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RESUMO

Os farmacos antiinflamatorios ndo-esteroidais sdo os mais utilizados no
tratamento das doengas inflamatérias e estdo entre os mais utilizados no
mundo. A maior limitacdo na utilizacdo dos antiinflamatérios nao-esteroidais
consiste nos seus efeitos colaterais, incluindo toxicidade gastrintestinal e renal.
O mecanismo de acao desses farmacos envolve a inibicdo da cicloxigenase e,
consequentemente, a conversdo do acido araquiddnico em prostaglandinas.
Atribui-se a COX-1 (isoforma constitutiva) os efeitos indesejaveis dos
antiinflamatérios nao-esteroidais, enquanto os efeitos antiinflamatorios séo
atribuidos a COX-2 (isoforma induzida). Assim, o desenolvimento de
substancias que inibam seletivamente a COX-2 poderia alcancar uma grande
poténcia antiinflamatoéria, sem os negativos efeitos colaterais observados nos
antiinflamatérios nédo-esteroidais tradicionais. As tiazolidinas constam em
registros cientificos como substancias de importante atividade bioldgica,
inclusive antiinflamatéria. Tiazolidinas potencialmente antiinflamatorias com
substituintes bezilidenos na posicdo 5 e um grupamento p-clorobenzil na
posicdo 3 foram planejadas e sintetizadas através da rota sintética que partiu
da tiazolidina-2,4-diona e do cloreto de 4-cloro-benzila, que foram reagidos em
meio basico obtendo-se o composto 3- (4-cloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona, o
qual sofreu uma reacdo de tionacdo com P,Ss formando 3- (4-cloro-benzil)-4-
tioxo-tiazolidin-2-ona. Paralelamente, sintetizaram-se o0s ésteres 2-ciano-
acrilato de etila, através da reacao entre aldeidos substituidos e cianoacetato
de etila. Posteriormente, através de uma reacdo de adicdo de Michel, os
ésteres 2- ciano acrilatos de etila foram reagidos com 3- (4-cloro-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona ou 3- (4-cloro-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona, obtendo-se
0os compostos finais  5-(3-bromo-4-metodxi-benzilideno)-3-(4-clorobenzil)-
tiazolidina-2,4-diona [LYS-2], 5-(1-1'-bifenil-4-il-metileno)- 3-(4-clorobenzil)-
tiazolidina-2,4-diona [LYS-3], 5-(5-bromo-2-metdéxi-benzilideno)- 3-(4-
clorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona [LYS-4] e 3-(4-cloro-benzil)-5-(1H-indol-3-il-
metileno)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona [LYS-5] que tiveram suas estruturas
comprovadas através de espectroscopia de infravermelho e de ressonéancia
magnética nuclear de hidrogénio. A atividade antiinflamatéria de [LYS-2; LYS-
3; LYS-4 e LYS-5 (50 mg/Kg i.p.)] foi avaliada através do edema de pata
induzido por carragenina, demonstrando atividades de 38,75; 40,64; 61,23 e
58,96%, respectivamente.



ABSTRACT

Nonsteroidal antiinflammatory drugs are the most used in the treatment
of inflammatory disease and are among the most widely used drugs. The mayor
limitation of using nonsteroidal antiinflammatory drugs consists of their side-
effects, including gastrointestinal and renal toxicity. The mechanism of action of
this drugs involves the inhibition of cyclooxygenase, and consequently, the
conversion of arachidonic acid into prostaglandins. The undesirable side-effects
of nonsteroidal antiinflammatory drugs are attributed to the inhibition of COX-1
(constitutive isoform), whereas the anti-inflammatory effects are attributed to
COX-2 (inducible isoform). Thus, the development of drugs that selectively
inhibits the COX-2 could have great anti-inflammatory potency without the
negative side-effects observed with traditional nonsteroidal antiinflammatory
drugs. Thiazolidines appears in scientific papers as substances in great
biological activity, including anti-inflammatory. Potentialy anti-inflammatory
thiazolidines 5-benzylidene substituted and a p-chlorobenzyl group in the 3-
position were planned and synthesized through the synthetic route which used
the thiazolidine-2,4-dione and the 4-chlrobenzyl chloride that had been reacted
in a basic mean, resulting in 3-(4-chloro-benzyl)-thiazolidina-2,4-dione
compound, which suffered a tionation with P,Ss forming 3- (4-chloro-benzyl)-4-
thioxo-thiazolidin-2-one. In Parallel, it was synthesized the esthers ethyl 2-
cyane-acrilate though the reaction between substituted aldheydes and ethyl
cyaneacetate. After this, through the Michel’s addition reaction, the esthers
ethyl 2- cyane acrilates were reacted with 3-(4-chloro-benzyl)-thiazolidine-2,4-
dione or 3- (4-chloro-benzyl)-4-thioxo-thiazolidin-2-one, forming the final

compounds 5-(3-bromo-4-methoxy-benzylidene)-3-(4-chlorobenzyl)-
thiazolidine-2,4-dione [LYS-2], 5-(1-1’-biphenyl-4-il-methylene)- 3-(4-
chlorobenzyl)-thiazolidine-2,4-dione [LYS-3], 5-(5-bromo-2-methoxy-

benzylidene)- 3-(4-chlorobenzyl)-thiazolidine-2,4-dione [LYS-4] and 3-(4-chloro-
benzyl)-5-(1H-indol-3-il-methylene)-4-thioxo-thiazolidin-2-one  [LYS-5] which
had their structures confirmed through the infrared spectroscopy and hydrogen
nuclear magnectic ressonance. The antiinflammatory activity of [LYS-2; LYS-3;
LYS-4 e LYS-5 (50 mg/Kg i.p.)] was evaluated through the carreggenin
induced paw edema, showing activities of 38.75, 40.64, 61.63 and 58.96%,
respectively.
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1 INTRODUGCAO

A inflamacdo refere-se, por definicio a reacdo do tecido vivo
vascularizado a uma lesdo local. E geralmente causada por infeccbes
microbianas, agentes fisicos, substancias quimicas, tecido necrético ou
reacdes imunoldgicas. O papel da inflamacdo consiste em conter e isolar a
lesd@o, destruir os microrganismos invasores, inativar toxinas e iniciar processos
de cura e reparo. Todavia, estes processos podem ser potencialmente nocivos,
causando reacdes de hipersensibilidade que ameacam a vida do individuo,
bem como leséo progressiva e fibrose de 6rgaos (ROBBINS, 2001).

De uma maneira geral, os sintomas da inflamacao séo dor, calor local e
inchaco. Células do sistema imune séo atraidas para o local da lesdo e ali
ativadas, tornando-se capazes de agir frente a lesdo. Muitas vezes, a
inflamacdo € um processo agudo, como traumas, infeccfes e situacdes pos-
operatdrias. Infelizmente, ndo raro, apos iniciado, o processo inflamatdrio ndo é
encerrado como seria esperado e 0 organismo continua em um estado ativado,
liberando os mediadores quimicos, responsaveis pela dor e pela destruicdo de
tecidos adjacentes, desencadeando um processo inflamatorio crénico (MYCEY,
HARVEY e CHAMPE, 2000).

As doencas inflamatérias crénicas tém um significante impacto na saude
publica que é refletido na variedade de formas como elas podem ser
apresentadas. A artrite e a osteoartrite, por exemplo, constituem um importante
problema, uma vez que estdo freqientemente associadas a complicacdes que
comprometem a produtividade e qualidade de vida do individuo, além de

envolver altos custos no seu tratamento.



No conjunto das doencas inflamatorias, agrupadas sob a designacao de
reumatismos, a osteoartrite € a mais frequente, representando 30 a 40 % das
consultas em ambulatérios de reumatologia. No Brasil, sdo 15 milhdes os
portadores de osteoartrite. Segundo dados do Ministério da Saude, esta
doenca atinge cerca de 80 % das pessoas acima dos 70 anos de idade
(BRASIL, 2003). A sua importancia pode ser demonstrada através dos dados
da previdéncia social, pois € responsavel por 7,5 % de todos os afastamentos
do trabalho. Adicionalmente, € a segunda doenca entre as que justificam o
auxilio inicial de afastamento e também ocupa a mesma posicao (10,5 %) em
relacdo ao auxilio-doenca (em prorrogacao); e também € a quarta enfermidade
a determinar aposentadoria (6,2 %) (SEDA e SEDA, 2003).

