindo aos derivados 5-benzilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ) (LIBERMAN, 1948 apud LIMA, 1998; LO et al., 1953; PITTA et al.,
2003; SANTOS et al., 2005; MOURAO et al., 2005) (Esquema 8).

cN
I
N /CH2@ CH=C—-C—0-CHCHg
H =N o
BN R
N\

+

O
; L lo

H S

Ry =Br, F
R, = Br, Cl, CgHs, OCHgz, OCH,CgHs, SO,CHs

Esquema 8- Mecanismo de adigdo de Michael dos derivados da série 5-benzilideno-3-benzil-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ).
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4.2.4.1 - 3-(2-bromo-benzil)-5-(4-metdxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-92)

Br

o)
CHgoOCH S

C1gH14BrNO3S. Rdt: 69,15%. P.f. 188-189°C; 0,83 n-hex/AcOEt 7:3. IV (KB,
cm™): 1587 cm™*(CH=); 1687 cm™ (C=0); 1730 cm™(C=0); RMN *H (DMSO-ds,
300 Hz): 3,84 (s, OCHy); 4,85 (s, CHy); 7,14 (d, 2H, benzilideno, J= 8,99 Hz);
7,16 (dd, 1H, benzil, J=7,49 Hz); 7,26 (dt, 1H, benzil, J=1,19 Hz, J=7,49 Hz);
7,36 (dt, 1H, benzil, J=1,19 Hz, J=7,49 Hz); 7,64 (d, 2H, benzilideno, J= 8,99
Hz); 7,67 (dd, 1H, benzil, J=8,39); 7,96 (s, CH=).

4.2.4.2 - 5-(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-3-(2-bromo-benzil)-tiazolidina-
2,4-diona (LPSF/GQ-113B)

Br
(e}
e
N
s (e}

Va
CH

C1gH14BrNO3S. Rdt: 77,39%. P.f. 129-131°C; 0,7 n-hex/AcOEt 7:3. IV (KBr, cm’
1: 1587 cm™(CH=); 1687 cm™(C=0); 1738 cm™*(C=0); RMN *H (DMSO-ds, 300
Hz): 3,9 (s, OCHy); 4,85 (s, CHy); 7,16 (d, 1H, benzilideno, J=8,99 Hz); 7,19
(dd, 1H, benzil, J=7,19 Hz); 7,26 (dt, 1H, benzil, J=1,79 Hz, J=7,79 Hz); 7,36
(dt, 1H, benzil, J=1,19, J=7,49 Hz); 7,58 (d, 1H, benzilideno, J=2,39 Hz); 7,66
(dd, 1H, benzil, J=1,19 Hz, J=6,29 Hz); 7, 69 (dd, 1H, benzilideno, J=2,39 Hz,
J=6,29); 7,98 (s, CH=).

4.2.4.3 - 3-(2-bromo-benzil)-5-(3,4-dicloro-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-114)

Br

/ X\o
cl cH S
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C17H10BrCIoNO,S. Rdt: 44,45%. P.f. 170-172°C; 0,7 n-hex/AcOEt 7:3. IV (KBr,
cm™): 1609 cm™*(CH=); 1690 cm™*(C=0); 1738 cm™*(C=0); RMN *H (DMSO-ds,
300 Hz): 4,86 (s, CHy); 7,21 (dd, 1H, benzil, J=7,79 Hz); 7,26 (dt, 1H, benazil,
J=1,49 Hz, J=7,49 Hz); 7,36 (dt, 1H, benzil, J=2,09 Hz, J=8,39 Hz); 7,61 (dd,
1H, benzilideno, J=2,09 Hz, J=8,39 Hz); 7,67 (dd, 1H, benzil, J=7,79 Hz); 7,83
(d, 1H, benzilideno, J=8,69 Hz); 7,98 (d, 1H, benzilideno, J=2,09 Hz); 7,99 (s,
CH=).

