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RESUMO

O processo inflamatério tem sido uma importante causa de morbidade e mortalidade humana,
tornando-se objeto de estudos experimentais que procuram avaliar o papel dos diversos
mediadores envolvidos na resposta inflamatoria. Nesse contexto, a busca por novas moléculas
revelou o potencial antiinflamatorio dos derivados tiazolidinicos, grupo de moléculas
estruturalmente relacionadas caracterizados pelo anel tiazolidinico. Tais moléculas tém o
receptor ativado por proliferadores de peroxissomos gama (PPARy) como principal alvo
bioldgico. Neste trabalho foram descritos a sintese e as caracteristicas fisico-quimicas de
novos derivados tiazolidindnicos-3,5-dissubstituidos da série quimica LPSF/GQ: o LPSF/GQ-
138 (3-(3-fluor-benzil)-5-(4-metodxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona) e o LPSF/GQ-140 (3-
(3-flaor-benzil)-5-(4-metil-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona) obtidos a partir da reacdo de
adicdo de Michael entre a 3-(3-fldor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-56) com
derivados 3-fenil-2-ciano-acrilatos de etila substituidos (LPSF/IP-6 e LPSF/IP-15). Ambos os
compostos sintetizados tiveram suas estruturas quimicas elucidadas por espectroscopia de
infravermelho (1V) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMNN). Em seguida foi
investigada a atividade antiinflamatdria dos compostos sintetizados no ensaio da peritonite
induzida por carragenina 1% onde foram escolhidas as doses 0,37; 1,11; 3,33 e 10 umol/kg e
o farmaco de referéncia indometacina na dose de 28 umol/kg, apresentando inibicdo da
migracédo celular num percentual variando de 45,7 a 71,0% para 0s compostos e 54,3% para a
indometacina. Foi realizada ainda a avaliacdo da atividade antinociceptiva através do teste de
contorgdes abdominais induzidas por acido acético 1% e do teste da formalina utilizando-se a
melhor dose encontrada no ensaio da peritonite (10 pumol/kg). No teste de contorcdes
abdominais os compostos LPSF/GQ-138 e LPSF/GQ-140 apresentaram percentuais de
inibicdo de 32,2 % e 20,8 % respectivamente, em comparagdo com a dipirona na dose de 450
umol/kg (50,2%). No teste da formalina, foram obtidos percentuais de inibicdo para o
LPSF/GQ-138 na 1% e 22 fases do teste de 33,3 % e 59,5 % respectivamente e para 0
LPSF/GQ-140 na 12 e 22 fases do teste de 24,0 % e 42,4 % respectivamente, em comparacao

com a dipirona na dose de 450 umol/kg (42,9% e 83,4%, respectivamente).

Palavras—chave: Atividade antiinflamatéria.  Atividade antinociceptiva.  Derivados

tiazolidinicos. Peritonite. PPAR gama.
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ABSTRACT

The inflammatory process has been an important cause of morbidity and mortality human,
becoming the object of experimental studies that search to elucidate the role of various
mediators involved in inflammatory response. In this context, the search for new molecules
revealed the anti-inflammatory potential of thiazolidine derivatives, a structurally related
group of molecules characterized by a thiazolidine ring. These molecules have the peroxisome
proliferator activated receptors gamma (PPARY) as the main biological target. In this work
were described the synthesis and the physicochemical features of a new thiazolidinic
derivatives-3,5-disubstituted of the chemical series LPSF/GQ: the LPSF/GQ-138 (3-(3-fluor-
benzyl)-5-(4 -methoxy-benzylidene)-thiazolidine-2,4-dione) and LPSF/GQ-140 (3-(3-fluor-
benzyl)-5-(4-methyl-benzylidene)-thiazolidine-2,4-dione) compounds obtained starting from
the Michael addition reaction among the 3-(3-fluor-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione
(LPSF/GQ-56) with substituted derivatives of 3-phenyl-2-cyano-substituted ethyl acrylates
(LPSF / 1P-6 and LPSF/IP-15). All the synthesized compounds had their chemical structures
elucidated by infrared spectroscopy (IR), nuclear magnetic resonance (1H NMR) and mass
spectroscopy (MS). Then were investigated the anti-inflammatory activity of compounds
synthesized in peritonitis induced by carrageenan 1% test where were chosen the 0,37; 1,11;
3,33 and 10 mmol / kg doses and the reference drug indomethacin on 28 mmol / kg dose,
achieving an cellular migration inhibition variating from 45,7 to 71,0% for the compounds
and 54,3% for indomethacin. The evaluation of antinociceptive activities were been realized
through the abdominals contort induced by acethic acid 1% and formalin test, using the dose
that achieve the most inhibition percentual of inflammation on the peritonitis assay (10
umol/kg). On the abdominals contort test the compounds LPSF/GQ-138 and LPSF/GQ-140
achieve inhibition percentuals of 32,2 % and 20,8 %, respectively against 50,2% of the
dypirone on 450 umol/kg dose. On the formalin test were obtained inhibitions percentuals of
33,3 % e 59,5 % for first and second phases of test, respectively for the LPSF/GQ-138 and
24,0 % e 42,4 % for first and second phases of test respectively for the LPSF/GQ-140 in
comparison with dypirone (42,9% and 83,4%, respectively).

Key words: Antiinflammatory activity. Antinociceptive activity. Thiazolidine derivatives.

Peritonitis. PPAR gamma
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1. Introducéo

A inflamacdo pode ser definida como uma resposta bioldgica defensiva de tecidos
vasculares que induz profundas adaptac6es fisiologicas ao organismo na tentativa de limitar
e/ou reverter o dano tecidual induzido por agentes irritantes bioldgicos, quimicos ou
mecanicos (CUZZOCREA, 2005; PAULINO et al., 2009). Durante o processo inflamatorio,
ocorre 0 encaminhamento de leucdécitos a lesdo e ativacdo posterior para que desempenhem
suas funcdes normais de defesa do hospedeiro (RANG, DALE & RITTER, 2003; KUMAR,
ABBAS & FAUSTO, 2005). Tal fenbmeno é a caracteristica mais importante da reacao
inflamatoria, vindo a constituir-se no verdadeiro elemento do processo. Entretanto, leucdcitos
podem prolongar a inflamacdo e aumentar o dano tecidual pela liberacdo de enzimas,
mediadores quimicos e radicais livres, que sdo toxicos para os tecidos (RANG, DALE &
RITTER, 2003). Nesse contexto, na tentativa de minimizar os efeitos indesejaveis do processo
inflamatorio, surgiram os antiinflamatdrios nao esteroidais (AINES) a partir da obtencdo da
aspirina (acido acetilsalicilico). Posteriormente surgiu uma série de moléculas tendo como
mecanismo de acdo a inibicdo da sintese de prostaglandinas através do bloqueio da enzima
cicloxigenase (COX). Porém apesar de serem eficazes no combate aos sintomas da
inflamacdo ainda contam com efeitos indesejaveis significativos. Partindo deste principio,
tem-se buscado novas estratégias para o tratamento da inflamacdo com menores efeitos
adversos através da pesquisa voltada a sintese e aplicacdo de novos agentes terapéuticos
(PAULINO et al., 2009; SERHAN, 2007). Desse modo este trabalho teve por objetivo
principal contribuir com a pesquisa de novos agentes antiinflamatdrios e/ou antinociceptivos
mais especificos e menos toxicos, melhorando o tratamento de diferentes desordens
inflamatdrias e possibilitando o desenvolvimento de alternativas terapéuticas mais eficazes
que as atuais drogas antiinflamatorias através da avaliacdo das atividades antiinflamatéria e
analgésica dos compostos sintetizados em modelo de inflamacéo aguda e de indugéo do efeito

nociceptivo.

Lins, T.U.L.
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2. Justificativa

Uma vez que a inflamagéo tem sido uma importante causa de morbidade e mortalidade
humana, o processo inflamatério tem sido objeto de diversos estudos experimentais que
procuram avaliar o papel dos mediadores envolvidos na resposta inflamatéria como
histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas, citocinas e éxido nitrico. Nesse sentido
tem-se buscado novas moléculas que inibam o processo inflamatério produzido por agentes
flogisticos quimicos j& conhecidos como lipopolissacarideos, carragenina, formalina,
zimozan, dentre outros (CUZZOCREA, 2005; PAULINO et al., 2009).

A pesquisa voltada a sintese e aplicacdo de novos agentes antiinflamatérios fator que
contribui para a descoberta de novas estratégias para o tratamento da inflamacdo com menores
efeitos adversos, uma vez que as principais drogas utilizadas no tratamento da inflamacdo e
dor sdo as drogas antiinflamatdrias ndo esteroidais (AINES) conhecidas ndo apenas pelos seus
diversos mecanismos de acdo baseados no blogueio/antagonismo de vias de mediadores pré-
inflamatorios envolvidos na iniciagdo de uma resposta inflamatdria aguda tais como a inibicdo
da ciclooxigenase e lipooxigenase e modulagdo do fator de transcricdo nuclear kappa B, mas
também por causar efeitos adversos significantes. (PAULINO et al., 2009; SERHAN, 2007).

Desde 1980, a sintese, planejamento e avaliacdo das propriedades farmacologicas de
derivados tiazolidinicos tém sido objeto de investigacdes dos pesquisadores do Grupo de
Pesquisa em Inovacdo Terapéutica (GPIT) e do Laboratério de Planejamento e Sintese de
Farmacos (LPSF) da Universidade Federal de Pernambuco. Empregando-se métodos
fundamentados em diferentes estratégias da Quimica Medicinal, tem-se obtidos resultados
animadores no desenvolvimento de derivados tiazolidinicos bioativos potenciais candidatos a
farmacos antidiabéticos (MOURAO et al., 2005), antimicrobianas (ALBUQUERQUE et al.,
1999) e antiinflamatérias (UCHOA, 2004; SANTOS et al., 2005; COUTO, 2006).

Deste modo, tem-se buscado com o estudo dos efeitos bioldgicos atribuidos aos
derivados tiazolidinicos das series 5-arilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona e 3-benzil-5-
benzilideno-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GPIT/UFPE) a sintese de novas moléculas bioativas
candidatas a farmacos antiinflamatorios com menos efeitos colaterais e principalmente mais

eficazes na minimizag&o dos sintomas indesejaveis do processo inflamatério.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral
Contribuir com a pesquisa de novos agentes antiinflamatorios e/ou antinociceptivos
mais especificos e menos toxicos, melhorando o tratamento de diferentes desordens
inflamatdrias e possibilitando o desenvolvimento de alternativas terapéuticas mais eficazes
que as atuais drogas antiinflamatdrias.
3.2. Objetivos Especificos
Obter novos derivados tiazolidindnicos-3,5-dissubstituidos da série LPSF/GQ, por
meio de reacdo de adicdo, entre a 3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-56) com

derivados 2-ciano-3-fenil-acrilato de etila substituidos (LPSF/IP-6 ou LPSF/IP-15);

Caracterizar ~ estruturalmente os compostos  sintetizados pelos  métodos
espectroscépicos de infravermelho e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio;

Avaliar a atividade antiinflamatéria dos compostos sintetizados em modelo de

inflamacdo aguda;

Avaliar a atividade analgésica dos compostos sintetizados através da inducéo do efeito

nociceptivo por acido acético e pela formalina.