Um estudo realizado pela a Organizacdo Pan-Americana de Saude
(OPAS) em sete grandes cidades da América Latina e Caribe, revelou que uma
em cada trés pessoas acima dos 60 anos sdo portadoras de artrite. Nos
Estados Unidos e Canada, representantes de paises desenvolvidos, o0s
portadores de artrite representam, respectivamente, 58 e 47 % das pessoas
acima de 70 anos (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 2002).
Projecfes populacionais estimam que a artrite ira afetar 18 % da populacdo
americana (aproximadamente 60 milhdes de pessoas) no ano de 2020 e
limitard as principais atividades de 4 % (11,6 milhdes). Direta ou indiretamente,
estima-se que 0s custos vao aumentar proporcionalmente (U.S. DEP. HEALTH
& HUMAN SERVICES, 2003).

O grande numero de portadores de doencas inflamatorias cronicas faz
com que a utilizacdo de antiinflamatérios também seja elevada. S&o os

medicamentos mais utilizados no mundo, representando 100 milhdes de



prescricdes anuais, estimando-se um numero sete vezes maior de vendas sem
prescricdes. Representam 40 bilh6es de comprimidos ao ano (MERCK SHARP
& DOHME, 2003). Em 2001, o total mundial de vendas de dois medicamentos
antiinflamatérios (Celebra® e Vioxx®) superou os 5,7 bilhdes de dodlares,
colocando estes farmacos na lista dos dez mais vendidos no mundo naquele
ano (BARREIRO, 2003).

No inicio dos anos de 1970 descobriu-se o mecanismo de acdo dos
medicamentos antiinflamatdérios nao-esteroidais (NSAIDs), verificando-se que
preveniam a producdo de prostaglandinas através da inibicdo da enzima
cicloxigenase (COX). Portanto, fica estabelecida a participacdo de um processo
bioquimico de acéo para esses farmacos (HAMBERG e SAMUELSSON, 1967;
VANE, 1971). Durante muitos anos pensou-se que a COX era uma Unica
enzima presente constitutivamente na maioria dos tecidos e que sua inibicdo
levava ao decréscimo na producdo de prostaglandinas proé-inflamatorias, bem
como das prostaglandinas benéficas produzidas no estdbmago, rins e outros
orgaos e tecidos humanos (DANNAHRDT e KIEFER, 2001).

Mais recentemente, descobriu-se que a atividade da COX encontrava-se
aumentada em determinados estados inflamatérios e poderia ser induzida nas
células por citocinas inflamatoérias. Tais dados sugeriram a existéncia de duas
formas de COX, uma constitutiva, presente nos tecidos, como estdbmago e rins,
e uma enzima indutiva, associada a inflamac&o. Esta hipotese foi suportada
pelo isolamento de uma nova forma de COX, codificada por um segundo gene
para cicloxigenase, sendo chamada cicloxigenase-2 (COX-2) (SMITH,

GARAVITO E DeWITT, 1996).



A descoberta da enzima COX-2 levou a hipbtese de que a toxicidade
associada a terapia com NSAIDs nos tecidos gastricos e renais seria devido a
inibicdo da isoforma cicloxigenase-1 (COX-1), enquanto os efeitos benéficos
seriam devidos a inibicdo da isoforma induzida COX-2 no sitio da inflamacéo.

Os NSAIDs classicos inibem a producdo das prostaglandinas através da
inibicdo da COX-1 e da COX-2, levando a efeitos indesejaveis, uma vez que a
primeira exerce funcdes fisiologicas. Devido ao seu uso disseminado, os
NSAIDs causam mais hospitalizacdes e mortes do que qualquer outra classe
de medicamentos disponivel no mercado uma vez que, ao inibirem a enzima
COX-1, que produz prostaglandinas responsaveis pela protecdo da mucosa
gastrica, causam efeitos gastrintestinais graves, tais como perfuracées do
estdbmago, ulceras e sangramentos (PARENTE e PERETTI, 2003).

E eminente que a comunidade cientifica busque farmacos
antiinflamatérios mais potentes, mais seletivos ao alvo enzimatico COX-2 e
com efeitos indesejados reduzidos. Neste contexto, surge a Quimica Medicinal,
com seus conhecimentos interdisciplinares e as estratégias racionais que
abrirdo os caminhos para descoberta desses novos farmacos.

O planejamento racional de farmacos através da abordagem fisiolégica
exige conhecimento da patologia e seus mecanismos fisioldgico e bioquimico,
assim como o reconhecimento das enzimas implicadas no processo (RATTI e
TRIST, 2001; BARREIRO, 2002). De posse dessas informacoes,
conhecimentos fisico-quimicos e estruturais e 0 reconhecimento das
propriedades que devem ser mantidas ou que podem ser modificadas numa
estrutura quimica, conduzirdo as estratégias de modificacdo molecular,

permitindo que moléculas potenciais sejam planejadas.



Uma vez planejadas, faz-se necessaria a execucdo da sintese, a
purificacdo, a comprovacdo estrutural das substancias sintetizadas e,
finalmente, o inicio dos testes in vitro, ex vivo e in vivo.

Engajando-se na busca por novos antiinflamatérios nao-esteroidais, o
presente trabalho foi desenvolvido envolvendo duas grandes areas de
conhecimento: a quimica organica e a biologia. A parte de quimica organica
envolvendo um estudo detalhado das possibilidades de substancias a serem
sintetizadas que seriam potencialmente antiinflamatorias, compreendeu a
sintese, purificacdo, elucidacdo estrutural e determinacdo de algumas
propriedades fisico-quimicas de novos compostos 5-benzilideno-3-(4-
clorobenzil)-tiazolidina-2,4-dionas. A parte biologica visou uma revisdo da
literatura sobre o mecanismo e enzimas envolvidas no processo inflamatorio e
0s ensaios de determinacdo da atividade antiinflamatéria propriamente ditos,
realizados através da avaliacdo do edema de pata induzido por carragenina.

Neste trabalho, inicialmente faremos uma revisdo da literatura, onde
serdo abordados os aspectos fisiopatoldgicos inerentes a inflamacédo, enzimas
envolvidas no processo inflamatério e possibilidades de inibicdo das enzimas.
Serdo abordadas também as estratégias de planejamento de farmacos bem
como as propriedades quimicas relevantes das tiazolidinas.

A seguir, sera apresentado o planejamento, a sintese e a elucidacao
estrutural das substancias 5-benzilideno-3-(4-clorobenzil)-tiazolidina-2,4-
dionas, bem como a avaliagdo da atividade antiinflamatoria. Finalmente seréo
apresentadas as consideracbes finais, que arrematam essa pequena
contribuicdo ao estudo de compostos antiinflamatorios, assim como o

referencial bibliografico de consulta.



OBJETIVOS



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Contribuir no desenvolvimento de novos agentes farmacodinamicos mais
eficazes e menos téxicos com atividade antiinflamatoria, com o propésito de
auxiliar e melhorar as possibilidades de tratamento atualmente existentes para
as enfermidades inflamatodrias e, ainda, gerar meios para facilitar o acesso das
pessoas a esses agentes terapéuticos, tanto pela possibilidade de producédo
com baixo custo, quanto pelo aumento da competitividade mercadoldgica

proveniente da comercializacdo de novos agentes.

2.2 Especificos

Preparar, por sintese organica, novos derivados 5-benzilideno-3-(4-

clorobenzil)-tiazolidina-2,4-dionas;

Elucidar as estruturas quimicas dos compostos sintetizados pelos
métodos espectroscopicos de infravermelho e ressonancia magnética nuclear

de hidrogénio;

Avaliar a atividade antiinflamatéria dos novos derivados 5-benzilideno-3-

(4-clorobenzil)-tiazolidina-2,4-dionas na inflamacao aguda.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Atividade antiinflamatoria

A utilizacdo de substancias com atividade antiinflamatéria é
relatada desde os primdrdios da humanidade para o tratamento e alivio das
doencas inflamatorias. Inicialmente, através da utilizacdo de uma variedade de
extratos de plantas, passando pela aspirina, primeiro farmaco antiinflamatoério
introduzido na terapéutica em 1897, chegando no inicio do século XXI onde as
mais recentes substancias antiinflamatoérias séo criteriosamente planejadas e
obtidas visando poténcia aliada a efeitos adversos minimos (KALGUTKAR et

al., 1998).