4.2.4.4 - 5-(4-benziloxi-benzilideno)-3-(2-bromo-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/GQ-118)

Br

N—CH;

C24H1gBrOsNS. Rdt: 52%. P.f.160-162°C; 0,7 n-hex/AcOEt 7:3. IV (KBr, cm'l):
1595 cm™(CH=); 1673 cm™(C=0); 1738 cm™*(C=0); RMN 'H (DMSO-ds, 300
Hz): 4,85 (s, CHy); 5,21 (s, OCHy); 7,16 (dd, 1H, benzil, J=7,49Hz); 7,21 (d, 1H,
benzilideno, J=8,99 Hz); 7,25 (dt, 1H, benzil, J=1,19 Hz, J=7,79 Hz); 7,36 (dt,
1H, benzil, J=2,39 Hz, J=7,79 Hz); 7,34-7,48 (m, 5H, benzilideno); 7,64 (d, 2H,
benzilideno, J=8,99 Hz); 7,68 (dd, 1H, benzil, J=1,19 Hz, J=7,79 Hz); 7,95 (s,
CH=).

4.2.4.5 - 3-(3-fluor-benzil)-5-(4-metilsulfonil-benzilideno)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/GQ-57)

F

O\ NCHZ@
o)
I Vs Sx\o
HaC—$ CH

o

C18H14FNO4S,. Rdt: 31%. P.f. 207-207°C; 0,7 CHCIs/CH3OH 95:5. IV (KBr, cm”
H: 1598 cm™(CH=); 1695 cm™(C=0); 1764 cm™*(C=0); RMN *H (DMSO-ds, 300
Hz): 3,32 (s, CHy3); 4,83 (s, CHy); 7,19 (dt, 2H, benzil, J=1,19 Hz, J=8,69 Hz);
7,36-7,41 (m, 2H, benzil); 7,88 (d, 2H, benzilideno, J=8,39 Hz), 8,04 (s, CH=);
8,06 (d, 2H, benzilideno, J=8,39 Hz).
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4.2.4.6 - 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(3-fldor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-59)

F
oo
mOCH/ Sxo

C17H1:CIFNOS. Rdt: 76%. P.f. 143-145°C; 0,7 n-hex/AcOEt 7:3. IV (KBr, cm™):
1609 cm™(CH=); 1677 cm™(C=0); 1730 cm™*(C=0); RMN *H (DMSO-ds, 300
Hz): 4,92 (s, CHy), 7,97 (s, CH=), 8,62 (dt, 2H, benzil, J=2,09 Hz, J=8,69 Hz),
7,40-7,35 Hz (m, 2H), 7,62 (d, 2H, benzilideno, J=8,99 Hz), 7,67 (d, 2H,
benzilideno, J=8,69 Hz).

4.2.4.7 - 5-(5-bromo-2-metodxi-benzilideno)-3-(3-fluor-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/GQ-60)

F
o
/ X\o
cH S

Br

C1gH13BrFNO3S. Rdt: 67%. P.f. 135-136°C; 0,66 n-hex/AcOEt 7:3. IV (KBr, cm’
1: 1603 cm™(CH=); 1685 cm™(C=0); 1738 cm™*(C=0); RMN *H (DMSO-ds, 300
Hz): 3,89 (s, OCH3); 4,81 (s, CHy); 7,15 (d, 1H, benzilideno, J= 8,99 Hz); 7,19
(dt, 2H, benzil, J=1,19 Hz, J= 8,69 Hz); 7,39-7,34 (m, 2H, benzil); 7,55 (d, 1H,
benzilideno, J=2,39 Hz); 7,67 (dd, 1H, benzilideno, J=2,69 Hz, J=8,99 Hz); 7,97
(s, CH=).

4.2.4.8 - 5-(3-bromo-4-metoxi-benzilideno)-3-(3-flior-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/GQ-61)

F

o
Br D NCHZ@
PN
/g Yo
CH30 CH
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C1gH13BrFNO3S. Rdt: 57%. P.f. 150-151°C; 0,7 n-hex/AcOEt 7:3. IV (KBr, cm'l):
1587 cm™(CH=); 1673 cm™(C=0); 1730 cm™*(C=0); RMN 'H (DMSO-ds, 300
Hz): 3,97 (s, OCH3); 4,81 (s, CHy); 7,17 (dt, 2H, benzil, J=1,19 Hz, J=8,69 Hz);
7,30 (d, 1H, benzilideno, J=8,69 Hz); 7,39-7,34 (m, 2H, benzil); 7,64 (dd, 1H,
benzilideno, J=2,09 Hz, J=8,69 Hz), 7,91 (d, 1H, benzilideno, J=2,09 Hz); 7,92
(s, CH=).