Lins, T.U.L.
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4. Revisdo da Literatura

4.1. A importancia da sintese de farmacos

Atualmente, pode-se denominar que a Quimica Medicinal engloba o planejamento
racional de novas substancias bioativas, envolvendo a sintese ou a modificacdo molecular de
substancias; o isolamento de principios ativos naturais (plantas, animais, minerais); a
identificacdo ou elucidacdo da estrutura; descricdo das moléculas desde a sua constituicdo
atdmica até suas caracteristicas estruturais quando das intera¢cBes com os diferentes sistemas
biofases/bioldgicos; a  compreensdo em  nivel molecular d5e  processos
bioguimicos/farmacoldgicos, toxicoldgicos e farmacocinéticos (NOGUEIRA, MONTANARI
e DONNICI, 2009).

A Quimica Medicinal ainda engloba a proposicdo e a validagdo de modelos
matematicos através dos estudos de relacGes entre a estrutura quimica e a atividade
farmacologica e/ou toxicoldgica, permitindo entdo a proposicdo de novas moléculas de
interesse para o planejamento de farmacos, bem como planejamento e mecanismo de agéo de
agrotoxicos, previsdo da toxicidade de compostos, visando sua aplicacdo tanto terapéutica
quanto ambiental (NOGUEIRA, MONTANARI e DONNICI, 2009).

A sintese de farmacos € um importante capitulo da Quimica Medicinal
especificamente a quimica organica, uma vez que permite a constru¢do de moléculas, em seus
diversos niveis de complexidade. Esse desdobramento da sintese organica apresenta
caracteristicas particulares, pois além de racionalizar uma seqléncia de etapas sintéticas
visando obter os melhores rendimentos possiveis, é necessario também dispensar atencdo ao
grau de pureza e a escala da reacdo (MENEGATTI, FRAGA e BARREIRO, 2001).

Um dos principais objetivos da quimica organica e medicinal é o desenho, sintese e
producdo de moléculas promissoras enquanto agentes terapéuticos para humanos. Durante a
década passada, a quimica combinatéria tem promovido o0 acesso a quimiotecas baseadas em
estruturas privilegiadas com estruturas heterociclicas, recebendo atengdo especial aquelas que
pertencem a classes de compostos que possuem grande utilidade na quimica medicinal
(VERMA & SARAF, 2008).

Na busca de novos agentes terapeuticamente ativos é necessario que varias etapas
sejam cumpridas. Estas englobam desde o planejamento, a sintese e a elucidacéo estrutural de
novos compostos bioativos, até o conhecimento das interacfes entre moléculas e receptores,
além do estudo da relacdo estrutura quimica — atividade biolégica (WU-PONG,
ROJANASAKUL & ROBINSON, 1999).
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Nas Gltimas duas décadas a arte da descoberta e do desenvolvimento de novas
entidades quimicas mudou drasticamente com a introducdo de novos métodos em quimica
analitica. A quimica analitica revolucionou a analise de compostos quimicos e o estudo de
processos bioldgicos. A cristalografia e a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) contribuem
de maneira significativa para a pesquisa estrutural, revelando detalhes sobre a estrutura e a
funcdo de macromoléculas, tais como acidos nucléicos e proteinas. A segunda revolucgéo,
desenvolvida em paralelo e que agora se tornou indispensavel, relaciona-se com o uso de
computadores no planejamento, descoberta, elucidacdo de processos quimicos e bioldgicos
através da estrutura tridimensional de moléculas. Associados aos métodos de modelagem
molecular, os métodos estatisticos conhecidos como quimiomeétricos sdo amplamente usados
em quimica analitica e também em processos quantitativos do planejamento molecular
(MONTANARI, 2000).

As informacBes estruturais podem ser obtidas de métodos experimentais como
cristalografia de raios-X e RMN multidimensional, mas estes métodos ainda sdo caros e sao
necessarios longos periodos de estudo. Os aspectos teoricos da fisico-quimica, utilizando
simulagfes computacionais dos mecanismos moleculares, corroboram os experimentos e, em
muitos casos, fornecem informag0es alternativas. Complementando a teoria formal e a
experimentacdo direta, e, apoiando-se em inferéncias inerentes a biologia molecular e a
biologia estrutural, as simulagbes computacionais de sistemas quimicos e biologicos
tornaram-se um fator principal na pesquisa moderna (MONTANARI, 2000).

Deste modo, com o advento desta nova era na Quimica Medicinal, agora a ciéncia
consegue planejamento racional de novos farmacos a partir de relacdes estrutura-atividade
bioldgica de forma sistematica, ndo mais ocorrendo a busca randémica ou o achado ocasional
(“serendipity”’) de novos farmacos como na Antiguidade e até em é€pocas recentes. Com o
avanco das técnicas computacionais modernas e de modelagem molecular aplicadas a
Quimica, hd a possibilidade real de estabelecimento de relagdes estrutura-atividade
guantitativas, colocando a Quimica Medicinal moderna como area estratégica para descoberta
de novos farmacos com eficiéncia e rapidez. Todavia, se pode dizer, de modo simplista, que a
Quimica Medicinal é o estudo racionalizado das propriedades biol6gicas e farmacolégicas e
das relacOes estrutura-atividade de farmacos (NOGUEIRA, MONTANARI e DONNICI,
2009).
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4.2. Agentes antiinflamatdrios nao-esteroidais — AINEs

Dentre os medicamentos mais comumente utilizados como agentes terapéuticos estao
os antiinflamatorios ndo-esteroidais (AINEs). Com frequiéncia, sdo prescritos para dores
musculo-esqueléticas e sdo freglientemente tomados sem prescricdo para dores menores.
Muitas dessas drogas possuem efeitos antiinflamatdrios, analgesicos e antipiréticos. Na
atualidade, ja existem mais de 50 AINEs diferentes no mercado, porém nenhum deles é ideal
no controle ou na modificagcdo dos sinais e sintomas da inflamagdo. Praticamente todos os
AINEs disponiveis no momento atual possuem efeitos indesejaveis significativos,
particularmente nos individuos idosos (RANG, DALE & RITTER, 2003).

A partir da identificacdo do mecanismo de acdo da aspirina (&cido acetilsalicilico)
(Figura 1), através da inibicdo da sintese das prostaglandinas a partir do &cido araquiddnico,
foi proposto que todos os antiinflamatorios ndo esterdides atuavam inibindo a COX e foram
explicadas as acOes terapéuticas e efeitos colaterais do grupo (JOYCE, GIMBLETT &
STEER, 2001; XIAOYU et al, 2003; SMITH & WILLIS, 1971; VANE, 1971;
FRANCHIMONT, 2004; LUENGO, 2005).

Figura 1: Aspirina

As prostaglandinas sdo lipidios derivados do acido araquidonico através da reacdo das
enzimas cicloxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2) que atuam sobre o &cido araquiddnico
resultando em subprodutos que podem ser classificados em trés principais grupos: as
prostaglandinas, as lipoxigenases e os tromboxanos (SIMMONS, BOTTING & HLA, 2004)
(Figura 2).
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Figura 2: Sintese das prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. (Extraido de SIMMONS, BOTTING &
HLA, 2004)

Desde entdo a aspirina e outros AINEs tém sido empregados extensivamente na clinica

devido a seus efeitos antiinflamatérios e a

bastante conhecido e consiste da inibicéo

nalgésicos. O mecanismo de acdo dos AINEs é

da enzima cicloxigenase (COX) que medeia a

biossintese de prostaglandinas principalmente a prostaglandina PGE; e a prostaciclina PGl,

(MONCADA, FERREIRA & VANE, 1973;
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Recentes estudos tém mostrado que a aspirina e seu metabdlito salicilato atuam sobre
o0 controle transcricional das enzimas COX-2 e dxido nitrico induzivel (iNOS) prevenindo de
desordens inflamatdrias, neoplasicas e neurodegenerativas. Possui também atividade anti-
trombdtica que esta relacionada a inibicdo da atividade da COX-1 plaquetéaria que atua sobre
o tromboxano A; (TXA,) prevenindo de doenca coronariana e de infarto do miocardio (Figura
3) (WU, 2005).

Aspirin

Platelet

Salicylate

ﬂ Gene expression (COX-2,iNOS)

Inhibits
COX-1 activity

Jl g’ —_—r ’ﬂ'.\'eurudegeuemtiun
= \ Antineoplastic
l TXA, / \
\ Anti-inflammation
Coronary Heart Disease

Stroke

Figura 3: Principais efeitos da aspirina e dos salicilatos (Extraido de WU, 2005).

A partir desses achados, os diferentes laboratorios farmacéuticos vém langando no
mercado uma grande variedade de antiinflamatdrios ndo-esteroidais a partir de prototipos que
foram bem sucedidos na pratica terapéutica, com objetivo de melhorar a eficacia e diminuir a
toxicidade. Nos ultimos 20 anos, varios grupos comprovaram a existéncia de isoformas da
COX o que deu origem ao conceito de formas constitutiva (COX-1) e induzida (COX-2)
(ROSEN et al., 1989; LUENGO, 2005).

Posteriormente uma variedade de mRNA da COX-1 foi isolado do cortex cerebral
canino e do tecido cardiaco sendo chamada de COX-3. Em seguida foi detectada sua
expressdo no cortex cerebral humano (SIMMONS et al., 1999; BOTTING, 2000;
WILLOUGHBY, MOORE & COLVILLE-NASH, 2000; CHANDRASEKHARAN et al.,
2002; SERHAN et al., 2002; KAM & SO, 2009).

A partir dai foi sugerido que a COX-3 poderia ser imunologicamente relacionada a
COX-2, pois ambas demonstraram-se sensiveis a acdo do paracetamol, mas pouco sensiveis a
acdo de outros AINEs. Foi sugerido ainda que a COX-3 pode agir separadamente da COX-1 e
COX-2 na fase de resolucdo em respostas inflamatdrias agudas (SIMMONS et al., 1999;
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WILLOUGHBY, MOORE & COLVILLE-NASH, 2000; SERHAN et al., 2002; KAM & SO,
2009).

De suas trés isoformas, destacam-se a COX-1 e COX-2 sendo que Ultima esta
envolvida no processo inflamatério e proliferacdo celular. A COX-1 é constitutiva sendo
expressa em muitos tecidos e € de reconhecida importancia na homeostase tecidual, bem
como na protecdo da mucosa gastrointestinal. Em contrapartida, a COX-2 é uma enzima
predominantemente induzida que é expressa em sua maior parte em células e em tecidos
inflamados.

A enzima induzida COX-3 pode desempenhar um papel em periodos de
restabelecimento do tecido no processo inflamatério cronico. Pode ainda estar envolvida no
desenvolvimento da doenca de Alzheimer sendo encontrada em altos niveis no cérebro de
pacientes com essa doenca. Pacientes que fizeram uso de AINES por um longo periodo
tiveram uma menor incidéncia no desenvolvimento da doenca de Alzheimer. A COX-3 pode
ainda estar implicada no desenvolvimento de cancer (ovariano, cervical, de célon e leucemia)
(STEWART et al., 1997; DORE et al., 1998; VOGIAGIS et al., 2001; SHAFTEL et al., 2003;
CUI et al., 2004; ROCCA et al., 2004; KAM & SO, 2009).

Concluiu-se entdo que a COX-3 é menos potente e produz menos prostaglandina E2
gue as outras enzimas. Conseqlientemente, os AINEs exibem diferentes potenciais de inibicao
para a COX-3 (SIMMONS, WAGNER & WESTOVER, 2000; OUELLET & PERCIVAL,
2001; CHANDRASEKHARAN et al., 2002; KAM & SO, 2009).