3.1.1 Inflamagao

A inflamacao é a maneira como o0 organismo responde as lesdes locais,
sendo usualmente caracterizada por sintomas familiares como dor, calor,
edema, rubor e perda de funcdo na area afetada, sintomas que ja eram
relatados séculos atras pelos romanos. Tais sintomas ocorrem por um periodo
limitado de tempo, em uma area determinada e comumente acontecem em
beneficio do organismo. Durante este processo, células do sistema imune sao
atraidas para a area afetada e transformadas de um estado inativo ou latente
para um estado ativado, tornando-se aptos para combater a causa da lesdo

(KATZUNG, 2000).



Substancias quimicas, como citocinas e prostaglandinas, liberadas em
uma cascata ordenada e auto-regulavel, sdo os mediadores endégenos que
controlam o processo inflamatério. Por envolver uma série de reacdes
bioquimicas, o entendimento da fisiopatologia da resposta inflamatoria é de
suma importancia no processo de desenvolvimento de farmacos

antiinflamatérios.

3.1.1.1 Fisiopatologia da resposta inflamatoéria

A inflamacdo cobre uma gama de eventos fisiopatologicos e esta
presente em diferentes situacdes: aguda, sub-aguda ou crbnica, Orgao-
especifica, reversivel ou irreversivel. A resposta inflamatoria, vista em muitas
doencas cronicas, ou seguida de um trauma agudo, € iniciada quando vasos
sanguineos (primeiramente arteriolas) irritadas ou danificadas expdem
superficies endoteliais e cartilagens as plaquetas circulantes. As plaguetas
aderem a estas superficies, agregam-se as aberturas dos vasos sanguineos
danificados e liberam o contedudo dos seus granulos no espaco extracelular.
Outras células, incluindo células do endotélio vascular, leucocitos, mastocitos e
macrofagos séo recrutadas por processos quimiotaticos para dar inicio ao
desenvolvimento do processo inflamatério.

Um denominador comum nestas respostas inflamatorias sdo os
mediadores envolvidos. Essas moléculas, como exemplificadas na Tabela 3.1,
agem como hormoénios endogenos e substancias regulatérias no sitio da
inflamacdo (ARMAN et al., 1965; SMITH et al., 1998). E importante notar que

nem todos os mediadores participam em todos os tipos de inflamacgédo. Por



exemplo, baseado na eficacia de agentes farmacoldgicos anti-histaminicos,
sabe-se que a histamina esta envolvida em certas respostas inflamatorias
alérgicas brénquicas e cutaneas, enquanto praticamente ndao aparece na artrite

reumatéide ou na asma (McGlLLe BUSSE, 1996).

Tabela 3.1: Mediadores do processo inflamatério

Classe Quimica Mediadores da Inflamagao
Nitrocompostos Oxido nitrico
Aminas Histamina

Serotonina (5-HT)
Catecolaminas

Peptideos / Proteinas Bradicinina
Interleucina-1 (IL-1)
Fator de necrose tumoral (TNF)
Fator de ativacdo plaguetéria (PAF)

Lipideos Prostaglandinas (PGs)
Tromboxanos (TXs)
Leucotrienos (LTs)

Entre as substancias liberadas pelos granulos plaquetarios estdo a
serotonina (5-HT), o difosfato de adenosina (ADP), e o fator de ativacéo
plaquetéaria (PAF). A serotonina, um mediador vasoconstritor, ajuda a fechar os
vasos danificados, enquanto que o ADP e o PAF promovem a agregacao
plaquetaria e a liberacdo dos granulos plaquetarios (MANNANIONI, DIBELLO e
MASINI, 1997).

A agregacdo plaquetaria quimicamente induzida é acompanhada pela
ativacdo de fosfolipases, ao mesmo tempo que as plaquetas liberam &cido
araquidénico (Tabela 3.2) de suas membranas fosfolipidicas. Nessas células o
acido araquidbnico é rapidamente convertido em tromboxano A, (TXAz), um
forte promotor da agregacado plaguetaria. Outra substancia critica derivada do
acido araquidénico € a prostaglandina E; (PGE;), o mediador
predominantemente detectado em praticamente todas as condi¢des

inflamatorias, desde o edema agudo experimental até queimadura solar e



artrite reumatoide crénica. Uma evidéncia muito importante que comprovou que
0s metabdlitos do &cido araquidénico tém um papel fundamental na inflamacéo
foi a descoberta de que a aspirina age inibindo a enzima COX, também
denominada prostaglandina endoperéxido sintetase (PGHS), vital na sintese de
prostaglandinas (KALGUTKAR et al.,1998).

Os metabdlitos do acido araquidénico, também chamados de eicosandides,
sao lipidios bioativos produzidos pela oxidac&o de acidos graxos de 20 atomos
de carbono; incluem prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e
leucotrienos. Na Tabela 3.2 estdo listadas algumas das acdes especificas
desses eicosandides (PARENTE e PERETTI, 2003). Alguns destes compostos
exibem efeitos opostos, resultando num equilibrio homeostatico.

Na resposta inflamatéria classica, a vasoconstricAo que ocorre
imediatamente apds a lesdo € seguida por um periodo prolongado de
vasodilatacdo, mediado primeiramente por PGE; e prostaglandina I, (PGl,) e
mais fracamente pelo leucotrieno B, (LTBs) e PAF. A resultante é um
acrescimo no fluxo sanguineo e a consequente congestdo capilar, havendo
eritema no sitio da inflamacdo. Este é o primeiro sintoma da resposta
inflamatoria.

A dilatacdo das arteriolas por esses mediadores proé-inflamatérios
conduz a elevadas pressfes hidrostaticas que resulta em permeabilidade
vascular., A exsudacdo do plasma a partir dos vasos sanguineos
permeabilizados para o tecido conectivo produz o edema, segundo sintoma da
inflamacdo. O LTB4 e o PAF sdo produzidos nos leucocitos e agem com a

histamina e a bradicinina para induzir a permeabilidade nas vénulas dilatadas.



Outra funcdo importante do LTB4 , PAF, histamina e bradicinina é atrair células

fagocitarias (BEN-BARUCH, MICHIEL e OPPENHEIN, 1995).

Tabela 3.2: Estrutura quimica e acéo de algumas prostaglandinas e leucotrienos

Eicosandide Estrutura Quimica Acgao
Acido araquiddnico e, AR Precursor biossintético
PGD, ! Promocé&o do sono
~ H
PGE, Contragdo da musculatura lisa,

dor e modulacéo da febre

T
PGF, ! Contrac¢@o da musculatura lisa
uterina
- H
PGl, L Inibicdo da agregacéao
1 plaquetaria, vasodilatagao,
implantac@o embrionéria
S |
TXA, B y Estimulacdo da agregacédo
L o plaquetaria, vasoconstrigdo
. H
LTB, ; ! ) Quimiotaxia de leucdcitos

O terceiro sintoma da inflamacao € a hiperalgesia ou dor. Em resposta
as citocinas pré-inflamatérias, a atividade da enzima COX-2 aumenta e produz
elevados niveis de PGE; no endotélio cutdaneo e células sinoviais. Esse
eicosandide, agindo isolado ou conjuntamente a bradicinina ou outro estimulo,
pode entdo sensibilizar os nociceptores polimodais e outros neurdnios
aferentes de dor. A sintese de PGE; no sistema nervoso central e o alto nivel

de receptores para PGE, na regido circunventricular do cérebro séao



consistentes com o papel desse eicosandide como um pirogénio endbégeno
ativador de vias neuronais associadas com a sensitividade a dor. Tardiamente,
a PGE, é também um potente agente pirético envolvido no desenvolvimento do
calor, ou febre — o quarto sintoma da inflamacdo (CATANIA et al., 1991). A
producdo de febre em infeccdes virais e bacterianas € estimulada por certas
citocinas, como interleucina-1 (IL-1) (DUBE et al., 2001).

Muitas doencas crbnicas, como asma brénquica e artrite reumatoide,
podem ser descritas como processos inflamatérios, as quais compartilham das

mesmas caracteristicas da inflamacao aguda, apresentadas anteriormente.