4.2.4.9 - 5-(3-bromo-4-fenil-benzilideno)-3-(3-flaor-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF-GQ-62)

Os. N—CH,

JN
e

C1gH13BrFNO3S. Rdt: 59%. P.f. 157-159°C; 0,7 n-hex/AcOEt 7:3. IV (KBr, cm'l):
1603 cm™(CH=); 1681 cm™(C=0); 1738 cm™*(C=0); RMN 'H (DMSO-ds, 300
Hz): 4,84 (s, CHy); 7,19 (dt, 2H, benzil, J=1,19 Hz, J=8,99 Hz); 7,42-7,53 (m,
2H, benzil); 7,44-7,53 (m, 3H, benzilideno); 7,74 (d, 2H, benzilideno, J=8,39
Hz); 7,72-7,77 (m, 2H, benzilideno); 7,88 (d, 2H, benzilideno); 8,02 (s, CH=).

4.2.4.10 - 3-(3-fluor-benzil)-5-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/GQ-64)

F

O
/g Yo
CH30 CH

CH30

C20H1gBrFNOsS. Rdt: 54%. P.f. 108-112°C; 0,7 n-hex/AcOEt 7:3. IV (KBr, cm™):
1609 cm™(CH=); 1688 cm™(C=0); 1738 cm™*(C=0); RMN 'H (DMSO-ds, 300
Hz): 3,32-3,34 (s, OCH3); 4,82 (s, CH,); 7,18 (dt, 1H, benzil, J=8,69 Hz); 7,35-
7,40 (m, 1H, benzil); 7,48-7,53 (m, 1H, benzil); 7,66 (dd, 1H, benzil, J=7,0 Hz);
7,86 (d, 2H, benzilideno, J=1,79 Hz); 7,96 (s, CH=).
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Parte Biologica

5 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA DOS DERIVADOS
TIAZOLIDINONICOS (LPSF/GQ)

5.1- Modelo do Air-pouch Inflamatério Induzido por Carragenina

Caracterizado pela injecado subcutanea de carragenina, o “air-pouch” tem
sido utilizado para estimar os efeitos antiinflamatérios de drogas como um
excelente modelo de inflamac&o aguda. A resposta inflamatdria deste método
pode ser presumida pela migracdo de leucdcitos polimorfonucleares e pela
participacdo de varios mediadores quimicos inflamatérios, como os
leucotrienos e prostaglandinas (MORIKAWA et al., 2003; KOO et al., 2006).

O estimulo inflamatério deste modelo experimental é induzido pela
carragenina, agente utilizado para avaliar o efeito antiinflamatorio de AINES,
assim como, a investigacdo de novos compostos sintetizados (SULEYMAN e
BUYUKOKUROGLU, 2001; CUZZOCREA et al., 2004). Diversos trabalhos sdo
realizados com esse tipo de protocolo experimental, onde se destaca a atuacao
da carragenina como indutora inflamatéria e a participacdo dos mediadores

envolvidos na resposta inflamatéria.

Romano e colaboradores (1997) realizaram um trabalho com o objetivo
de investigar o papel das citocinas, em particular o TNF-a, durante a fase
priméria da inflamacdo aguda. No mesmo estudo também foi analisada a
relacdo entre esses mediadores e o tempo de curso da migracdo de células
juntamente com a producdo de prostaglandinas. Os resultados indicaram a
presenca de TNF-a como também a migracdo de leucdcitos paralela a

producao de prostaglandinas.
Estudo realizado por Palaska e colaboradores (2002), onde a atividade

antiinflamatéria de compostos 1-aciltiosemicarbazidas, 1,3,4-oxadiazéis, 1,3,4-

tiadiazois e 1,2,4-tiazol-3-tionas foram avaliadas, demonstrando que o air-

SILVA, J.C. 66



pouch induziu os estimulos inflamatérios de maneira elevada por meio da

carragenina.