Sendo a inibicdo da COX-1 responsavel por toxicidade, especialmente no trato
gastrointestinal, a inibicdo de COX-2 tornou-se justificada visto que tal fato forneceu o
subsidio para o desenvolvimento de farmacos inibidores seletivos da COX-2, que possuiam a
mesma eficicia antiinflamatoria que os tradicionais AINES, mas que minimizavam o risco de
efeitos colaterais indesejaveis (ROWLAND et al., 2007).

Na segunda metade do século XX, varios outros antiinflamatérios ndo-esteroidais
(AINEs) foram desenhados como a antipirina, fenacetina, fenilbutazona, e mais recentemente,
os fenamatos (&cido mefenamico, a&cido meclofenamico), a indometacina, o naproxeno e a
familia dos oxicams (piroxicam, tenoxicam, meloxicam). Apesar da diversidade das estruturas
quimicas, estas drogas apresentam as mesmas propriedades terapéuticas. Os primeiros
farmacos de inibicdo seletiva de COX-2 como o meloxicam e nimesulida (Figura 4) surgiram
na década de 1980. Needleman e seu grupo do Monsanto/Searle sintetizaram inibidores que
sdo 1.000 vezes mais potentes contra COX-2 do que contra a COX-1 (RAZ, WYCHE &
NEEDLEMAN, 1989; FU et al., 1990; LUENGO, 2005).
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Figura 4: Meloxicam (a) e Nimesulida (b)

Entretanto, embora melhor tolerado pelo trato gastrointestinal, o seu uso foi associado
ao risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares similares as causadas por AINES
nédo-seletivas (ROWLAND et al., 2007).

Estudos clinicos sugeriram que os inibidores seletivos da COX-2 poderiam causar
efeitos colaterais tipicos tais como injurias gastrintestinais, pressdo sanguinea sistémica
aumentada e hipersensibilidade. Além disso, foi estudada a seguranca cardiovascular de
alguns inibidores seletivos da COX-2 tais como Vioxx® (Rofecoxib) ou Bextra®
(\Valdecoxib) (Figura 5), que acabaram por serem retirados do mercado. Desse modo, 0s
inibidores seletivos da COX-2 ndo representam uma resposta completa a necessidade de se
utilizar farmacos mais seguros e eficazes na terapia das doencas inflamatérias (ARAICO et
al., 2007).
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Figura 5: Vioxx® (Rofecoxib) (a) e Bextra® (Valdecoxib) (b)

Com a descoberta da via da 5-lipoxigenase (5-LO) percebeu-se que COX-2 e 5-LO
tém funcbes convergentes ndo somente na inflamacao, mas também na proliferacdo celular e
angiogénese (ROWLAND et al., 2007).
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Considerando esse fato, ha evidéncias de que COX-2 e 5-LO séo co-expressas em
muitos disturbios inflamatorios e neoplasicos, e que inibidores da COX-2 bem como o0s

inibidores 5-LO como o Zileuton (Figura 6) tém efeitos benéficos em doencas inflamatdrias.
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Figura 6: Zileuton

Desta maneira, as varias familias estruturais de inibidores Lox/Cox, chamados
inibidores duais (Figura 7) foram projetadas e diversos compostos estdo atualmente em
estudos pré-clinicos ou clinicos. Em face desses acontecimentos, a obtencdo de novos
farmacos para o tratamento da inflamacéo tornou-se imprescindivel (ARAICO et al., 2007).

Figura 7: Licofelone
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4.3. Tiazolidinadionas: uma importante classe de moléculas

As primeiras moléculas da classe das tiazolidinadionas foram desenvolvidas a partir de
analogos do acido clofibrico como antioxidante, no inicio dos anos 80, no Japdo
(KAWAMATSU et al., 1980; YOSHIOKA et al., 1989) sem haver conhecimentos prévios de
quais eram 0s seus alvos moleculares.

Em 1997, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou a troglitazona (Rezulin®)
(Figura 8), a primeira tiazolidinadiona avaliada na clinica nos Estados Unidos e Japéo. Ela foi
responsavel por alguns casos de necroses hepatica maciga, seguida de obito (WATKINS &
WHITCOMB, 1998; GITLIN et al., 1998) tendo sido retirada do mercado norte-americano,
em marco de 2000.
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Figura 8: Troglitazona

Os sérios efeitos colaterais ocorridos com a troglitazona e sua interdicdo em alguns
paises motivaram os pesquisadores a desenvolver novas glitazonas. Assim, em 1999, a FDA
aprovou dois novos farmacos da classe das TZDs: o maleato de rosiglitazona (Avandia®) e o
hidrocloreto de pioglitazona (Actos®) (Figura 9). Atualmente, rosiglitazona e pioglitazona
sdo os dois membros da classe das TZDs usados na pratica clinica em varios paises incluindo
os Estados Unidos, Japao, Brasil e paises da Europa.
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Figura 9: Rosiglitazona (a) e Piogitazona (b)

Desde entdo, os derivados tiazolidinadionicos (TDZs) tem sido largamente estudados
devido a seu profundo envolvimento na regulacdo de diferentes processos fisioldgicos. Desse
modo descobriu-se que as TZDs também possuem atividades imuno-estimulatorias exercendo
alguns efeitos antiinflamatdrios tais como a inibicdo da producdo de citocinas inflamatorias e
da expressdo da sintese do 6xido nitrico induzivel em mondcitos/macréfagos (JIANG, TING
& SEED, 1998; RICOTE et al., 1998; ALBUQUERQUE, et al., 1999; MORETTI et al., 2001,
KUREBAYASHI et al., 2005; HOSSAIN & BHATTACHARYA, 2007).

Além disso, tem sido observado que as TZDs inibem o crescimento de muitas
linhagens de células tumorais como coélon, pulmao e préstata tanto in vivo quanto in vitro
(SARRAF et al., 1998; ELSTNER et al., 1998; KUBOTA et al., 1998) e podem ainda inibir a
angiogénese (PANIGRAHY et al., 2002). As TZDs também sdo potenciais agentes
quimiopreventivos do céancer principalmente de coélon, pulmdo, lingua e gastrico
(PANIGRAHY et al., 2002; HOSSAIN & BHATTACHARYA, 2007). Alguns derivados
tiazolidinicos se mostraram capazes de atuar na atividade inibitéria de peroxidacdo lipidica
mediada por Cu** (JEONG et al., 2004) e de inibir os niveis séricos de ALT, AST bem como
de y-GTP significativamente durante tratamento em pacientes com diabetes tipo 2 (ONO et
al., 2005; HOSSAIN & BHATTACHARYA, 2007).
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4.4. O processo inflamatério

A inflamacdo pode ser definida como uma resposta bioldgica defensiva de tecidos
vasculares que induz profundas adaptac6es fisiologicas ao organismo na tentativa de limitar
e/ou reverter o dano tecidual induzido por agentes irritantes bioldgicos, quimicos ou
mecanicos (CUZZOCREA, 2005; PAULINO et al., 2009). E considerado um interessante
aporte de defesa, uma vez que tem como objetivos localizar a regido agredida, eliminar o
agente agressor e remover 0s tecidos degenerados, preparando a rea lesada para reparacdo
(JUNIOR & DANTAS, 2000).

A primeira etapa que ocorre no processo inflamatério é a tentativa de remover o
estimulo flogistico do organismo, mecanismo que compreende uma complexa série de
eventos que incluem dilatacdo de arteriolas, vénulas e capilares, aumento da permeabilidade
vascular, exsudacédo de fluidos e proteinas plasmaticas bem como, migracao leucocitaria para
a area inflamada (CUZZOCREA, 2005; PAULINO et al., 2009).

Uma funcdo critica da inflamacdo é o encaminhamento de leucocitos a lesao e ativacéo
posterior para que desempenhem suas fungdes normais de defesa do hospedeiro. Os leucécitos
ingerem 0s agentes agressores, destroem bactérias e outros microorganismos e eliminam
tecido necrotico e substancias estranhas (RANG, DALE & RITTER, 2003; KUMAR,
ABBAS & FAUSTO, 2005).

O acumulo de leucdcitos, principalmente neutréfilos e células derivadas de mondcitos
é a caracteristica mais importante da reacdo inflamatdria, vindo a constituir-se no verdadeiro
elemento do processo. Os leucécitos incorporam e degradam bactérias, complexos imunes e
restos de células necroticas, e as suas enzimas lisossomais contribuem de outras formas com a
resposta defensiva do hospedeiro. Entretanto, leucocitos podem prolongar a inflamacéo e
aumentar o dano tecidual pela liberacdo de enzimas, mediadores quimicos e radicais livres,
que sao toxicos para os tecidos (RANG, DALE & RITTER, 2003)

A inflamacdo € caracterizada pela imediata infiltracdo de um sitio especifico na leséo
pelos leucdcitos polimorfonucleares (PMNS), seguido por mondcitos e finalmente linfocitos.
Nos ultimos anos, tem-se obtido substancial discernimento sobre a importancia das moléculas
de adesdo e mediadores nos seguintes processos que resultam no recrutamento de PMNs aos
sitios especificos da inflamagdo como mostrado de forma didatica a seguir e ilustrado na

Figura 10:
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1) Marginacdo, Captura e Rolamento: aumento do numero de neutrofilos na
periferia vascular, devido as mudancas das condicdes hemodinadmicas, como a
diminuicdo da velocidade do fluxo sanguineo (estase), seguida de ligacdo fraca dos
leucdcitos ao endotélio, por meio das moléculas de adesdo (E-selectina, P-
selectina). Esta a¢do ¢ estimulada pelo TNFa e IL-1.

2) Ativacdo e Adesdo: ligacdo de alta afinidade estabelecida entre outras moléculas
de adesdo, as integrinas, e seus ligantes (ICAM-1, VCAM-1), sob o também
estimulo do TNFa e IL-1.

3) Diapedese e Quimiotaxia: migracdo dos neutrdfilos para fora do vaso atraves dos
espacos entre as células endoteliais nas vénulas pos-capilares até o local em que se
encontra o0 patdgeno invasor, atraidos pelas quimiotaxinas — C5a, LTB4, IL-8,
dentre outras.

4) Fagocitose e degradacao intracelular: os neutrofilos destroem os microrganismos
através dos produtos toxicos do oxigénio. A seguir, digerem enzimaticamente 0s
mesmos (RANG, DALE & RITTER, 2003)

Waike! - Palatia body,

” Platelet
plug

a-granules

Figura 10: Principais manifestagdes locais da inflamacdo aguda (FRENETTE & WAGNER, 1996).

PMNs ativados desempenham um papel crucial na destrui¢do de antigenos estranhos e
no esgotamento e remodelacdo do tecido injuriado. As complexas interagdes endotélio-
leucécito devem-se as glicoproteinas de adesdo (integrinas, membros da superfamilia de

imunoglobulinas e selectinas). O rolamento é o primeiro passo no processo de interacdo
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endotélio-leucdcito e facilita a ativacdo e aderéncia dos PMNSs. A firme adesdo dos PMNSs ao
endotélio, contudo € um fendmeno complexo que tambeém envolve outras moléculas de
adesdo. De fato, as moléculas de adesdo endoteliais sdo consideradas fundamentais na
localizagdo e desenvolvimento de uma reacdo inflamatoria. As moléculas de adesdo
intercelular (ICAM-1) sdo normalmente expressadas em baixos niveis basais, mas sua
expressao pode ser aumentada por varios mediadores inflamatorios como a IL-1 e 0 TNF-a.
(CUZZOCREA, 2005)

Na continuidade do processo, ocorrem no tecido lesado a infiltracdo de células
circulantes (neutrofilos e mondcitos) e a migracdo de células das areas adjacentes como
células epiteliais, queratindcitos e fibroblastos. Estas ultimas, em cooperacdo com as células
locais, anteriormente ativadas, serdo as protagonistas da fibroplasia (producdo de colageno
pelos fibroblastos) e deposicdo de matriz extracelular, angiogénese (formacdo de novos
vasos), cicatrizagdo e re-epitelizacdo da regido da ferida (BALBINO, PEREIRA & CURI,
2005).