3.1.1.2 Enzimas envolvidas no metabolismo do acido araquidénico

A biossintese de eicosandides comeca com a interacdo de certos hormdonios,
fatores de crescimento ou citocinas com receptores celulares de superficie que
ativam a enzima fosfolipase A, (PLA;). O acido araquiddnico, precursor mais
comum dos eicosandides, vem das membranas celulares fosfolipidicas, onde
encontra-se esterificado. A PLA, ativada catalisa a hidrolise desse éster
liberando o acido livre (DENNIS, 1994). A cascata da transformacédo do acido
araquidénico, liberacdo dos mediadores e enzimas envolvidas esta

demonstrada no Esquema 3.1.
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Esquema 3.1: Biossintese de eicosandides a partir do acido araquidénico (PARENTE e
PERETTI, 2003)

Apoés a liberacdo do acido araquidbnico pela acdo da PLA; esse acido
poderd ser metabolizado pela acao de dois grandes complexos enzimaticos.

a) Cicloxigenase (COX): essa enzima, com dupla fungéo catalitica, apresenta
a atividade “cicloxigenase”, que catalisa a formacdo de prostaglandina G
(PGG,), e a atividade “peroxidase” que catalisa uma reducdo de dois
elétrons de PGG, para prostaglandina H, (PGH,). A PGH,, molécula
instavel, € entdo transformada em prostandides: PGl,, TXA,, PGE; e
prostaglandina F, (PGF;) por sintases especificas em diferentes células
(DANHARDT e KIEFER, 2001).

b) 5-Lipoxigenase (LOX): através de um intermediario 5-hidroperoxi essa

enzima produz os leucotrienos, assim chamados pela ocorréncia em



leucécitos, e um trieno conjugado caracteristico presente em sua estrutura.
O primeiro composto formado é o leucotrieno A; (LTA;), um metabdlito
instdvel contendo um grupamento epoxi. Derivado do LTA; por hidrélise
enzimatica tem-se o (LTB,4) e o leucotrieno C4 (LTC,), pela adicdo de um
tripeptideo catalisado pela glutationa-S-transferase. A partir do LTC4, séo
produzidos leucotrieno D4 (LTD,) e leucotrieno E4 (LTE,), 0s trés compostos
do grupo conhecido como cisteinil-leucotrtienos (SAMUELSSON, 1980;

PARENTE e PERETTI, 2003).

3.1.1.3 Isoformas da cicloxigenase

Baseado no mecanismo de biossintese de prostaglandinas proposto em
1967 por Hamberg e Samuelson (1967), confirmado em estudos posteriores
pelos mesmos autores (HAMBERG e SAMUELSSON, 1973; apud: MARNETT
et al, 1999), o termo cicloxigenase foi cunhado para descrever a enzima que
catalisa a complexa formacao de peroxidos biciclicos como produtos iniciais da
oxigenacao de acidos graxos polinsaturados.

Até 1991, apenas uma COX havia sido descrita, a isoenzima hoje
chamada COX-1 ou enzima constitutiva. Nessa época pesquisas realizadas por
Xie e colaboradores (1991), utilizando a inducdo da expressdo de um &acido
ribonucléico mensageiro (RNAm), revelaram que esse codificava proteinas
tendo uma cadeia de aminoacidos com 60 % de identidade com a COX-1. Em
trabalho subsequente, foi demonstrado que esta nova proteina, chamada COX-
2 ou isoforma induzivel, € muito similar estruturalmente a COX-1 quanto a

estrutura, mas difere substancialmente no que diz respeito a sua expressao e



biologia. A razdo para existéncia de duas isoformas é ainda desconhecida.
Entretanto sabe-se que a COX-1 e a COX-2 sdo frequientemente co-
expressadas na mesma célula e podem atuar como partes separadas de
sistemas biossintéticos que funcionam, de alguma forma, independentemente
(SMITH, GARAVITO e DeWITT, 1996).

Ambas isoformas sdo proteinas glicosiladas, homodiméricas, com
grupamento heme e com dois sitios cataliticos. Suas principais propriedades

estdo resumidas na Tabela 3.3 (VANE, BAKHLE e BOTTING, 1998).

Tabela 3.3: Principais propriedades das isoformas de cicloxigenases humana

Caracteristicas COX-1 COX-2

Localizacdo do Gene e Cromossomo 9 Cromossomo 1

tamanho 22 Kb 8,3 Kb

Massa molecular 71 KDa (~600 aa) 71 KDa (~600 aa)

Tecidos de expressao Constitutivamente na maioria Induzidamente nas células
dos tecidos, particularmente endoteliais, sinoviécitos,
estdmago, rins, monacitos, condrdcitos, fibroblastos,
macrofagos, plaguetas musculatura lisa, aparelho

reprodutivo

Constitutivamente no sistema
nervoso central, rins e células
pancreéticas

Indutores enddégenos N&o aplicavel Citocinas pro-inflamatérias,
fatores de crescimento,
agregacao de recpetores IgE,
expressdo de oncogenes

Inibidores enddégenos Desconhecidos Glicocorticoides, cotocinas
antiinflamatdrias.

Localizacéo intracelular Reticulo endoplasmatico e Reticulo endoplasmatico e

membranas perinucleares membranas perinucleares

Do ponto de vista genético h4 muitas diferengas entre as isoformas, a
comecar pelo fato dos genes que as expressam estarem alocados em
cromossomos diferentes. A COX-1 encontra-se no cromossomo 9 e a COX-2
no cromossomo 1. A COX-1 contém 11 exons em 22 Kb, enquanto a COX-2
tem 10 exons em 8,3 Kb. O tamanho relativamente pequeno do genoma da
COX-2 encaixa-se como uma caracteristica dos genes de expressao imediata,

ou de urgéncia (LEVAL et al., 2000).



As COX-1 e COX-2 sédo 63 % idénticas e 77 % similares a nivel de
aminoacidos. As maiores diferencas na estrutura primaria estdo nas regides N-
terminal e C-terminal. As estruturas terciarias e quaternarias sdo visualmente
idénticas. O dominio catalitico € altamente conservado, com o0s residuos
envolvidos na catdlise ou ligagdo com grupo heme; Arginina (Arg) -120,
Histidina (His) -206, Tirosina (Tyr) -385, His-386 e His-388 preservados. Uma
diferenca estrutural € encontrada na posicédo 523 do sitio ativo destas enzimas,
onde tem-se uma isoleucina (lle) na COX-1 e uma valina (Val) na COX-2
(PICOT, LOLL e GARAVITO, 1994). O menor tamanho da valina condiciona um
substancial crescimento na acessibilidade do sitio catalitico permitindo acesso
a um bolso lateral no sitio catalitico, conhecido como “side-pocket”. O acesso
ao “side-pocket” ndo é permitido estericamente pela cadeia lateral da isoleucina
na COX-1 (GIERSE et al., 1996).

O mecanismo através do qual as duas isoformas promovem a catalise
do acido araquidbnico € praticamente 0 mesmo, promovem a reacdo de
cicloxigenacédo (bis-oxigenacéo) que converte o acido araquidénico em PGG,,
e a peroxidacdo que reduz a PGG; em PGH, (Figura 3.1). O sitio ativo € um
canal ladeado por residuos hidrofébicos e inserido no maior dominio globular

da enzima (SMITH, GARVITO e DeWITT, 1996).
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Figura 3.1: Conversdo do acido araquidénico em PGG, e PGH, (SMITH, GARAVITO e
DeWITT, 1996)

A reacdo de cicloxigenacdo requer um hidroperéxido, o qual € obtido através
da oxidacdo do grupo heme por um mecanismo envolvendo 6xido nitrico. O
grupo heme entdo oxidado, oxida o residuo Tyr-385 adjacente e o radical
tirosinil resultante abstrai o &tomo de hidrogénio na posicdo 13 do acido
araquidénico. O aminoacido Arg-120, também tem um papel muito importante
nesta catalise, pois serve como ancora do araquidonato no sitio ativo, uma vez
que se liga ao grupo carboxilato deste através de ligacdes de hidrogénio

(Figura 3.2) (SMITH, GARAVITO e DeWITT, 1996).
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Figura 3.2: Modelo dos sitios ativos cicloxigenase e peroxidade da COX-1 ovina. Um

alquil hidroperdxido é mostrado ligado ao grupo heme do sitio ativo peroxidase, e o
araquidonato é demonstrado ligado ao sitio ativo cicloxigenase. Os residuos His-388 e His-207
sdo os ligantes proximal e distal do heme, respectivamente. A Tyr-385 situada vizinha ao grupo
heme e ligada ao araquidonato, é o residuo que é convertido em radical tirosinil e que abstrai o
atomo de hidrogénio na posicdo 13 do araquidonato, assim iniciando a catéalise. Arg-120
localiza-se na abertura do canal hidrofébico e é o ponto de fixacdo do grupo carboxilato do
araquidonato (SMITH, GARAVITO e DeWITT, 1996)