Passos e colaboradores (2007), também ressaltam o modelo
inflamatorio do air-pouch induzido por carragenina, com eficacia na migracao
de neutrdfilos e sugerem ser uma valiosa ferramenta na avaliacdo de novas

drogas anti-artrite.

Dessa forma, o modelo do air-pouch induzido por carragenina foi
definido como protocolo experimental para a avaliacdo antiinflamatéria dos
derivados tiazolidinicos da série LPSF/GQ.

5.2- Metodologia

Para realizacdo da atividade biol6gica foram utilizados camundongos
albinos sui¢cos machos e fémeas, variedade Mus musculus, com cerca de 60
dias, pesando aproximadamente 25-30g. Os animais foram adquiridos no
Biotério do Departamento de Antibioticos/UFPE. Os mesmos foram mantidos
em jejum de 12 horas antes do experimento em temperatura aclimatada entre
25°C * 2° C, fotoperiodo de 12/12 horas e agua ad libitum. Os experimentos
foram executados segundo as diretrizes aprovadas pela Comissdo de Etica
para Experimentos com Animais/UFPE (Processo n° 23076.002131/2007-28).

No primeiro dia, injetou-se 2,5 mL de ar estéril da camara de fluxo
laminar no dorso do animal, repetindo-se o procedimento apds 72 horas. No
sétimo dia do ensaio foram administrados os compostos em estudo por via oral.
Apos uma hora da administracao foi injetado 1 mL de solucéo de carragenina a
1 % (p/v) dentro do air-pouch (Figura 21). Decorridas 6 horas apos a aplicacédo
da carragenina, os animais foram eutanasiados. Em seguida, as bolsas foram
lavadas com 3 mL de solugcé&o tampéo de PBS contendo (0,1 %) EDTA como
liquido de arraste (Figura 22). O exudato foi previamente diluido em solucéo de
Turk, e entdo realizada a contagem dos leucoécitos polimorfonucleares em
camara de Neubauer (ROMANO et al., 1997). Os animais, divididos em grupos
de 8, receberam doses de 3 mg/Kg das substancias testadas e o grupo
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controle negativo recebeu o veiculo. As primeiras doses testadas consistiram
em 3 mg/Kg. Em seguida, os compostos que apresentaram atividade maior que
50% de inibicdo inflamatoria foram avaliados nas doses de 0,03 mg/Kg, 0,3

mg/Kg e 30 mg/Kg a fim de verificar a curva dose-resposta.

Figura 21 - Formacéo do air-pouch inflamatério e administracdo de 1 ml de carragenina (1%)

e

Figura 22 — Coleta do exudato inflamatério
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5.3-Resultados e Discussodes

Os caélculos para atividade antiinflamatoria das substancias testadas
(Tabela 4) foram realizados de acordo com a férmula: Inibicdo Inflamatéria (%)
=[(n - n’)/n] x 100. Onde n e n’ indicam a média de n = 8 animais da quantidade
de células contadas nos grupos controle e teste, respectivamente (PALASKA et
al., 2003).

Tabela 4 — Atividade antiinflamatdria apresentada pelos derivados da série LPSF/GQ

30 7,6 x10° 6,72+ 0,9 83
LPSF/GQ-57 3-F  4-SO,CH; 3 7,6x10° 16,8+ 0,8 57
ED50=2.1

0,3 7,6x107 292+1,1 25

LPSF/GQ-59 3-F 4-Cl 3 8,6 x 10°® 21,05+ 1,1 46

LPSF/GQ-60 3-F 5-Br, 3 7,1x10° 16,23+ 0,7 58
2-OCH,

LPSF/GQ-61 3-F 3-Br, 3 7,1x10° 29,66 + 4,6 24
4-OCH;