Desse modo, o processo inflamatdrio diminui gradativamente a medida que o estimulo
vai deixando de existir. Além disso, os mediadores que foram produzidos mediante um surto
rapido provocado pelo agente agressor, vdo diminuindo, pois ndo estdo mais sendo
produzidos e porque vao sendo degradados. Conforme a inflamacdo se desenvolve, 0s
proprios mediadores atuam ativamente para terminar a reagdo conduzindo ao reparo do tecido
lesado (KUMAR, ABBAS & FAUSTO, 2005).

Clark (1993) dividiu o reparo em trés fases: (1) inflamacéo, (2) formagéo de tecido de
granulacdo com deposicdo de matriz extracelular e (3) remodelacdo. Segundo ele, estas ndo
sdo mutuamente excludentes, mas sobrepostas no tempo. O reparo completo de tecidos resulta
de alternancias sucessivas de reacdes anabdlicas e catabdlicas que tém os leucdcitos como um
de seus mais importantes protagonistas. Essas células, além de suas conhecidas atividades
imunes, estdo intimamente envolvidas com as reacOes catabolicas de degradacdo de tecidos
pela producdo de proteases e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e também com as
reacOes anabolicas de formacdo de tecidos pela producdo de fatores de crescimento
responsaveis pela recomposicdo da celularidade regional ou restabelecimento da sua
homeostasia pela formacéo da cicatriz (BALBINO, PEREIRA & CURI, 2005).
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4.4.1. Infiltracdo de neutrdfilos

Durante a infiltracdo de neutréfilos, a expressdo das proteinas de adesdo na membrana
das células endoteliais é de extrema importancia para a transmigragéo leucocitaria para que a
forca de arraste da circulacdo no vaso ndo impeca os neutrdfilos de transmigrarem para o
exterior do vaso. (BALBINO, PEREIRA & CURI, 2005).

Uma vez que os neutrofilos sdo as células mais abundantes no sangue, um ndmero
significativo deles é passivamente coletado pelo trombo provisério durante o rompimento dos
vasos. Apos este extravasamento passivo, os neutréfilos migram para a superficie da ferida
para formar uma barreira contra a invasdo de microorganismos e promover o recrutamento
ativo de mais neutrofilos a partir dos vasos adjacentes ndo lesados (FOXMAN et al., 1997;
ENGELHARD et al., 1998). Ao final de um dia apo6s a leséo eles constituirdo 50% das células
migradas ao local (ENGELHARD et al., 1998). Além dos mediadores liberados durante a
agregacao plaquetaria, o recrutamento de mais neutréfilos é influenciado também por
quimiocinas produzidas pelos neutréfilos coletados pelo trombo provisorio. Por influéncia dos
mediadores liberados localmente, as células associadas aos vasos (células endoteliais e
peridcitos) sdo ativadas e passam a secretar, dentre outros mediadores, 0 oncogene regulador
do crescimento (GRO-a) que ¢ um promotor do processo de diapedese de neutrofilos
conhecido por sua acdo quimiotatica (GOEBELER et al., 1998). A quimiotaxia de neutrofilos
é ainda sustentada nestes primeiros momentos pela proteina epitelial ativadora de neutrofilos
(ENA-78) expressadas nas células mononucleares presentes na matriz provisoria. O
reconhecimento das trés quimiocinas NAP-2 (proteina ativadora de neutréfilos), GRO-a ¢
ENA-78 pelos neutrdfilos se da pela via do receptor de quimiocinas tipo 2 (CXCR2) presente
na membrana celular (BRANDT et al.,, 2000; MURDOCH & FINN, 2000; ROSSI &
ZLOTNIK, 2000). O influxo de neutrofilos, nestes primeiros momentos, provavelmente
também ja estard sendo mediado por leucotrienos liberados das células ativadas do trombo
provisorio.

A primeira contribuicdo de mediadores circulantes para a formacdo do gradiente
quimiotatico vem de proteinas plasmaticas como o Fator de Hageman e o cininogénio de alto
peso molecular. Da interagdo entre estas duas moléculas é gerada a bradicinina que, além de
propriedades vasoativas e nociceptivas (geradoras de dor), é também indutora da
metabolizacdo do &cido araquidénico para eicosanoides. As moléculas desta familia possuem
importancia comprovada em varios fendmenos inflamatdrios e dentre eles a atividade
quimiotatica. Outros produtos oriundos da circulagdo que participam da formacdo do

gradiente sdo as fragOes livres do Complemento, principalmente a C5a. Além da acdo
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quimiotatica direta desta molécula, a sua ligacdo a receptores localizados na superficie dos
mastocitos, ativa-os para a producdo de eicosandides e liberacdo do conteudo de seus
granulos, composto por varias moléculas com atividades pré-inflamatérias. A Ultima
contribuicdo para a formacdo do gradiente quimiotatico nestes momentos iniciais da resposta
inflamatoria sdo os produtos da fibrindlise. Durante o processo de formacdo do trombo
definitivo, ocorre a proteolise da rede de fibrina. Os produtos de sua degradacdo sdo fortes
agentes quimiotaticos para leucécitos (HUYBRECHTS-GODIN et al., 1979). A medida que
ocorrem as primeiras migraces de células inflamatérias para o local, o gradiente €
retroalimentado positivamente. As células que migram em resposta ao gradiente quimico
(neutrofilos, mondcitos e fibroblastos), também, sdo em sua maioria produtoras de substancias
quimiotaticas com papel destacado para os eicosandides e, principalmente, para as
quimiocinas (BALBINO, PEREIRA & CURI, 2005).

A producdo e liberagdo dos mediadores sdo isoladamente insuficientes para o
recrutamento de neutréfilos a partir da circulacdo. A forca de arraste da corrente circulatoria
impede seu contato com as paredes dos vasos. Por acdo dos eicosanoides (leucotrienos,
tromboxanos e prostaglandinas), citocinas (principalmente IL-1 ¢ TNFa) produzidas por
macrofagos, mastdcitos, células estromais e outros mediadores, as células endoteliais dos
vasos nao lesados sdo induzidas a expressarem em sua membrana proteinas de adesdo para
leucocitos (GERSZTEN et al., 1999). A expressao de integrinas ocorre por externalizacao das
mesmas via corpusculo de Weibel-Palade e/ou pela sintese de novas moléculas de integrinas,
especialmente quando estdo presentes IL-1 ¢ TNFa. Estas, em situagdes normais encontram-
se internalizadas e, apo6s a influéncia destes mediadores, sdo expressas na regido de sua
membrana voltada para o leito vascular. Também por acdo desses mediadores inflamatorios,
os capilares de vasos ndo lesados se dilatam. Isto torna lenta a circulagéo sanguinea e diminui
a sua forca de arraste permitindo, assim, a marginacdo dos leucdcitos e sua ligacdo as
moléculas de adesdo expressas nas células endoteliais. Na dependéncia do estimulo, outros
tipos celulares podem predominar, desde eosinofilos (reacdes de hipersensibilidade) até
macrofagos (BALBINO, PEREIRA & CURI, 2005).
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4.4.2. Mediadores quimicos da resposta inflamatéria

Na regulacdo dos eventos relacionados tanto a inicializagdo quanto a resolucdo do
processo inflamatorio estdo envolvidos mediadores derivados da circulacdo (as fragOes livres
do complemento, fatores de coagulacdo, moléculas do sistema fibrinolitico e hormdnios como
os esteroidais, tireoideanos e a insulina), cininas (histamina, bradicinina e serotonina),
mediadores peptidicos (citocinas, fatores de crescimento, neuropeptideos e estruturas da
matriz extracelular) e mediadores lipidicos (eicosandides e PAF). Observa-se entre eles uma
grande diversidade de natureza quimica, fontes produtoras e forma de influéncia sobre as
células. A concentracdo elevada de alguns mediadores da fase de inflamacdo até a de
remodelagcdo demonstra a existéncia de interdependéncia destes para um mesmo evento. A
redundancia de efeitos também pode ser observada em outras situacdes. Por vezes, a auséncia
de um determinado mediador é compensada pelo aumento das concentragdes de outro com
atividade semelhante. Por outro lado, alguns mediadores sdo criticos para um determinado
evento e sua auséncia termina por comprometer seriamente o reparo de tecidos. Assim, para
melhor entendimento do processo como um todo, torna-se necesséria a explanacdo das
conhecidas influéncias de cada um deles em situacdes experimentais (BALBINO, PEREIRA
& CURI, 2005).

As principais citocinas envolvidas no retardo da resposta inflamatoria sdo: IL-1
(mondcitos/macrofagos, células endoteliais, linfécitos T, queratindcitos, fibroblastos, células
da glia, astrocitos e neutréfilos), TNFo (mondcitos/macréfagos, linfécitos T e B, fibroblastos,
eosinofilos e astrocitos), INFy (linfécitos T e B). Essas citocinas induzem respostas
inflamatorias e imunes, dentre as quais a inducdo da expressao das moléculas de adesdo
(como a ICAM-1), o que facilita a adesdo dos leucécitos para a realizacdo da diapedese e a
producdo de 6xido nitrico (NO) ao atuarem sobre os receptores das células endoteliais. Isto
ocorre devido a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB (Nuclear factor Kappa B) (ZHANG,
2008).

A expressdo das proteinas de adesdo €, neste momento, o elemento mais importante
para a migracdo de neutréfilos. Mesmo estando formado o gradiente quimico de moléculas
guimioatraentes, se estas nao estiverem expressas ha membrana das células endoteliais, a
forca de arraste da circulacdo ndo permite a adesdo e transmigracdo leucocitaria para o
exterior do vaso (BALBINO, PEREIRA & CURI, 2005).
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4.5. Os mecanismos da dor

A dor € um dos problemas mais penetrantes na nossa sociedade e tem altos precos
sociais devido ao prejuizo significante ou incapacitacdo permanente de milhdes de pessoas. A
dor pode ser definida como uma percepc¢do desagradavel de uma sensacdo nociceptiva. Este
conceito implica dois componentes, a nocicepcao e a percepcao. A percepcdo da dor é uma
funcdo integrativa modulada por condi¢gdes emocionais, motivacionais, psicoldgicas e pelo
histérico individual. Geralmente a dor se inicia em areas periféricas como pele, 6rgdos
internos ou qualquer regido fora do sistema nervoso central, isto é, fora do cérebro e da
medula espinhal (HANSSON, 2005). A nocicep¢do ou sensacdo nociceptiva resultam da
ativacdo de subpopulacbes de neurdnios sensoriais primarios especificos que transmitem a
informacdo nociceptiva a medula espinhal de onde é redirecionada a niveis supra-espinhais
(VERRI et al., 2006).