Como as prostaglandinas resultantes desta catélise medeiam inUmeras
funcBes fisiopatoldgicas, as fungdes fisiologicas e patoldgicas das COX-1 e
COX-2 séo diferentes. A COX-1 pode ser detectada na maioria dos tecidos e é
tipicamente expressa em niveis constantes através do ciclo celular. A COX-2 é
indetectavel na maioria dos tecidos dos mamiferos, mas sua expressao pode
ser rapidamente induzida em células envolvidas na inflamac¢do, como
fibroblastos, mondcitos e endotélio vascular, como resposta a fatores de
crescimento, promotores de tumor, hormoénios, endotoxinas bacterianas e
citocinas. Por esta razdo, ficaram conhecidas como constitutiva e induzida,
respectivamente. Recentemente, evidéncias demonstraram que ambas, COX-1
e COX-2, estdo envolvidas em alguns processos fisioldgicos e patologicos
(SEIBERT et al., 1994).

Como reflexo destas diferentes formas de expressao, atribui-se a COX-1

a producdo das prostaglandinas que fazem a manutencdo fisioldgica do



organismo, que envolve, homeostase plaquetaria, integridade da mucosa
gastrica e regulacdo do fluxo renal. Por outro lado, atribui-se a COX-2 a
producdo das prostaglandinas envolvidas nas reacfGes inflamatérias e
responsaveis pelos sintomas da inflamacdo, como febre, dor, edema e
vasodilatacao.

Chandrasekharan e colaboradores (2002) descreveram uma terceira e
distinta isoenzima, chamada cicoxigenase-3 (COX-3). Em humanos, o RNAmM
da COX-3 é expresso com um transcrito de aproximadamente 55 Kb e
encontra-se abundantemente no cortex cerebral e coracdo. Essa isoforma pode
ser inibida por farmacos analgésicos/antipiréticos, como o paracetamol e
dipirona (Figura 3.3), e € potencialmente inibida por alguns NSAIDs. Assim,
sugere-se que a COX-3 poderia representar um mecanismo de acdo central,
através do qual estas drogas diminuiriam e dor e, possivelmente a febre

(CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Figura 3.3: Dipirona e paracetamol: inibidores da COX-3

3.1.1.3.1 Funcoes fisiopatolégicas das enzimas COX-1 e COX-2

Na maioria das espécies, incluindo a humana, prostaglandinas

citoprotetoras da mucosa gastrintestinal sdo produzidas pela acdo da COX-1,

embora pequenas quantidades de COX-2 também sejam expressas



constitutivamente (VANE, BAKHLE e BOTTING, 1998). A acdo citoprotetora é
complexa e envolve ambas PGIl, e PGE,, capazes de reduzir a secrecéo
gastrica das células parietais, aumentar o fluxo sanguineo nas mucosas e
estimular a liberacdo de muco. Assim, a inibicdo da COX-1 danifica a mucosa
gastrica, causando hemorragias e ulceracdes, de forma que é aceito pela
comunidade cientifica que a toxicidade gastrintestinal dos antiinflamatorios nao-
esteroidais classicos (NSAIDs) é devida a sua ac¢ao inibitoria sobre a COX-1
(PARENTE e PERETTI, 2003).

Experimentos tém demonstrado que a COX-2 é rapidamente induzida
durante processos ulcerativos gastrointestinais, onde geram grandes
quantidades de prostaglandinas que contribuem no processo de cura,
indicando que esta enzima pode estar envolvidas numa situacdo especial
chamada “citoprotecédo adaptativa” (PARENTE e PERETTI, 2003).

As prostaglandinas (PGs) contribuem, mas ndo necessariamente, para o
funcionamento normal dos rins, regulando o toénus vascular e o fluxo
sanguineo. A producéo de PGs, principalmente PGE, mostra-se essencial na
manutencdo das funcdes renais de portadores de insuficiéncia cardiaca
congestiva, cirrose hepatica ou insuficiéncia renal (VANE, BAKHLE e
BOTTING, 1998). Em humanos, a COX-1 é expressa constitutivamente nos
vasos, nos dutos coletores e na alca de Henle. A COX-2 é expressa na macula
densa e esta envolvida no desenvolvimento normal dos rins, uma vez que picos
da proteina COX-2 aparecem nas 22 e 32 semana pos-natal, e entdo declina
até atingir os niveis encontrados nos adultos na 122 semana. O envolvimento
de ambas isoformas na fisiologia renal € confirmado pelos dados que sugerem

gue NSAIDs induzem retencdo de sodio em adultos saudaveis mediada pela



inibicdo da COX-2, enquanto a depressao da taxa de filtracdo glomerular &
associada a inibicdo da COX-1 (PARENTE e PERETTI, 2003).

Nas plaquetas, a Unica isoforma detectavel € a COX-1, que leva a
formacdo do pré-agregatério TXA,. Este fato explica a utilizacao classica de
“meio acido acetilsalicilico por dia” como profilaxia de doencas
tromboembdlicas (VANE, BAKHLE e BOTTING, 1998), uma vez que doses
baixas do acido acetilsaliciico podem acetilar a COX-1 nas plaquetas,
bloqueando irreversivelmente a sintese de TXA; durante seu tempo de vida na
circulacdo sanguinea (PARENTE e PERETTI, 2003).

As PGs sdo importantes na gestagéo e nas contragdes uterinas durante
o trabalho de parto. Ambas COX-1 e COX-2 sdo expressas no epitélio uterino
em diferentes etapas da gestacdo, sendo importante para a implatacdo do
embrido e na angiogénese necessaria para o estabelecimento da placenta.
Prostaglandinas derivadas da COX-2 tém um papel muito importante no parto,
pois 0s niveis dessa enzima encontram-se substancialmente aumentados no
liquido amnidtico imediatamente antes e ao iniciar o trabalho de parto (VANE,
BAKHLE e BOTTING, 1998).

Hoje, diante das informacdes a respeito das funcdes das enzimas COX-
1 e COX-2, a comunidade cientifica confirma que a COX-2 esta claramente
associada a inflamacdo e que farmacos inibidores seletivos desta enzima
oferecem a possibilidade de inibicdo das PGs inflamatérias praticamente sem
afetar as PGs geradas pela COX-1 no estdbmago, rins ou plaquetas (VANE,

BAKHLE e BOTTING, 1998).



3.1.2 Farmacos antiinflamatoérios

Estabelecida a relacdo entre os compostos eicosandides e a inflamacao,

as propriedades e os mecanismos de acdo dos agentes antiinflamatorios

puderam ser esclarecidos. Os farmacos capazes de inibir ou interromper

alguma etapa da resposta inflamatdria sdo heterogéneos quanto a sua

estrutura quimica e diferentes quanto ao mecanismo de acido. E possivel

agrupa-los através dos diferentes mecanismos de acdo em: a) Antiinflamatorios

esteroidais; b) Antiinflamatérios ndo-esteroidais (NSAIDs); ¢) Antiinflamatorios

inibidores seletivos da COX-2 (Coxibs); d) Inibidores da 5-LOX e inibidores

duais COX/LOX; e e) Antiinflamatérios nado-esteroidais doadores de o6xido

nitrico (NO-NSAIDs).

O Esquema 3.2 demonstra os alvos biologicos das diferentes classes de

farmacos antiinflamatorios (FIORUCCI et al., 2001).
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Esquema 3.2: Rota de metabolismo do acido araquidénico com os alvos biolégicos dos
farmacos antiinflamatérios (FIORUCCI et al., 2001)




3.1.2.1 Antiinflamatorios esteroidais

Os antiinflamatérios  esteroidais, também  conhecidos  por
corticosterdides, podem ser de ocorréncia natural ou sintética. Os naturais sédo
aqueles chamados horménios cértico supra-renais, ou seja, moléculas
esteroidais sintetizadas e liberadas pelo coOrtex supra-renal. Podem ser
classificados em varios grupos: os que possuem efeitos sobre o metabolismo
intermediério (glicocorticéides), os que exercem principalmente uma funcdo de
retencdo de sais (mineralocorticéides) e aqueles que apresentam atividade
androgénica ou estrogénica (KATZUNG, 2000).