LPSF/GQ-64 3-F  3,4,5-OCH; 3 7,4%x10° 23,86+1,4 39

3 10,5 x 10°® 14,80 + 2,1 62

LPSF/GQ-92 2-Br 4-OCH, 0,3 10,5 x 107 26,91+ 5,1 31

ED50=1,41

0,03 10,5 x 10°® 31,42+1,4 19

30 6,2 x 10° 5,51 + 2,0 86

LPSF/GQ-113B 2-Br 5-Br, 3 6,2 x 10° 13,17+1,0 66
EDs,=0,3 2-OCHj,

0,3 6,2x 10" 20,16 + 1,7 48

Rosiglitazona 3 8,8x10° 10,98 + 2,0 72

Controle negativo - - - - 39,06 + 3,0 -

Os valores apresentados séo estatisticamente significativos para o intervalo de confianca de
95% (ANOVA, teste de Bonferrori). PMN = Leucdcitos polimorfonucleares.
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Os derivados tiazolidinicos (LPSF/GQ-57, LPSF/GQ-59, LPSF/GQ-60,
LPSF/GQ-61, LPSF/GQ-64, LPSF/GQ-92 e LPSF/GQ-113B) que foram
testados apresentaram uma resposta antiinflamatoéria, com um percentual de
inibicdo de migracdo de PMN com variacdo de 24 a 66% na dose de 3 mg/kg.
Dessa forma, podemos comprovar que 0s compostos tiazolidinicos sintetizados
neste trabalho possuem carater inibidor da resposta inflamatéria induzida por

carragenina.

Cuzzocrea e colaboradores (2004) avaliaram a rosiglitazona como
ativadora de PPARy em modelos inflamatérios de pleurisia e edema de pata
induzido por carragenina. Foi concluido que o derivado tiazolidinico atenuou o
desenvolvimento do grau de inflamacdo aguda e reduziu, via PPARy, a

liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, INOS e COX-2.

Conforme os resultados obtidos todos os derivados apresentaram
atividade bioldgica, onde se destacaram com melhores percentuais de inibicéo
da atividade inflamatéria os compostos LPSF/GQ-113B (66%), LPSF/GQ-92
(62%), LPSF]GQ-60 (58%) e LPSF/GQ-57 (57%) (Figura 23) na dose de 3
mg/Kg (Grafico 1).
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LPSF/GQ-57 LPSF/GQ-113B

Figura 23 — Estruturas quimicas dos derivados LPSF/GQ-57, LPSF/GQ-60,
LPSF/GQ-92 e LPSF/GQ-113B
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Gréfico 1- Resultados observados na dose de 3 mg/Kg

Estudos de SAR (Relacdo Qualitativa Estrutura Quimica / Atividade
Biologica) tém demonstrado que o substituinte CH3SO, representa uma
colaboracéo significativa para atividade antiinflamatéria (NAVIDPOUR et al.,
2006). Chen e colaboradores (2005) em um trabalho utilizando carragenina
como agente indutor da inflamacdo, apresentaram derivados com o
grupamento CH3SO, com potencial acdo antiinflamatoria. Assim, observamos
que o derivado 3-(3-flior-benzil)-5-(4-metilsulfonil-benzilideno)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/GQ-57) que possui o CH3SO, se destacou por apresentar
atividade de inibicdo migratdria celular de 57% na dose de 3 mg/Kg (Figura 24).

Dessa forma, o resultado obtido com esse derivado estd de acordo com a

literatura.

Figura 24 — 3-(3-fldor-benzil)-5-(4-metilsulfonil-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-57)
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O composto 5-(5-bromo-2-metoéxi-benzilideno)-3-(3-fluor-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-60) revelou ser mais ativo na dose de 3 mg/Kg
na inibicdo (58%) da migracao celular que o composto 5-(3-bromo-4-metoxi-
benzilideno)-3-(3-fldor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-61) (Figura 25),
onde foi observada uma reducdo da inibicdo inflamatoria (24%). Para esse
resultado, propomos que 0s substituintes 5-bromo-2-metéxi no grupamento

benzilidénico contribui positivamente para a atividade antiinflamatoria.
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IS T~
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S

LPSF/GO-60 LPSF/GO-61

Figura 25 - Analogos da série 5-benzilideno-3-(3-flior-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

Para o composto LPSF/GQ-92, o radical 4-OCH3; se mostrou relevante para o
aumento da inibicdo (62%) migratoria celular. Um estudo realizado por Ottana e
colaboradores (2005) demonstrou que o substituinte 4-OCHgz na posi¢céo para
do grupamento benzilidénico do derivado 5-(4-metdxi-benzilideno)-2-fenilimino-
3-propil-tiazolidina-2,4-diona possui considerada contribuicdo para acéo

antiinflamataéria (Figura 26).
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Figura 26 - Compostos 3-(2-bromo-benzil)-5-(4-metéxi-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-