As fibras nociceptivas possuem duas extremidades: uma delas, a que detecta
sensacOes, se projeta para regides periféricas onde inerva pequenas porcdes de tecido; a
segunda extremidade estende-se até o interior do corno medular espinhal. O corpo celular dos
nociceptores fica entre esses dois segmentos, em uma estrutura fora da medula espinhal.
Quando o agente nocivo é detectado pela extremidade periférica, na pele ou algum outro
orgdo, um impulso elétrico é disparado e propagado por toda a fibra nervosa até atingir uma
regido da medula espinhal (BASBAUM & JULIUS, 2006)

Nos danos de tecido e inflamacéo, os nociceptores sdo sensibilizados de tal modo que
a estimulacdo leve ou ineficaz conduz a uma sensacdo dolorosa. Normalmente em seres
humanos, esta sensibilizacdo sensorial primaria de nociceptores € chamada de hiperalgesia
(uma resposta aumentada a um estimulo que é normalmente doloroso) ou o alodinia (dor
devido a um estimulo que normalmente ndo provoca dor). Infelizmente, esses termos sdo néo
indiscriminadamente usados para descrever a reducdo de resposta de limiar nociceptivo em
animais experimentais (VERRI et al., 2006).

Os diferentes mediadores nociceptivos como endotelina, substancia P, prostaglandina
e aminas simpaticas sensibilizam diretamente os nociceptores. No caso desses dois Ultimos
grupos de mediadores, eles satisfazem tanto critérios experimentais como clinicos para
agentes que sensibilizam diretamente nociceptores. A capacidade da prostaglandina e aminas
simpaticas para sensibilizar nociceptores foi mostrada no homem e em outros animais usando
técnicas comportamentais e eletrofisioldgicas. Esses mediadores, atuando preferencialmente

na membrana neuronal metabotrépica dos receptores das fibras C e nociceptores silenciosos,
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provocam a ativacdo de vias de segundos-mensageiro como AMPc, proteina kinase (PKA) e
proteina kinase C (PKC) (VERRI et al., 2006).

A subsequente fosforilagdo do canal de s6dio dependente de voltagem, NaV1.8 e a
inibicdo dos canais de potéssio dependentes de voltagem sdo responsaveis por abaixar o limiar
nociceptor e aumentar a excitabilidade de membrana neuronal. Além disso, a participacao de
canais de sddio Nav1.7 na hipernocicepcao inflamatoria também foi demonstrada. Baseado na
acdo analgésica de drogas antiinflamatdrias ndo-esteroidais (AINES), que inibem a sintese da
prostaglandina, é aceito atualmente que esses mediadores inflamatdrios sdo os indutores
principais da dor inflamatoria (VERRI et al., 2006).

A principal estratégia terapéutica utilizada na ultima década no combate a dor aguda e
crbnica é a combinacdo de analgésicos opidides e AINEs (SCHNITZER et al., 1999;
GAMMAITONI et al., 2003; RAFFA, 2006). Contudo, por causa dos efeitos colaterais
atribuidos ao uso prolongado de AINEs e a sua ineficacia em alguns casos, o controle da dor
inflamatoria é ainda o desafio principal. Como uma contribuicdo para a elucidacdo dos
mecanismos celulares que estdo envolvidos na dor inflamatdria, foi demonstrado que os
estimulos inflamatoérios ndo induzem diretamente a liberacdo de prostaglandinas e aminas
simpéticas. Em vez disso, uma cascata sequencial bem definida de citocinas/quimiocinas
precede a liberacdo desses mediadores hipernociceptivos finais. Além disso, tém surgido
evidéncias que esta cascata de citocinas € modulada por uma liberacdo paralela de citocinas
antiinflamatérias (VERRI et al., 2006).

4.6. PPARYy: alvo terapéutico no tratamento da inflamacao e da dor

Identificados em 1990 em ratos Sprague-Dawley (Rattus norvegicus) na Gltima década
0s receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs) tornaram-se alvos
terapéuticos bastante pesquisados. Foram originalmente identificados por Issemann e Green e,
assim, designados em virtude de serem receptores ativados por drogas que induzem a
proliferacdo de peroxissomas (ISSEMANN & GREEN, 1990).

Os PPARs sdo proteinas transdutoras pertencentes a superfamilia de receptores
hormonais nucleares, juntamente com receptores de horménios da tiredide, retindides,
hormdnios esterdides e vitamina D1 (KOTA, HUANG & ROUFOGALIS, 2005). Ao
contrario dos receptores de membrana plasmatica, que ativam cascatas de segundos
mensageiros, 0s receptores intracelulares (citoplasmaticos ou nucleares) sdo fatores de

transcricdo que exercem sua funcéo regulatoria diretamente no promotor de genes alvos.
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O PPAR quando ativado regula a transcricdo de genes responsivos a insulina, que
controlam o metabolismo da glicose, de lipidios e de aminoacidos além de estar relacionado a
sintese de uréia, diferenciacdo dos adipdcitos, sensibilizacdo a insulina, apoptose,
diferenciacdo celular e inflamagdo. Tais propriedades sugerem que o PPAR pode funcionar
como uma molécula chave envolvida em diversos disturbios metabolicos.

Nos ultimos anos, 0 PPAR também ganhou importancia como regulador da inflamacéo
e resposta imune, e abriu uma nova area de desenvolvimento de agentes terapéuticos
utilizados no tratamento de doencas que conduzem a inflamagdo cronica, como a
aterosclerose, resisténcia a insulina induzida pela obesidade e doengas neurodegenerativas
(KERSTEN et al., 1999; CHAWLA et al., 1994; SPIEGELMAN, 1998; LOWELL, 1999;
HSUEH, et al., 2001; GLASS & ROSENFELD, 2000; PANADERO et al., 2008; PAULINO
et al., 2009).

Foram identificadas trés isoformas: PPARa, PPARP (chamado também 6) e PPAR vy
que apresentam distribuicdo tecidual distinta refletindo-se nas suas diferentes funcdes
bioldgicas (BERGER, AKIYAMA e MEINKE, 2005; MICHALIK, 2006). A expressdo de
PPARa ¢ mais elevada em tecidos com um metabolismo ativo de acidos graxoS cOmo 0
figado, o rim, o coracdo, 0 musculo esquelético e o duodeno. Os demais PPAR se expressam
em diferentes tipos de células vasculares e imunoldgicas como mondcito, macréfagos, células
endoteliais, células da musculatura lisa vascular linfécitos e células dendriticas (BERGER &
MOLLER, 2002; WILLSON et al., 2000; FU et al., 2003; PANADERO et al., 2008;
FEHRENBACHER et al., 2009).

Todas as trés isoformas de PPARs possuem estrutura e caracteristicas semelhantes,
embora variem em especificidade, distribuicdo de tecido e consequentemente em propdsitos
bioldgicos diferentes. Quatro dominios funcionais principais foram identificados, A/B, C, D e
E/F. O dominio A/B localizado na regido N-terminal , € pouco conservado entre as trés
isoformas de PPARs e contém uma funcdo de transativacdo independente de ligante (AF-1)
(WERMAN et al., 1997) O estado de fosforilacdo deste dominio contribui para a modulacéo
da atividade do PPARa e y (SHALEV et al., 1996; ZHANG et al., 1996; ADAMS et al.,
1997). O dominio central (dominio C) é altamente conservado e contém a regido do receptor
que se liga ao DNA, sendo também conhecido como dominio de ligacdo ao DNA (DBD -
“DNA binding domain”). Este dominio apresenta dois complexos denominados “zinc finger”,
ou seja, dois arranjos protéicos constituidos de uma a-hélice e uma folha B-pregueada,
mantidas unidas por um ion zinco na regido central. Esta estrutura confere ao receptor uma
maior estabilidade de dobramento, para que este se ajuste na fenda maior da dupla hélice do

DNA e forme associacbes firmes com as regides regulatorias dos genes-alvos
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(SCHOONJANS, STAELS & AUWERX, 1996; KLIEWER et al., 1992). O dominio D é um
local de ancoragem para cofatores. O dominio E/F ou LBD € a porc¢édo do receptor que se liga
ao ligante/ativador, sendo responsavel pela funcdo de transativacdo dependente de ligante
(AF-2), além de facilitar a heterodimerizacdo do PPAR com o receptor retindide X (RXR)
(SCHOONJANS, STAELS & AUWERX, 1996). O heterodimero resultante se liga aos
PPREs (elemento responsivo ao PPAR) que sdo seqléncias repetidas diretas de
hexanucleotideos, separadas por uma base (DR1) e localizadas na regido regulatéria
(promotor) dos genes que estdo sob seu controle transcricional (GEARING et al., 1993).

Em estudos recentes foram identificadas proteinas co-repressoras e co-ativadoras que
interagem com os PPARs, desempenhando papel importante na atividade transcricional destes
receptores. A interacdo dos PPARs com os ligantes gera alteragdo conformacional do
receptor, que permite o recrutamento de co-ativadores (SRC-1, CBP/P300) e a liberacéo co-
repressores (NCoR) (DOWELL et al., 1999; GLASS; ROSENFELD, 2000; DOWELL et al.,
1999; HORLEIN et al., 1995). Diversas moléculas como prostaglandinas e varios compostos
lipidicos constituem ligantes naturais dos receptores PPARy (YU et al.,1995; FORMAN, et
al., 1995).

A isoforma PPARy medeia numerosas fungdes bioldgicas e sua significancia clinica
particular € sua propriedade de agir como sensor de lipidios. Sua ativacdo lidera a
diferenciacdo de adipocitos e coordena a expressdo génica de enzimas que facilitam a
captacdo e sintese de lipidios (LEHRKE & LAZAR, 2005). A sua fungdo anormal esta
associada a numerosas doencas como o diabetes tipo 2. Alem disso, agonistas sintéticos de
PPARy da classe das tiazolidinadionas (TZDs) agem como sensibilizadores de insulina,
embora o entendimento das propriedades na diminuicdo da glicose por parte dos ligantes de
PPARy ainda requeira uma intensa investigagdo da area (MURPHY e HOLDER, 2000;
STAELS & FRUCHART, 2005). TZDs como rosiglitazona (Avandia®) e pioglitazona
(Actos®) representam uma importante farmacoterapia no tratamento da intolerancia a glicose
(MARTENS et al., 2002; FEHRENBACHER et al., 2009).