O principal glicocorticoide natural € o cortisol ou hidrocortisona (Figura
3.4), o qual, igualmente aos demais glicocorticdides, tem a capacidade de
reduzir acentuadamente as manifestacées inflamatorias, em funcdo de seus
efeitos sobre a concentracdo, distribuicdo e funcdo dos leucdcitos periféricos,
bem como da inibicdo da PLA,. A administracdo de um glicocorticéide aumenta
a concentragdo dos neutrofilos devido a um maior influxo da medula 6ssea e da
migracdo diminuida dos vasos sanguineos; também reduz o ndmero de
linfécitos, mondcitos, eosindfilos e baséfilos na circulagdo como resultado do
seu movimento do tecido vascular para o linféide (GILMAN, HARDMAN e

LIMBIRD, 2002).



Figura 3.4: Hidrocortisona: principal glicocorticoide natural

Os glicocorticéides ainda inibem as fun¢des dos leucocitos e macrofagos
teciduais, reduzindo a capacidade destas células de responderem a antigenos
e mitdgenos. O efeito sobre os macréfagos € acentuado, uma vez que limita
sua capacidade de fagocitar e destruir microrganismos e de produzir IL-1
(interleucina—1), pirégeno, colagenase, elastase, fator de necrose tumoral (TNF,
tumoral necrose factor) e ativador de plasminogénio (GILMAN, HARDMAN e
LIMBIRD, 2002).

Além dos efeitos nas funcdes leucocitarias, os glicocorticéides influem na
resposta inflamatoria através da reducdo da sintese de prostaglandinas e
leucotrienos decorrente da acdo na PLA,. Esses hormbnios aumentam a
concentracdo de certos fosfolipideos de membrana que parecem inibir a sintese
de prostaglandinas e leucotrienos, além de aumentar a concentracdo de
lipocortinas, que aparentemente se ligam aos substratos fosfolipidicos da PLA..
Os glicocorticoides também reduzem a expressao da COX-2, 0 que causa uma
diminuicdo na quantidade de enzima disponivel para a formacdo de
prostaglandinas (ZHANG et al., 1997).

Os efeitos antiinflamatorios e imunossupressores desta classe de
farmacos sao extremamente Uteis na terapéutica, entretanto sdo responsaveis
por efeitos adversos bastante graves, como, sindrome iatrogénica de Cushing

(rosto arredondado, aumento de peso, hiperglicemia, podendo chegar a diabete



e osteoporose), retardamento da cicatrizacdo de feridas, Ulcera péptica,
catarata subcapsular posterior, glaucoma, hipertensdo intracraniana, psicose e
aumento de infeccdes bacterianas e micéticas oportunistas (KATZUNG, 2000).
Do ponto de vista quimico, os corticosteroides sdo substancias derivadas
do colesterol e sdo analogos a hidrocortisona, como por exemplo, a

betametasona e prednisolona (Figura 3.5).

Figura 3.5: Betametasona e prednisolona: corticosterdides derivados da hidrocortisona

3.1.2.2 Antiinflamatoérios nao-esteroidais classicos

As substancias quimicas que sdo classificadas como antiinflamatoérios
nao-esteroidais classicos (NSAIDs) sdo aquelas que inibem o processo
inflamatorio através da inibicdo nédo seletiva das isoformas da enzima COX e
tem mecanismo de acdo e estruturas quimicas diferentes daquelas
apresentadas pelos farmacos antiinflamatorios esteroidais.

Fazem parte desta classe o ibuprofeno, a indometacina, o flubiprofeno,
acido meclofendmico e a aspirina (Figura 3.6). A aspirina € o primeiro e mais
popular dos antiinflamatorios, utilizados na terapéutica desde 1899 (MYCEY,

HARVEY e CHAMPE, 2000).



Figura 3.6: Farmacos antiinflamatérios ndo-esteroidais

Os NSAIDs sdo, do ponto de vista quimico, de uma diversidade téo
grande que resulta em uma gama de caracteristicas estruturais e
farmacocinéticas que torna impossivel agrupa-los. A aspirina e os demais
NSAIDs relacionam-se apenas pelo fato de serem &cidos organicos fracos e
terem a importante propriedade de inibirem a biossintese das prostaglandinas
através da inibicdo da COX. Com isso, promovem uma menor liberacdo de
mediadores por granuldcitos, baséfilos e mastécitos, reduzem a sensibilidade
dos vasos a bradicinina e a histamina, afetam a producao de linfocinas pelos
linfécitos T e revertem a vasodilatagdo. Em graus variaveis, inibem a sintese de
protrombina, sdo analgésicos, antipiréticos e inibem a agregacao plaquetéria.
Em contrapartida, todos séo irritantes gastricos, uma vez que ndo sdo seletivos
para COX-2, e apresentam elevada nefrotoxicidade (KATZUNG, 2000).

Estudos de cristalografia de raio-X mostram que a por¢do acida dos

NSAIDs forma uma ligacdo através de ligacdes de hidrogénio com o residuo



Arg-120 das enzimas COX-1 e COX-2, da mesma forma que seu substrato
endogeno, o acido araquidbnico, impedindo a sua entrada no sitio catalitico da
enzima (SMITH, GARAVITO e DeWITT, 1996). A analise da cristalografia de
raio-X da aspirina ligada a COX-1 ovina, mostrou que esta molécula é capaz de
produzir uma acetilacdo no residuo Serina (Ser) -530 (Figura 3.7). A
modificagdo covalente da enzima pela aspirina causa sua inativacao

permanente (SMITH, GARAVITO e DeWITT, 1996).

Aspirina

Figura 3.7: Estrutura cristalina do sitio ativo da COX-1 ovina acetilada pela aspirina
(SMITH, GARAVITO e DeWITT, 1996)

A aspirina representa um caso singular de atividade farmacolégica uma
vez que forma ligacdo covalente e inibicédo irreversivel das COXs. Tal inibicdo
justifica seu comportamento Unico frente o longo periodo de inibicdo da
agregacao plaquetaria que promove, uma vez que as plaquetas circulantes, ao
contrario das demais células, ndo sao capazes de produzir novas COXs

(KALGUTKAR et al., 1998).



Em outro extremo estdo os agentes NSAIDs, como o Ibuprofeno, que se
comportam como um tipico inibidor competitivo reversivel das COXs. Existindo
também um numero de NSAIDs, incluindo indometacina, flubiprofeno e acido
meclofenamico, que exibem um comportamento inbitorio intermediario e sao
conhecidos como inibidores reversiveis tempo-dependente (SMITH,
GARAVITO e DeWITT, 1996).

O grande inconveniente na utilizacdo dos NSAIDs classicos €, devido a
sua nao-seletividade na inibicdo da COX, ou seja, inibe as duas isoformas da
enzima, acarretando uma série de efeitos adversos graves. Os NSAIDs tém
sido responsaveis por muitos casos de insuficiéncia renal aguda e de sindrome
nefrética, que se desenvolve insidiosamente, ndo dependendo da dose ou do
tempo de uso da farmaco. A importancia das ulceracdes gastricas nos
pacientes que usam doses antiinflamatorias de NSAIDs faz com que farmacos
como misoprostol, um analogo da PGE; seja utilizado concomitantemente ao
tratamento a fim de proteger a mucosa, ou ainda a utilizacdo de tratamentos
simultdneos com anti-histaminicos H,, como a cimetidina ou inibidores da

bomba de protons, como o omeprazol (Figura 3.8) (LEVAL et al., 2001).



Figura 3.8: Farmacos utilizados na prevencao de Ulceras gastrticas de pacientes tratados
com NSAIDs

Pacientes com doencas inflamatorias crénicas sdo os mais atingidos
pelos efeitos adversos dos NSAIDs. Estudo multicéntrico, randomizado e
duplo-cego realizado por Hawkey e colaboradores (2003) evidenciaram a
incidéncia de Ulceras em 25,5 % dos casos utilizando naproxeno (Figura 3.9),
um NSAID classsico, contra 2,9 % do placebo, num periodo de 12 semanas.
Tais eventos surtam um impacto econdémico grande, pois geram consultas
médicas por efeitos adversos, internacfes hospitalares por hemorragias
gastrintestinais e necessidade de utilizacdo de farmacos gastroprotetores

(SOLOMON et al., 2003).