92) e 5-(4-metoxi-benzilideno)-2-fenilimino-3-propil-tiazolidina-2,4-diona
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o

composto

5-(5-bromo-2-metéxi-benzilideno)-3-(2-bromo-benzil)-

tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-113B) (Figura 27) se sobressaiu entre os
outros derivados testados na dose de 3 mg/Kg demonstrando a melhor

atividade antiinflamatoria com percentuais de inibicdo de migracao celular de
48%, 66% e 86%, nas doses de 0,3 mg/Kg, 3 mg/Kg e 30 mg/Kg,

respectivamente (Grafico 2). Também observamos que o derivado LPSF/GQ-

113B revelou atividade antiinflamatéria semelhante ao composto padrdo, a

rosiglitazona, que alcancou um nivel de inibicdo da migracao celular de 72% na

mesma concentra(;éo.

Br

Figura 27 - Composto 5-(5-bromo-2-meto6xi-benzilideno)-3-(2-bromo-benzil)-tiazolidina-
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5e (30 mg/Kg)
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Gréfico 2 — Resultados observados em doses de 0,03 mg/Kg, 0,3 mg/Kg,

3 mg/Kg e 30 mg/Kg
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A substituicdo do radical 3-flior-benzil pelo grupamento 2-bromo-benzil
na posicdo 3 do nucleo tiazolidina-2,4-diona no derivado de mesmo
grupamento benzilidénico (LPSF/GQ-60), nos conduzindo ao composto
LPSF/GQ-113B (Figura 28), demonstrou um aumento da inibicdo migratoria
celular quando testados na dose de 3 mg/Kg. Esse resultado provavelmente
demonstra a influéncia do &atomo de fllor para reducdo da atividade
antiinflamatéria devido ao seu carater mais hidrofilico por possuir volume
atbmico semelhante ao hidrogénio. Diferentemente do grupamento 2-bromo
gue possui maior capacidade de transporte trans-membrana, por apresentar
maior carater de hidrofobicidade (THOMAS, 2003).

° o O
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Figura 28— Substituicdo do grupamento benzilico nos derivados da série 5-(5-bromo-2-metoxi-

benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que oS compostos
testados nas doses de 0,3 mg/Kg, 3 mg/Kg e 30 mg/Kg (LPSF/GQ-92 e
LPSF/GQ-113B) e o derivado LPSF/GQ-92 que foi testado em doses de 0,03
mg/kg, 0,3 mg/Kg e 3 mg/Kg, sdo dose-dependentes, uma vez que O
percentual de inibicdo da migragéo celular aumentou com o aumento da dose

administrada.

Os resultados obtidos séo significativos, visto que todos os compostos
testados possuem atividade antiinflamatéria. Contudo, estudos mais
aprofundados sdo necessarios, 0 que ndo nos permitem sugerir um mecanismo

de acao antiinflamatério para esses derivados.

SILVA, J.C. 74



Conclusées

SILVA, J.C. 75



Conclusées

6-CONCLUSOES

Nesse estudo, foram obtidos dez novos compostos tiazolidinicos 3,5-
disubstituidos das séries 5-benzilideno-3-(2-bromo-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ) e 5-benzilideno-3-(3-fluor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ)

apresentando na ultima etapa rendimentos que variaram entre 31 e 77%.

Todos os compostos tiveram suas estruturas comprovadas pela analise

de seus espectros de RMN'N e I.V.

Foram realizadas a atividade antiinflamatéria dos sete compostos
tiazolidinicos  selecionados:  3-(3-flior-benzil)-5-(4-metilsulfonil-benzilideno)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-57); 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(3-flior-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-59); 5-(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-3-(3-fldor-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-60); 5-(3-bromo-4-metdxi-benzilideno)-3-
(3-flior-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-61); 3-(3-flior-benzil)-5-(3,4,5-
trimetoxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-64); 3-(2-bromo-benzil)-5-
(4-metoxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-92); 5-(5-bromo-2-metoxi-
benzilideno)-3-(2-bromo-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-113B).