Percebeu-se que ha um grande envolvimento do PPARy no processo inflamatorio
(PLUTZKY, 2003). Evidencias experimentais sugerem que os agonistas de PPARY inibem a
ativacdo de macrofagos bem como a producdo de fator de necrose tumoral o (TNF-a),
interleucinas (IL)-2, -6, -8, metaloproteinase de matriz (MMPs) e outros mediadores
inflamatorios (GIANNINI, SERIO & GALLI, 2004). Evidencias clinicas também indicam
gue o PPARYy reduz os niveis de muitos marcadores inflamatorios como a proteina C-reativa,
TNF-a, MMP-9, IL-6, IL-8 tanto em pacientes normais quanto em diabéticos (QAYYUM &
ADOMAITYTE, 2006; GILDE, FRUCHART & STAELS, 2006). Tem sido demonstrado que
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a rosiglitazona inibe a reperfusdo isquémica gastrica em modelos experimentais utilizando
roedores ao reduzir a atividade das enzimas xantina oxidase, superoxido dismutase e
glutationa peroxidase relacionadas ao estresse oxidativo (VILLEGAS et al., 2004). Os
ligantes de PPARy aumentam a biodisponibilidade de NO endotelial, suprimindo a produgio
de superoxido através da NADPH oxidase e induzindo enzimas antioxidantes como Cu/Zn
superdéxido dismutase (HWANG et al., 2005; LIU et al., 2008; FEHRENBACHER et al.,
2009)

Além de sua acdo periférica, recentes estudos indicam que os agonistas de PPARy
regulam a inflamacdo e que o PPARy ¢ um potente alvo farmacoldgico em doengas
neurodegenerativas, isquemia e lesdo da medula espinhal (CULMAN et al., 2007). Estudos
recentes indicam que a pioglitazona pode atravessar a barreira hemato-encefalica exercendo
sua acdo no sistema nervoso central (HENEKA et al., 2005) e pode reduzir a incidéncia de
infarto em pacientes com diabetes tipo 2 (CULMAN et al., 2007). Tais estudos reforgam
ainda mais que os agonistas de PPARy tém potencial atividade como agentes

antiinflamatérios (TAYLOR et al., 2002; FEHRENBACHER et al., 2009).
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6.1. Resumo

O processo inflamatoério tem sido uma importante causa de morbidade e mortalidade
humana, tornando-se objeto de estudos experimentais que procuram avaliar o papel dos
diversos mediadores envolvidos na resposta inflamatdria. Nesse contexto, a busca por novas
moléculas revelou o potencial antiinflamatério dos derivados tiazolidinicos, grupo de
moléculas estruturalmente relacionadas caracterizados pelo anel tiazolidinico. Tais moléculas
tém o receptor ativado por proliferadores de peroxissomos gama (PPARY) como principal
alvo bioldgico. Neste trabalho foram descritos a sintese e as caracteristicas fisico-quimicas de
novos derivados tiazolidindnicos-3,5-dissubstituidos da série quimica LPSF/GQ: o LPSF/GQ-
138 (3-(3-fluor-benzil)-5-(4-metodxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona) e o LPSF/GQ-140 (3-
(3-flaor-benzil)-5-(4-metil-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona) obtidos a partir da reacdo de
adicdo de Michael entre a 3-(3-fllor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-56) com
derivados 3-fenil-2-ciano-acrilatos de etila substituidos (LPSF/IP-6 e LPSF/IP-15). Ambos os
compostos sintetizados tiveram suas estruturas quimicas elucidadas por espectroscopia de
infravermelho (1V) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'N). Em seguida foi
investigada a atividade antiinflamatoria dos compostos sintetizados no ensaio da peritonite
induzida por carragenina 1% onde foram escolhidas as doses 0,37; 1,11; 3,33 e 10 umol/kg e
o farmaco de referéncia indometacina na dose de 28 umol/kg, apresentando inibi¢do da
migracédo celular num percentual variando de 45,7 a 71,0% para 0os compostos e 54,3% para a
indometacina. Foi realizada ainda a avaliacdo da atividade antinociceptiva através do teste de
contorcdes abdominais induzidas por acido acético 1% e do teste da formalina utilizando-se a
melhor dose encontrada no ensaio da peritonite (10 umol/kg). No teste de contor¢bes
abdominais os compostos LPSF/GQ-138 e LPSF/GQ-140 apresentaram percentuais de
inibicdo de 32,2 % e 20,8 % respectivamente, em comparagdo com a dipirona na dose de 450
umol/kg (50,2%). No teste da formalina, foram obtidos percentuais de inibicdo para o
LPSF/GQ-138 na 1% e 22 fases do teste de 33,3 % e 59,5 % respectivamente e para 0
LPSF/GQ-140 na 1?2 e 22 fases do teste de 24,0 % e 42,4 % respectivamente, em comparacao
com a dipirona na dose de 450 umol/kg (42,9% e 83,4%, respectivamente). Assim, 0S NOVOS
derivados tiazolidinicos avaliados mostraram resultados antiinflamatorios e antinociceptivos
promissores estando de acordo com a literatura em relacdo a capacidade que possuem as

TZDs de inibir a acdo de mediadores pro-inflamatérios.
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6.2. Introducéao

A inflamacdo pode ser definida como uma resposta bioldgica defensiva de tecidos
vasculares que induz profundas adaptacGes fisioldgicas ao organismo na tentativa de limitar
e/ou reverter o dano tecidual induzido por agentes irritantes bioldgicos, quimicos ou
mecanicos (CUZZOCREA, 2005; PAULINO et al., 2009). Durante o processo inflamatorio,
ocorre 0 encaminhamento de leucdécitos a lesdo e ativacdo posterior para que desempenhem
suas funcdes normais de defesa do hospedeiro (RANG, DALE & RITTER, 2003; KUMAR,
ABBAS & FAUSTO, 2005). Tal fenbmeno é a caracteristica mais importante da reacao
inflamatoria, vindo a constituir-se no verdadeiro elemento do processo. Entretanto, leucécitos
podem prolongar a inflamacdo e aumentar o dano tecidual pela liberacdo de enzimas,
mediadores quimicos e radicais livres, que sdo toxicos para os tecidos (RANG, DALE &
RITTER, 2003). Nesse contexto, na tentativa de minimizar os efeitos indesejaveis do processo
inflamatorio, surgiram os antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES) a partir da obtencdo da
aspirina (acido acetilsalicilico). Posteriormente surgiu uma série de moléculas tendo como
mecanismo de ac¢do a inibicdo da sintese de prostaglandinas através do bloqueio da enzima
cicloxigenase (COX). Porém apesar de serem eficazes no combate aos sintomas da
inflamacdo ainda contam com efeitos indesejaveis significativos. Partindo deste principio,
tem-se buscado novas estratégias para o tratamento da inflamacdo com menores efeitos
adversos através da pesquisa voltada a sintese e aplicacdo de novos agentes terapéuticos
(PAULINO et al., 2009; SERHAN, 2007). Desse modo este trabalho teve por objetivo
principal contribuir com a pesquisa de novos agentes antiinflamatérios e/ou antinociceptivos
mais especificos e menos toxicos, melhorando o tratamento de diferentes desordens
inflamatdrias e possibilitando o desenvolvimento de alternativas terapéuticas mais eficazes
que as atuais drogas antiinflamatorias através da avaliacdo das atividades antiinflamatoria e
analgésica dos compostos sintetizados em modelo de inflamag&o aguda e de inducdo do efeito

nociceptivo.
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6.3. Material e Métodos

6.3.1. Procedimentos Eticos

Os procedimentos experimentais apresentados nesta pesquisa foram submetidos e
aprovados pelo comité de ética e experimentacdo animal da Universidade Federal de
Pernambuco (Comité de Etica em Experimentacdo Animal / Centro de Ciéncias Bioldgicas
/Universidade Federal de Pernambuco - CEEA-UFPE, oficio no 143/09). Encontrando-se de
acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605- art. 32 e decreto 3.179-
art. 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos. Os
procedimentos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica na
Experimentagdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco (processo n°.
23076.006242/2009-75).

6.3.2.  Animais Experimentais

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados camundongos albinos Swiss
(Mus musculus) machos, com faixa etaria de 50 dias e peso variando entre 25 e 30 g,
provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco. Inicialmente, os camundongos foram submetidos a um periodo de adaptacéo,
sendo mantidos em gaiolas sob condicdo padronizada de iluminagéo (ciclo claro/escuro de 12
horas), temperatura de 22 + 2°C e recebendo agua ad libitum e dieta padrdo. Apos este
estagio, foram pesados e separados em lotes de 07 animais permanecendo em jejum de 8
horas, antes da realizacdo dos experimentos. Para ambas as atividades testadas, os animais
foram separados em 2 grupos tratados, 1 grupo controle negativo e 1 grupo controle positivo
utilizando droga de referéncia totalizando em 4 grupos. As vias de administracdo das
substancias teste utilizadas para avaliacdo das atividades antiinflamatdria e antinociceptiva foi
a via oral (p.o.). Para injecéo do agente flogistico foi utilizada a via intraperitoneal (i.p.). Para

a inducdo do estimulo nociceptivo durante o teste da formalina foi utilizada a via subcutanea.

6.3.3. Preparacdo das Doses

As substancias teste LPSF/GQ-138 e LPSF/GQ-140 e indometacina foram diluidas em
solucdo salina 0,9% contendo Cremophor 0,01% apds terem suas doses calculadas em mg/kg

de peso corporeo do animal.
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6.3.4. Toxicidade Aguda

O teste para avaliacdo de toxicidade aguda dos compostos tiazolidinicos em dose Unica
foi realizado de acordo com o método descrito por OECD (2000). Grupos de camundongos
pesando entre 25 e 30g receberam dose Unica de 2000mg/kg de peso de cada composto. Os
animais foram observados durante os 60 primeiros minutos, tomando como parametros de
toxicidade: piloerecdo, taquicardia, contor¢des abdominais, estiramento, agitacdo, evacuacao
e polidria. Posteriormente em intervalos maiores até completar um periodo de 14 dias.
Segundo Litchfield e Wilcoxon (1949) a partir dos dados coletados durante os teste de
toxicidade, foram analisados como parametros principais: O nimero de morte dos animais foi

utilizado para determinar o célculo da dose letal em 50% dos animais testados (DLso).

6.3.5. Avaliacdo da atividade inflamatoria

Os camundongos, em jejum de 8 horas, foram divididos em 4 grupos de n=7 e tratados
(p.o) com as substancias teste (0,37; 1,11; 3,33 e 10umol/kg para os LPSF/GQs),
indometacina (28umol/kg) e soluc¢do salina contendo Cremophor 0,01%. Apds 1 hora do
tratamento, todos 0s grupos experimentais receberam a administracdo i.p de 0,25 mL de
solucdo de carragenina 1%. ApoOs quatro horas, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, sendo injetados na cavidade peritoneal 2 mL de solucdo salina
adicionada de EDTA 0,3%. O EDTA tem como funcdo evitar a coagulagdo das proteinas
presentes no exsudato. A contagem de leucdcitos totais migrados foi realizada em analisador

hematologico Micros 60.

6.3.6. Avaliacdo da atividade antinociceptiva

6.3.6.1. ContorcGes abdominais induzidas pelo acido acético

O ensaio foi realizado utilizando a técnica descrita por Koster, Anderson e De Beer
(1959). Os camundongos foram pré-tratados por via oral com as substancias teste - LPSF/GQs
138 e 140, ambos na dose de 10 umol/kg. Em seguida foi administrado na cavidade peritoneal
dos animais 0,5 mL da solucdo de acido acético (1%), o que fez induzir as contorgdes
abdominais, para tornar viavel a avaliagdo dos possiveis efeitos antinociceptivo dos

compostos em estudo. O numero de contor¢Ges abdominais ocorridos entre 5 e 20min apos a
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inje¢do do acido acético foi registrado. Dipirona (450 pmol/kg) foi utilizada como farmaco de

referéncia.

6.3.6.2. Inducéo do efeito nociceptivo por formalina

Os animais foram divididos em 4 grupos (n=7), em seguida receberam as substancias
por via oral; dois grupos receberam as substancias teste LPSF/GQ-138 e LPSF/GQ-140
ambas na dose de 10umol/kg, outro grupo recebeu o veiculo e o quarto grupo a dipirona
(450pumol/kg) como farmaco de referéncia. Decorrido o tempo de 60 minutos apos a
administracdo das substancias, os animais receberam a injecdo de 20 pL de formalina a 1 %
na pata traseira direita e em seguida foi mensurada a sensitividade utilizando um cronémetro,
observando o tempo acumulado em segundos durante o qual o animal permaneceu lambendo
a pata nos primeiros 5 minutos (fase 1), e depois, de 20 a 30 minutos (fase 2) (HUNSKAAR,
FASMER & HOLE, 1985; HUNSKAAR & HOLE, 1987). Determinou-se o percentual de

inibicdo nos grupos tratados com os LPSF/GQs em comparacao ao grupo controle.