Figura 3.9: Naproxeno



3.1.2.3 Antiinflamatorios inibidores seletivos da COX-2

O reconhecimento de que a enzima COX existe em duas isoformas foi o
acontecimento responsavel pelo surgimento de uma nova classe de farmacos,
desenvolvidos com base em um planejamento racional a fim de atingir
unicamente a forma indutiva da enzima, a COX-2. A primeira geracao de
inibidores seletivos vieram de modelos animais cujos compostos apresentavam
grande poténcia antinflamatoria com reduzidos efeitos colaterais no estdbmago.
Nimesulida, etodolac e meloxicam (Tabela 3.4) foram descobertos desta
maneira e encontram-se disponiveis no mercado (VANE, BAKHLE e BOTTING,
1998).

Por muitos anos pesquisadores questionaram-se a respeito da
nimesulida, pois essa apresentava excelente performance nos ensaios in vivo,
mas nos testes inibitérios frente a COX in vitro ndo demonstrava inibicdo. Na
época, 0s ensaios in vitro para COX eram realizados com a enzima extraida de
vesiculas seminais, onde encontra-se predominantemente a COX-1. Mais
tarde, apdés a descoberta da isoforma COX-2, nimesulida, etodolac e
meloxicam, foram ensaiados para esta e confirmaram sua seletividade frente a

COX-2 (Tabela 3.4) (VANE, BAKHLE e BOTTING, 1998).



Tabela 3.4: Atividade de farmacos antinflamatérios [ a) VANE, BAKHLE e BOTTING, 1998

b) LEVAL et al., 2001]

Farmaco Estrutura Quimica IC5, COX-1 IC5o COX-2 Razao IC5,
(M) (LM) COX-1/COX-2
Aspirina™® 1,67 278 166
Indometacina™ 0,028 1,68 60
Etodolac™® . 34 3,4 0,1
Meloxicam®® 4,8 0,43 0,09
Nimesulida®® 9,2 0,52 0,06
Celecoxib™ 15 0,04 0,003
Rofecoxib™ e A 7,8 0,77 0,098

Ensaios realizados em 1) Células animais;

2) Sangue humano

3) Enzimas humanas



De uma segunda geracado de agentes antiinflamatorios, entdo planejados
racionalmente e mais seletivos frente a COX-2, os dois primeiros
medicamentos da classe dos Coxibs introduzidos na clinica médica no final da
década de 1990 foram o Celocoxib (Celebra, Celebrex®) e Refocloxib (Vioxx®)
(Tabela 3.4) (HAWKEY, 1999).

A diferenca na inibicdo da COX-2 e da COX-1 deve-se a alguns fatores.
Primeiramente, a interacdo através de ligacdes de hidrogénio com o residuo
Arg-120, comprovada para a maioria dos NSAIDs ndo esta presente nos
Coxibs. Embora na COX-2 exista 0 mesmo residuo Arg-120, os Coxibs néo
possuem grupamento acido, de forma que, para o planejamento de novos
Coxibs, ndo é desejavel a presencga do grupamento acido (HAWKEY, 1999).

E sabido também que a modificacdo na posi¢éo 523, uma isoleucina na
COX-1 e valina na COX-2, leva a uma abertura no canal hidrofébico, dando
acesso a um “side-pocket”, o qual é utilizado para ligacdo de muitas
substancias seletivas, frequentemente via grupos sulfonil, sulfona ou
sulfonamida ou extensdes laterais rigidas (HAWKEY, 1999).

Recentes estudos indicam que residuos Tyr-385 e Ser-530 também
excercem fungao importante na inibicdo da COX-2, uma vez que evidéncias
cristalograficas sugerem que tais aminoacidos poderiam quelar grupos polares
ou negativamente carregados do acido araquidbnico, aspirina e diclofenaco
(ROWLINSON et al., 2003).

A cinética da inibicdo da COX-2 também é diferente da COX-1. Na COX-
1 tem-se uma inibicdo instantdnea e competitivamente reversivel, como é
esperado para um processo baseado em ligacdes de hidrogénio; excetuando a

aspirina. A inibicdo da COX-2 é dependente de tempo, com o desenvolvimento



da seletividade ap6s 15-30 minutos e ap0s isto, essencialmente irreversivel. A
cinética completa com ligacdo covalente e/ou mudancas conformacionais
secundarias no canal ainda nao esta clara (HAWKEY, 1999).

Coopland e colaboradores (1994) apds estudarem a cinética de inibicao
de alguns inibidores seletivos da COX-2, constataram que ndo ha modificacédo
quimica no inibidor. Esses autores propuseram que o inibidor levaria a uma
transicdo conformacional da enzima levando a uma significante fixacdo (para
todos os propostos praticos, irreversivel) do inibidor com a enzima, sem
qualquer modificacdo quimica da enzima ou do inibidor, conforme representado

no Esquema 3.3.

E= enzima, E'= enzima modificada e i= inibidor

Esquema 3.3: Cinética de inibicdo da COX-2 proposta por Coopland e colaboradores
(1994)

Do ponto de vista da Quimica Medicinal, os Coxibs podem ser divididos
em a) inibidores metanossulfanilidas; b) inibidores ciclicos diarilsubstituidos; c)

derivados terc-butil-fendis; e d) agentes diversos.



3.1.2.3.1 Metanossulfanilidas

As metanossulfanilidas representam uma importante classe de Coxibs
pode ser considerada como derivada da nimesulida, um farmaco conhecido
desde os anos de 1960. Estruturalmente esses inibidores da COX-2 séo
caracterizados como éteres diarilicos com alquilsulfanilidas ligadas a um dos
anéis aromaticos, a porcdo alquila do grupo sulfonil € tipicamente um
grupamento metil ou trifldor-metil e, em posicdo para a esse grupamento
invarialvelmente esta presente um grupo retirador de elétrons (DANNHARDT e
KIEFER, 2001)

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que o0s analogos tioéter sao
inibidores mais potentes e que um derivado etiltiazol (Figura 3.10) é

considerado o antiinflamatorio mais potente da classe metanossulfanilidas

(LEVAL et al., 2000).

Figura 3.10: Nimesulida e derivado etiltiazol (N-{6-[(5-etil-1,3-tiazol-2-il)tio]-1-0x0-2,3-di-
hidro-1H-inden-5-il}-metanosulfonamida)

3.1.2.3.2 Ciclos diarilsubstituidos

Em contraste as metanossulfanilidas, a derivacdo quimica da classe dos
ciclos diarilsubstituidos ndo esta bem estabelecida. Sugere-se que possa

derivar do indoxol e da fenilbutazona, representados na Figura 3.11, que s&o



ciclos diarilsubstituidos sintetizados na década de 1960 e identificados como

potentes antiinflamatoérios (LEVAL et al., 2000).

Figura 3.11: Indoxol e fenilbutazona

Durante os anos de 1970 e 1980, varios grupos de pesquisa em Quimica
Medicinal interessaram-se nessa classe de farmacos e um grande numero de
compostos foram sintetizados e tiveram sua atividade antiinflamatéria e
inibidora da COX-2 avaliadas. A maior diferenca entre os representantes dessa
classe estd na natureza do anel central. Tiazéis, oxazois, furanos, pirrois,
pirazéis, imidazois, isoxazois, tiofenos, ciclopentenos e muitos outros foram
propostos.

Os heterociclos diarilsubstituidos contendo grupos 4-metéxi ou 4-
halogénios normalmente apresentam maior potencial antiinflamatorio que os
andlogos ndo substituidos. A grande maioria dos ciclos diarilsubstituidos
também compartilham da presenca de grupos alquilsulfanilidas (LEVAL et al.,
2000). Alguns exemplos de moléculas com atividade antiinflamatéria que
possuem anéis centrais do tipo ciclobuteno (FREISEN et al., 1996),
ciclopenteno (REITZ et al.,, 1994), tiofeno (LEBLANC et al., 1995), pirrol
(KHANNA et al., 1997), furano (DUCHARME et al., 1995) e pirazol (MATSUO

et al., 1991) podem ser vistas na Figura 3.12.