A atividade antiinflamatéria foi investigada no modelo de air-pouch
induzido por carragenina em camundongos. Os resultados demonstraram que
0S compostos apresentaram carater inibidor da resposta inflamatoria induzida
por carragenina com percentuais de inibicdo de migracao celular entre 24 e
66% na dose de 3 mg/kg.

Os derivados LPSF/GQ-60, LPSF-GQ-57, LPSF/GQ-92 e LPSF/GQ-
113B se sobressairam dentre os outros testados, visto que apresentaram
atividade superior a 50% de inibicdo da migracéo leucocitaria. Destacamos que
0 composto LPSF/GQ-60 apresentou atividade antiinflamataéria
significativamente superior a observada ao derivado LPSF/GQ-61. O composto

LPSF/GQ-113-B demonstrou ser o mais ativo com percentual de 66% de
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inibicdo da migracao celular. Sugerimos que o derivado mencionado demonstra
a contribuicdo do atomo de bromo em posi¢cdo orto no grupamento benzilico,
diferentemente do composto LPSF/GQ-60 que apresentou uma moderada

reducao da atividade antiinflamatoria.

Dessa forma, as caracteristicas estruturais dos derivados das seéries
LPSF/GQ-54 e LPSF/GQ-56 contribuiram consideravelmente para a acao
antiinflamatdria. Os resultados obtidos por essas séries sdo de fundamental
importancia para comprovacdo do potencial antiinflamatério dos derivados

tiazolidinicos 3,5-dissubstituidos.
No entanto, ndo podemos sugerir nenhum mecanismo de acdo dos

derivados testados nesse estudo, uma vez que sdo necessarios estudos

complementares.
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Perspectivas

7-PERSPECTIVAS

Temos como perspectivas estudos mais especificos a fim de elucidar o
mecanismo de acdo dessas novas tiazolidinas-2,4-dionas. Em paralelo, faz-se
necessario a realizacdo de ensaios farmacologicos de analgesia, toxicidade
aguda e mensuracdo de mediadores antiinflamatérios com o objetivo da
otimizacdo dessa série de compostos. Dessa forma, poderemos contribuir para
obtencdo de novos compostos tiazolidinicos candidatos a farmacos

antiinflamatdrios mais especificos e menos toxicos.
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Anexos

9- ANEXOS

Anexo 1 — Espectro de RMN'H do derivado LPSF/GQ-57

£11zabetn

Amostra GQ-S7
Solicitacao N. 01031_15
30.03.06 UFPE

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: DNSO

Aabient temperature
UNITYplus-300 “UFPEu300*

Pulse 45.0 degrees
time 3.744 sec
Hz

128 repetitions
OBSERVE _ Hi, 29!
SSinG

FT size 65536
Total time 31 min, 17 sec

9.9547909 Mz

Jultana Gruz
Amostra G0-59
Solicitacao K. E0707_87
05.12.06 UFPE

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: DMSQ

Ambient temperature
UNITYplus-300 “UFPEU300"

Puise 45.0 degrees
Acg. time 3.744 sec
Width 5000.0 Hz
32 repetitions
B H1, 299.9547874 MH2
DATA PROCESSING
FT size 65536
Total time 2 min, 0 sec
s £
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Anexo 3 — Espectro de RMN*H do derivado LPSF/GQ-60

Cleiton
Amostra GQ-60
Solicitacao N. D1031_51
29.05.06 UFPE

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: DHSO

Ambient temperature
UNITYplus-300 “UFPEu300*

Pulse 45.0 degrees
ec

50 repetitions

OBSERVE _ H1, 289.8547879 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.3 Hz

FT size 65536

Total time 5 min, 0 sec

e
L

8 . 7

[ —— -
11.72 B.20 20.28
11.