6.3.7. Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como variagdes médias * erro padrdo da meédia
(E.P.M.). Na anélise dos dados foram utilizados a analise de varidncia ANOVA / teste t de
Student para dados ndo-pareados tomando-se o valor de p < 0,05 como nivel de significAncia

estatistica para as atividades antiinflamatdria e antinociceptiva (SOKAL & ROHLF, 1981).

6.4. Resultados e Discussdo

6.4.1. Toxicidade Aguda

A dose letal foi obtida através da observacdo da auséncia de mortes nos grupos
testados até o 14° dia apds a administracdo das substancias teste na dose de 2000mg/kg de
peso corporal. Sinais e sintomas de efeito toxico foram avaliados 0.5, 1, 2, 4, 8, 24 e 48 horas
apos a administracdo de cada substancia. Nenhum dos compostos tiazolidinicos testados
promoveu a morte dos animais na dose de 2000mg/kg, sendo observados apenas alguns
comportamentos ndo habituais, como baixo frémito vocal, tremores, ptose e sonoléncia. O
teste de toxicidade foi baseado nas investigagdes das propriedades terapéuticas com o

LPSF/GQ-130 por Santos em 2009, onde foram observados resultados semelhantes. Durante
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14 dias foi feita a monitorizacdo da ingestdo alimentar ndo sendo observada nenhuma
variacdo de peso significativa em relacdo ao grupo controle. Os resultados demonstraram
baixa toxidade das moléculas avaliadas, dados que estdo de acordo com estudos realizados
por Santos e colaboradores (2005).

6.4.2. Avaliagdo da atividade inflamatéria

No ensaio realizado ambos os compostos e a indometacina inibiram a resposta
inflamatdria induzida por carragenina 1%. De acordo com a analise estatistica, os LPSF/GQs
demonstram efetividade na inibicdo da resposta inflamatoria apresentando uma inibicdo da
migracao celular variando de 45,7 a 71,0% e 54,3% para a indometacina (Grafico 1). Ambos
os compostos tiazolidinicos foram mais eficazes na dose de 10 pmol/kg, fato que contribuiu
para que essa dose fosse escolhida para a avaliagdo da atividade antinociceptiva. N&o foi

observada uma relacao dose-dependente, tornando inviavel a determinacéo da EDsy.

~ <o

(] (=
1 )
| 7

6‘*’9

&> P>

&
hﬁ\
OLPSF/GQ-138
BLPSF/GQ-140
O INDOMETACINA
A1

3,33 10 28,0

D
>
1

‘)'\?‘ (,;\O‘Q —

o
(]
1
|
|
>
J

N w
(] (—]
1 1

Inibicao damigracao celular (%)
- »
[—] [—]
L 1

(=]

0.37 1
Doses (pmol/kg)

Grafico 1: Percentual de inibicdo da migracdo celular dos derivados 3-benzil-5-benzilideno-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/GQ-138 e LPSF/GQ-140). O percentual de inibicdo foi calculado de acordo com a equago:

Atividade antiinflamatoria % = (m-m’/m) x 100 onde m=controle e m’ =tratado.

Sendo assim, este ensaio avaliou a migracdo leucocitaria por meio da contagem de
leucdcitos presentes no exsudato liberado na cavidade peritoneal, ap6s a administracdo do
agente flogistico carragenina 1%. Os graficos 2 e 3 mostram a agdo dos derivados
tiazolidinicos testados e do farmaco de referéncia indometacina na inibicdo da migracédo
leucocitaria.
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Grafico 2: Efeito do derivado tiazolidinico LPSF/GQ-138 e indometacina sobre a atividade inflamatoria
induzida por carragenina (1%) no modelo da peritonite. Os valores sdo expressos como média + e.p.m; (Teste t

de Student ndo pareado) onde: * p < 0,01 (controle vs. tratamentos); T p < 0,01 (indometacina vs. LPSF/GQ-

138).
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Gréfico 3: Efeito do derivado tiazolidinico LPSF/GQ-140 e indometacina sobre a atividade inflamatdria
induzida por carragenina (1%) no modelo da peritonite. Os valores séo expressos como média = e.p.m; (Teste t

de Student ndo pareado) onde: * p < 0,01 (controle vs. tratamentos); * p < 0,01 (indometacina vs. LPSF/GQ-

140).
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Embora o mecanismo molecular da acdo das TZDs ndo esteja precisamente conhecido,
hoje, sabe-se que os efeitos terapéuticos das TZDs parecem resultar da alta afinidade de uni&o
das TZDs ao PPARy (LEHMANN et al., 1995; SPIEGELMAN, 1998; SCHOONJANS,
STAELS & AUWERX, 1996).

Sabe-se que a rosiglitazona interage com o receptor PPARYy através da formacédo de
ligacdes de hidrogénio entre o atomo de oxigénio do anel tiazolidinico com os residuos de
aminoacidos histidina (His323) e serina (Ser289) do dominio LBD do receptor. Este tipo de
ligacdo é importante na estabilidade e ativacdo do receptor (IWATA et al., 2001).

Uma vez ativado por agonistas, o receptor PPARY revela seus efeitos antiinflamatorios
que ocorrem devido a atividade transcricional do PPARy que antagoniza a de outros fatores
de transcri¢do, como por exemplo, a do AP-1, STAT e NF-kB, responsaveis pelo controle da
expressdo de genes pro-inflamatdrios, tais como: 1) da gelatinase B, uma metaloproteinase,
gue em macrofagos ativados, causa danos no tecido durante processos inflamatoérios agudos e
crbnicos, 2) a inibicdo da expressdo do gene SR-A, que codifica uma proteina de superficie
celular associada a eventos de adeséo celular e a entrada de macromoléculas incluindo LDL
oxidada e 3) da Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) (RICOTE et al., 1998). Em
concordancia, o trabalho de Jiang e colaboradores mostrou que agonistas de PPARy (PGJ2,
troglitazona e rosiglitazona) também inibem nos mondcitos a sintese de moléculas pro-
inflamatorias, por diminuirem a expressao de citocinas como IL 1P, IL-6 e 0 TNF-a (JIANG,

TING & SEED, 1998).
6.4.3. Avaliacdo da atividade antinociceptiva
6.4.3.1. Contorg¢des abdominais induzidas pelo acido acético
Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antinociceptiva, através do teste de
contorcdes abdominais induzidas por acido acético, revelaram que os compostos LPSF/GQ-
138 e LPSF/GQ-140 inibiram moderadamente a nocicep¢do na dose de 10 umol/kg revelando

percentuais de inibicdo de 32,2 % e 20,8 % respectivamente, em comparagdo a 50,2% da

dipirona na dose de 450 umol/kg como demonstrado no Gréfico 4.
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Grafico 4: Efeito dos derivados tiazolidinicos LPSF/GQ-138 e LPSF/GQ-140 sobre a nocicep¢do induzida por
acido acético (1%). Os valores sdo expressos como média + e.p.m; (Teste t de Student ndo pareado) onde: * p <
0,01 (controle vs. tratamentos); " p < 0,01 (Dipirona vs. LPSF/GQs).

O modelo experimental do acido acético é considerado relativamente simples, com
pouca especificidade, de facil observacédo, de rapida execucdo e de boa sensibilidade a varias
substancias analgesicas e a farmacos antiinflamatorios néo-esteroidais (KOSTER,
ANDERSON & DE BEER, 1959; BLANE, 1967; BLUMBERG, WOLF & DAYTON, 1965;
SIEDMUND, CADMUS & LU, 1957 a,b). O &cido acético atua indiretamente causando a
liberacdo de substancias enddgenas envolvidas na modulacdo da nocicepcdo, incluindo a
bradicinina, serotonina, histamina e as prostaglandinas (RAO et al., 2005; WITKIN et al.,
1961).

Recentemente, Ribeiro e colaboradores (2000) demonstraram que a nocicepgdo
induzida por este estimulo depende também da liberacdo de citocinas, como a IL-1p, TNFa,
IL-8 a partir de macrofagos e baséfilos residentes na cavidade abdominal, e que em conjunto
com os outros mediadores mencionados anteriormente, podem induzir a nocicepc¢do
caracteristica observada neste modelo.

Estes achados indicam, portanto, que esta atividade pode ser decorrente da inibicdo
direta ou indireta da liberacdo de mediadores pré-inflamatérios induzida pelo acido acético,

como prostaglandinas e citocinas.
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6.4.3.2. Inducdo do efeito nociceptivo por formalina

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antinociceptiva, através do teste da
formalina, demonstraram que os compostos sintetizados inibiram moderadamente a dor na
dose de 10 umol/kg revelando percentuais de inibi¢cdo para o LPSF/GQ-138 na 12 e 22 fases
do teste de 33,3 % e 59,5 % respectivamente e para 0 LPSF/GQ-140 na 12 e 22 fases do teste
de 24,0 % e 42,4 % respectivamente, em comparacdo com a dipirona na dose de 450 umol/kg
onde foi obtido na 12 e 22 fase do teste percentuais de 42,9% e 83,4% respectivamente como
pode ser observado nos Gréaficos 5 e 6. Destacou-se 0 LPSF/GQ-138 principalmente na
segunda fase do ensaio da formalina, onde observou-se protecdo a dor de forma significativa

em relacdo ao controle negativo e ao farmaco de referéncia.
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Gréfico 5: Efeito dos derivados tiazolidinicos LPSF/GQ-138 e LPSF/GQ-140 sobre a nocicepgao induzida por
formalina (1%) na 1% fase do teste. Os valores sdo expressos como meédia = e.p.m; (Teste t de Student ndo
pareado) onde: * p < 0,01 (controle vs. tratamentos); © p < 0,01 (Dipirona vs. LPSF/GQs).
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Gréfico 6: Efeito dos derivados tiazolidinicos LPSF/GQ-138 e LPSF/GQ-140 sobre a nocicepcao induzida por
formalina (1%) na 2% fase do teste. Os valores sdo expressos como média + e.p.m; (Teste t de Student ndo

pareado) onde: * p < 0,01 (controle vs. tratamentos); * p < 0,01 (Dipirona vs. LPSF/GQs).

O teste da formalina depende da medida do comportamento de lambida da pata como
uma simples medida da dor. Muitos dos estudos que caracterizaram o teste da formalina em
camundongos foram realizados por Hole e seus colaboradores (HUNSKAAR, FASMER &
HOLE, 1985; HUNSKAAR & HOLE, 1987; ROSLAND, 1991; HOLE & TJ@LSEN, 1993,
SADDI & ABBOTT, 2000).

Desta forma, trata-se de um dos modelos mais utilizados para explicar os mecanismos
de dor e analgesia, com melhores resultados do que os testes que utilizam estimulos
mecanicos ou térmicos. E constituido por duas fases: a primeira, neurogénica, resulta da
atividade quimica irritante da formalina diretamente sobre o0s neurénios nociceptivos; a
segunda fase esta associada a liberacdo de mediadores enddgenos locais, que geram resposta
inflamatoria local, responsavel pela sensibilizacdo de aferentes primarios e de neurdnios
medulares subsequente a ativacdo de nociceptores. (SHIBATA et al., 1989; CODERRE,
TIDLSEN, 1992; SOUSA et al., 2008).