1012.26

Cleiton
Amostra GO-61
Solicitacao N. 0103147
29.05.06 UFPE

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: ONSO

Anbient temperature
UNITYplus-300 “UFPEU300"

Pulse 45.0 degrees
Acg. time 3 sec

OATA PROCESSING
FT size 65536
Total time 2 min, 0 sec
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Anexo 5 — Espectro de RMN'H do derivado LPSF/GQ-62

Clsiton
Amostra GQ-52
Solicitacao N. D1031_50
29.05.06 UFPE

Pulse Sequence: s2pul N—CH,
Solvent: DHSO
Ambient temperature
UNITYplus-300  “UFPEu300" VY \O
Pulse 45.0 degrees S
Acq. 3074 CH

L0 H

Hi, 299.9547879 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.3 Hz

FT siza 6S

Total time 4 min, 0 sec

Clevton

Amostra GO-61
solicitacao N. DI031_S3
06.07.06 UFPC

Pulse Sequence: sZpul

Solvent: DMSD

Ambient temperature

UNITYplus-300 “UFPEu3N0" CH30

Pulse 5.0 degrees

cq.
Siw
98 repetitions CH30
QBSERVE _ H1, 289.8547699 NHz
DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time & min, 0 sec

CH40
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Anexo 7 — Espectro de RMN'H do derivado LPSF/GQ-92

eila
Amostra GQ-92
solicitacao N. 01201_17
20.03.06 UFPE
Pulse Sequence: s2pul
Solvent: DNSO

ient temperature
UNITYplus-300 “UFPEU300"

Pulse 45.0 degrees
<

Hz
of

ns
299.9547923 Mz
NG

536
Total time 5 min, 0 sec

Etiene >
heostra Go-113 £
Solicitacao N. D1121_43
25.04.06 UFPE

Pulse Sequence: sZpul
Solvent: DHSC

Ambient temperature
UNITYplus-300 “UFPEU300"

Pulse 45.0 degrees
me 3.744 sec
.0 Hz
160 repetitions
OBSERVE  HI, 283.3547871 WHZ
DATA PROCESSING
FT size 65536
Total time 31 min, 17 sec

v
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Anexo 9 — Espectro de RMN*H do derivado LPSF/GQ-114

jene
Amostra GQ-114
Solicitacao N. D1121_44
25.00.06 UFPE

Pulse Segquence: s2pul
Scnvunt OMSO

ient temperature
uNIT\’pIus—soa “UFPEU300"

Pulse 45.0 degrees
Acg. time 3.744 sec
Widin"s000.0 Hz
1:2 repetition:
OBSERVE  H1, 299 9547880 MHz

DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 31 min, 17 sec

Paula Fernanda
Amostra GQ-118
Solicitacao N. 01121_38
27.04.08 UFPE

Pulse Sequence: szpul
Solvent: DMSO

Aabient temperature
File: D1121_38.
UNITYplus-300 “rpeuzoan

Pulse 45.0 degrees
Acq. time 3.744 sec
Width 5000.0 Hz
128 repetitions
L} \Z99-9547099 hz

5
Total time 31 min, 17 sec
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Anexo 11 — Espectro de Infravermelho do derivado LPSF/GQ-57
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Anexo 12 — Espectro de Infravermelho do derivado LPSF/GQ-59

Y Axis Title
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Anexo 13 — Espectro de Infravermelho do derivado LPSF/GQ-60

3661,5156
817,66992

1253,50342

@
=
o
x
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>-

ocHy’ 1339,6416
JBN '

QCH

Br

168547998
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3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NUBERS

Anexo 14 — Espectro de Infravermelho do derivado LPSF/GQ-61

Y Axis Title

0,0 +
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Anexo 15 — Espectro de infravermelho do derivado LPSF/GQ-62

Y Axis Title

0,9 -
0,8 i
07-
0,6 i
0,5 i
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0,3 i
02-

0,1 -
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Anexo 16— Espectro de Infravermelho do derivado LPSF/GQ-64

Y Axis Title
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Anexo 17 — Espectro de Infravermelho do derivado LPSF/GQ-92
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Anexo 18 — Espectro de Infravermelho do derivado LPSF/GQ-113B

Y Axis Title
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Anexo 19 — Espectro de Infravermelho do derivado LPSF/GQ-114

480,8:

| 74695947
083,79834

3063,69092 4679492

[
=
2
x
<
>

1373,06836

1690,62256

0,0 T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NUBERS

Anexo 20 — Espectro de Infravermelho do derivado LPSF/GQ-118

22885695996

Y Axis Title
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