Estudos demonstraram que agonistas PPARa e PPARy inibem a producdo de varias
citocinas inflamatdrias, incluindo aquelas que desempenham papel importante na resposta
nociceptiva induzida por formaldeido. A inibicdo na producgéo de eicosandides e NO também
foi observada ap6s o tratamento com agonistas PPARa. (LOVETT-RACKE et al., 2004) e
PPARy (SAWANO et al., 2002).
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Os bons resultados obtidos na segunda fase (dor inflamatdria), corroboram com os
resultados obtidos por Oliveira e colaboradores (2007), onde o tratamento agudo com

pioglitazona inibiu a segunda fase da resposta nociceptiva induzida por formalina.

6.5. Conclusodes

Pode-se concluir que no modelo de inflamacdo testado, os novos derivados
tiazolidinicos avaliados mostraram resultados antiinflamatérios promissores estando de
acordo com a literatura em relacdo a capacidade que possuem as TZDs de inibir a a¢do de
mediadores pro-inflamatérios. As TZDs LPSF/GQ-138 e LPSF/GQ-140 ainda demonstraram,
através do teste das contor¢es abdominais induzidas pelo acido acético, moderada atividade
antinociceptiva se destacando a LPSF/GQ-138 tanto em relagdo a molécula analoga
LPSF/GQ-140 quanto a dipirona utilizada como referéncia corroborando assim com o
resultado obtido na avaliacdo da atividade antiinflamatdria, onde se pode sugerir que houve
diminuicdo significativa na producdo e/ou liberacdo de mediadores pro-inflamatorio. As
TZDs LPSF/GQ-138 e LPSF/GQ-140 revelaram, através do teste da formalina, uma
moderada atividade antinociceptiva destacando-se uma maior atividade na 22 fase do teste o
que indica sua acdo periférica mais acentuada como ja mencionado na literatura contribuindo

mais uma vez com os resultados da avaliacédo da atividade antiinflamatoria realizado.
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7. Anexos

7.1. Parte Quimica

7.1.1. Reagentes, Solventes e Equipamentos

Os reagentes utilizados foram &cido monocloroacético, tiouréia, acetato de etila,
benzeno, cianoacetato de etila, etanol, n-hexano, piperidina, fluoreto de 3-flior-benzil, 4-
metil-benzaldeido, 4-metoxi-benzaldeido, hidroxido de potassio. Os reagentes e solventes
utilizados na sintese dos compostos e para suas analises pertencem as marcas Sigma, Aldrich,
Acros, Merck, Vetec ou Quimis.

Na cromatografia em camada delgada foram utilizadas placas de silica gel 60 Merck
F254, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 ou 366 nm) ou através de
vapores de iodo.

A caracterizacdo estrutural foi realizada através da espectrofotometria de absor¢do no
infravermelho (IV), em espectrofotdmetro FTIR Bruker Modelo IFS 66, pastilhas de KBr. Os
espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) foram efetuados em
espectrofotébmetro Varian Modelo Plus 300 MHz. Para determinacdo dos pontos de fusdo foi
utilizado aparelho Quimis Modelo 340.27.

7.1.2. Rota de sintese dos derivados 3-benzil-5-benzilideno-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ)

Os derivados 3-benzil-5-benzilideno-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQs) foram obtidos
através de sintese em varias etapas como mostrado na Figura 11. Inicialmente, obtém-se a
tiazolidina-2,4-diona 3 por reacdo do acido monocloroacético 1 com a tiouréia 2. Numa
segunda etapa a tiazolidina-2,4-diona 3 reagiu com o fluoreto de 3-fluér-benzil 4, para
formacdo do intermediario 3-(3-fldor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-56) 5
Paralelamente, obtém-se os compostos 3-fenil-2-ciano-acrilatos de etila substituidos
(LPSF/IPs 8) através da reagdo de condensacdo de Knovenagel de cianoacetato de etila 6 com
4-R-benzaldeido (R=CHs;; R’=OCH3) 7 em presenca de piperidina como catalizador.
Finalmente, a 3-(3-fllor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona 5 sofre uma reacdo de adicdo de

Michael pelos ésteres cianocinamicos, conduzindo aos produtos finais desejados 9.
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Os precipitados que se formaram durante o tempo reacional, foram separados por
filtracdo ainda quente e purificados por lavagens sucessivas com etanol absoluto. Apds

purificacdo foram obtidos os derivados 3-benzil-5-benzilideno tiazolidina-2,4-diona 9.
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Figura 11: Diagrama de sintese dos derivados 3-benzil-5-benzilideno-tiazolidina-2,4-diona
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7.1.3. Nomes quimicos e caracteristicas fisico-quimicas

Inicialmente foram definidos os nomes quimicos dos produtos. Em seguida os
produtos foram analisados por sistema de CCD Hexano/Acetato 7:3, além de terem seus
percentuais de rendimento e os valores de Rf calculados. A Tabela 1 a seguir nos mostra esses

dados:

Tabela 1: Nomes quimicos e caracteristicas dos derivados 3-benzil-5-benzilideno-tiazolidina-2,4-dionas

NOME P.F. Rdt
COMPOSTO ) F.M. M.M. Rf ELUENTE
QuUIMICO (°C) (%)
F
3-(3-fldor-
cHy benzil)-5-(4-
o NH o
jf metoxi- n-
$ - 130 -
Hﬁ—o@—cu benzilideno)- C1sHuNOSSF 343 75 0,79 hex/AcOEt
tiazolidina- 132 7:3
LPSF/GQ-138 2,4-diona
F
3-(3-flor-
3:2 benzil)-5-(4-
~F° metil- n-
s o 134 —
HGCOCH benzilideno)- 1\ NoSE 327 86 057  hex/AcOEt
tiazolidina- 135 7.3
2,4-diona .

LPSF/GQ-140
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7.1.4. Anélise Espectroscopica
7.1.4.1. Método de espectroscopia de infravermelho — IV

Através da espectroscopia no infravermelho, verificaram-se as bandas de absor¢édo
caracteristicas dos grupos funcionais presentes nos eésteres de Cope. Observou-se as
frequéncias de absorcdo referentes as vibracfes de deformacdo da C=0O em uma banda de
absorcdo compreendida entre 1500 a 1733 cm™. A vibracdo da ligacdo dupla C=C foi
observada em uma freqiiéncia de 1671 a 1673 cm™. O espectro IV dos derivados 3-benzil-5-
benzilideno-tiazolidina-2,4-dionas (LPSF/GQs) apresenta uma freqtiéncia de absor¢do do CH
em 3003 cm™ (Tabela 2).

Tabela 2: Freqgiiéncias de absorgdo no infravermelho, em cm™, dos derivados 3-benzil-5-benzilideno-tiazolidina-
2,4-dionas

COMPOSTO =CH- C=0 c=C

\ 1730 (Assimétrico)
o 740 3003 o 1671
j, 1510 (Simétrico)

s
H;,C—OOCH

LPSF/GQ-138

F

\ 1733 (Assimétrico)
o0 3003 o 1673
j,s 1500 (Simétrico)

LPSF/GQ-140

Pastilhas de KBr - Espectrofotdmetro FTIR Bruker, modelo IFS66
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7.1.4.1.1. Espectros de infravermelho — IV dos derivados da série 3-benzil-5-benzilideno-
tiazolidina-2,4-dionas (LPSF/GQs).
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7.1.4.2. Método de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio - RMN *H

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) permitiu
confirmar as estruturas dos compostos sintetizados. Foram verificados os picos caracteristicos
dos hidrogénios presentes nos grupos CH=, CH2, OCH3 e no anel aromatico. Na Tabela 3
encontram-se expressos, em ppm, os deslocamentos quimicos observados para estes

compostos.

Tabela 3: Deslocamentos quimicos (8) em ppm dos derivados 3-benzil-5-benzilideno-tiazolidina-2,4-dionas.

HIDROGENIOS HIDROGENIOS HIDROGENIOS

ESTRUTURA CH= CH, OCH, - ) ]
BENZILIDENICOS ~ BENZILICOS ~ METILICOS
F
7,61 (d, 2H) 7,53 7,49 (m,
o J=8,7Hz 1H)
oMo 793 483 383 .
j 7,11 (d, 2H) 7,35 7,30 (m,

s
“°°‘°O°" J=8,7Hz 3H)

LPSF/GQ-138

F

7,54 (d, 2H)
J=7.8 Hz 7,53 — 7,30 (m,

o 7,94 4,83 - 2,36
F 7,36 (d, 2H) 4H)

pe
“°°‘Q°" J=78Hz

LPSF/GQ-140

DMSO-d6 — Espectrofotdmetro Varian modelo Unity Plus-300 MHz
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7.1.4.2.1. Espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio — RMN 1H dos
derivados da série 3-benzil-5-benzilideno-tiazolidina-2,4-dionas (LPSF/GQs).
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7.2. Parte Biologica

7.2.1. Animais

A utilizacdo de camundongos em estudos de mecanismos basicos de dor e analgesia
cresceu rapidamente nos Gltimos anos. Muitos testes comportamentais foram desenvolvidos
para uso em ratos e posteriormente modificados para camundongos incluindo o teste da
formalina e a dor induzida por acido acético (TJJLSEN et al., 1992, SADDI & ABBOTT,
2000).

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados camundongos albinos Swiss
(Mus musculus) de ambos os sexos, com faixa etaria de 50 dias e peso variando entre 25 e 30
g, provenientes do Biotério do Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de
Pernambuco. Todos os procedimentos realizados seguiram as diretrizes preconizadas pelo
Manual sobre Cuidados e Usos de Animais de Laboratério (Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal, 2003), com esforgos para minimizar o nimero e o sofrimento dos
animais utilizados. Inicialmente, os camundongos foram submetidos a um periodo de
adaptacdo, sendo mantidos em gaiolas sob condigdo padronizada de iluminagdo (ciclo
claro/escuro de 12 horas), temperatura de 22 + 2°C e recebendo agua ad libitum e dieta
padrdo. Apos este estagio, foram realizados os experimentos. Os procedimentos experimentais
foram realizados sempre pela manhd, e concluidos no mesmo dia. Os protocolos utilizados
foram aprovados pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade
Federal de Pernambuco (processo n°. 23076.006242/2009-75).

7.2.2. Substancias utilizadas

EDTA (Sigma):
Carragenina (Sigma);
Acido acético;
Formaldeido;

NaCl a 0,9%
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7.2.3. Delineamento experimental

7.2.3.1. Atividade antiinflamatéria

A atividade antiinflamatoria dos derivados LPSF/GQs foi avaliada utilizando
carragenina, com o0 objetivo de demonstrar a possivel atividade antiinflamatéria dos
compostos. Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, conforme
homogeneidade dos seus pesos corporais:

1. GRUPO CONTROLE NEGATIVO (n=7), injecdo do agente flogistico na cavidade
peritoneal, sem tratamento previo;

2. GRUPO LPSF/GQ-138 (n=7), injecdo do agente flogistico na cavidade peritoneal e
tratamento prévio;

3. GRUPO LPSF/GQ-140 (n=7), injecdo do agente flogistico na cavidade peritoneal e
tratamento previo;

4. GRUPO REFERENCIA (n=7), injecdo do agente flogistico na cavidade peritoneal e

tratamento prévio com substancia de referéncia;

7.2.3.2. Atividade antinociceptiva

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, conforme
homogeneidade dos seus pesos corporais:

1. GRUPO CONTROLE NEGATIVO (n=7), inducdo do estimulo, sem tratamento
prévio;

2. GRUPO LPSF/GQ-138 (n=7), inducdo do estimulo, com tratamento prévio;

3. GRUPO LPSF/GQ-140 (n=7), inducéo do estimulo, com tratamento prévio;

4. GRUPO REFERENCIA (n=7), indugio do estimulo, com tratamento prévio da

substancia de referéncia;
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