Figura 3.12: Moléculas com atividade antiinflamatéria contendo diferentes anéis centrais:
4,4-dimetil-3-[4-(metilsulfonil)fenil]-2-fenilciclobut-2-en-1-ona; 4-[2-(4-flaorfenil)ciclopent-
1-en-1-il]-benzenosulfonamida;  2-(4-fldorfenil)-3-[4-(metilsulfonil)-fenil]-tiofeno;  1-(4-
flaorfenil)-2-metil-5-[4-(metilsulfonil)-fenil]-1H-pirrol; 3-[4-(metilsulfonil)-fenil]-4-
fenilfurano; 1-(4-flarfenil)-5-[4-(metilsulfonil)-fenil]-1H-pirazol-3-carbonitrila

Da classe dos tiazois, tem-se como exemplo a molécula mostrada na
Figura 3.13, que é um potente e seletivo inibidor da COX-2 (TALLEY et al.,

1996 apud LEVAL et al., 2000).

Figura 3.13: Inibidor seletivo da COX-2, contendo como heterociclo central o tiazol: (5-(4-
flaorfenil)-2-metil-4-[4-(metilsulfonil)-fenil]-1,3-tiazol

Os farmacos celecoxib e rofecoxib também pertencem a essa classe.



3.1.2.3.3 Di-terc-butil-fendis

Recentemente, di-terc-butil-fendis foram descritos como uma nova
classe de potentes e seletivos inibidores da COX-2. Nessa classe, uma série
de tiazolonas, oxazolonas, 1,3,4-tiadiazéis e 1,3,4-oxadiazois foram
sintetizados e avaliados farmacologicamente. Por exemplo, a tiazolona di-terc-
butil-fenol (Figura 3.14) mostrou-se especialmente potente e seletiva frente a
COX-2. Quando administrada em ratos na forma de colinato, demonstrou
grande poténcia no teste de edema de pata induzida por carregenina, além de
revelar propriedades analgésicas nos teste da dor induzida por acido acético
(ED4o= 0,1 mg/Kg) (LEVAL et al., 2000).

Segundo Dannhardt e Kiefer (2001) os di-terc-butil-fen6is agem também

através de um mecanismo de acao oxidativo.

Figura 3.14: Tiazolona di-terc-butil-fenol



3.1.2.3.4 Agentes diversos

Compostos de estruturas quimicas diversas, sem  Qgrupos
alquilsufanilidas ou ciclos diarilsubstituidos, levou a comunidade cientifica a
apresentar inUumeras novas substancias antiinflamatoérias potentes e seletivas
para COX-2. O composto 6-{[5-(4-clorobenzoil)-1,4-dimetil-1H-pirrol-2-il]-metil}-
piridazin-3-(2H)-ona (RS 57067000) (Figura 3.15), é citado por Vane, Bakhle e

Botting (1998) como o provavel primeiro composto de uma nova classe de

RS S T0E 000

inibidores da COX-2.

Figura 3.15: Composto RS 57067000

Muitos autores tém proposto modificacées estuturais em NSAIDs néo-
seletivos, como aspirina, flubiprofeno e indometacina, a fim de obter inibidores
seletivos. Tais modificacdes ndo sdo aleatdrias, sdo baseadas em extensivos
estudos de relagdo estrutura-atividade dos compostos (KALGUTKAR et al.,
2000).

Estudos recentes realizados por Kalgutkar e colaboradores (2000)
demonstraram que a derivagcdo dos grupos carboxilicos na indometacina e no
acido meclofenamico resultaram em compostos potentes e inibidores seletivos

da COX-2. Com o mesmo objetivo, Woods e colaboradores (2001) substituiram



o grupo carboxilico pelo anel tiazol e obtiveram compostos potentes e seletivos

para COX-2 (Figura 3.16).

Figura 3.16: Andlogo tiazol da indometacina: 1-(4-clorobenzoil)-5-metéxi-2-metil-3-{[4-(4-
bromofenil)-1,3-tiazol-2-il]-metil}-1H-indol

3.1.2.4 Inibidores da LOX e inibidores duais COX/LOX

O leucotrienos (LTs) sdo produzidos pela 5-lipoxigenase (5-LOX),
especialmente os cisteinil-leucotrienos, e estdo envolvidos na fisiopatologia da
asma. Um exemplo de inibidor da 5-LOX é o zileuton (Zyflo®) (Figura 3.17) com
eficdia similar ao tratamento com corticosterdides, é utilizado para aliviar
sintomas relacionados com a asma (McGILL e BUSSE, 1996).

Como os LTs induzem a sintese e liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios, tais como interleucina-8 (IL-8) e fator de ativacdo plaquetéria
(PAF), e o leucotrieno B4 (LTB4) € um marcante quimiotatico de neutrofilos e
eosinofilos os LTs também estdo envolvidos na patogénese de uma variedade
de doencas inflamatérias humanas; muitos trabalhos s&o desenvolvidos
visando inibir além da COX, a enzima 5-LOX. Um exemplo de inibidor dual é o

tepoxalin (Figura 3.17) (FIORUCCI et al., 2001).



Figura 3.17: Inibidores da 5-LOX: zileuton e tepoxalin

3.1.2.5 Antiinflamatoérios nao-esteroidais doadores de 6xido nitrico

Uma alternativa aos Coxibs no tratamento da inflamacdo sdo os
chamados NO-NSAIDs, onde NO representa Oxido nitrico. Baseado nas
observacdes de que o Oxido nitrico, assim como certas PGs, protegem a
mucosa gastrica e que camundongos deficientes de COX-1 ndo desenvolvem
Ulceras gastricas, um precursor de Oxido nitrico é ligado aos convencionais
NSAIDs. Essas drogas tem o propoésito de liberar 6xido nitrico para a mucosa
gastrica, a fim de compensar a reducdo de eicosanoides gerada pelo efeito
inibitério do NSAID. Alguns compostos experimentais incluem nitro-aspirina

(Figura 3.18), nitro-ibuprofeno e nitro-naproxeno (CHIROLI et al., 2003).

Figura 3.18: Nitro-aspirina (2-[2-(nitroxi)-etoxi]-etil-2-(acetiloxi)-benzoato)



3.2 Planejamento de farmacos

3.2.1 Descoberta de novos farmacos

O descobrimento de um novo farmaco é o processo através do qual
novas substancias quimicas com atividade farmacologica séo identificadas e
desenvolvidas.

Durante muitos anos, a descoberta de farmacos foi realizada de maneira
empirica ou acidental. Exemplos classicos dessas descobertas sdo a penicilina
e 0S hitrocompostos.

A penicilina teve sua descoberta acidental, quando Fleming, em 1928,
verificou que coldnias de estafilococos sofreram lise quando cultivadas em
placas de Petri que haviam sido contaminadas por um fungo do género
Penicillium. Seus esforcos para extrair a substancia bacteriolitica ndo tiveram
éxito. Mais tarde, em 1939 Chain e Florey conseguiram fazer seu isolamento e
purificacdo, dando inicio a uma classe de farmacos antimicrobianos chamada
Penilicina (FLEMING, 1946).

Empiricamente, a observacéo de constantes dores de cabeca, causadas
por vasodilatacdo, em trabalhadores que manuseavam explosivos do tipo
nitroglicerina levou ao estudo dessa substancia para o tratamento da angina,
uma vez que poderia vir a dilatar também as valvulas cardiacas. Em janeiro de
1879, William Murrel publicou na revista The Lancet o artigo intitulado
“Nitroglycerin as a remedy for angina pectoris”, confirmando a utilizacdo eficaz

de nitroglicerina para o tratamento da angina (SHELVIN, 1982).



Materiais de origem natural foram e ainda tém sido um importante
caminho na descoberta de novos farmacos. Principalmente com o auxilio da
etnoboténica, muitas drogas importantes foram introduzidas, tais como morfina
(Papaver somniferum) (MYCEY, HARVEY e CHAMPE, 2000) e paclitaxel
(Taxus brevifolia) (KOPPAKA et al., 1996).

A partir de farmacos ja conhecidos tem-se a possibilidade de realizar
uma descoberta testando-os para outras atividades, como foi o caso da
descoberta da atividade tricogénica do, até entdo, anti-hipertensivo minoxidil
(CLISSOLD e HEEL, 1987). Farmacos conhecidos também podem gerar novos
a partir do estudo de seu metabolismo, como no caso da descoberta da
hicantona, que foi desenvolvida a partir do estudo do metabolismo da
lucantona, potente anti-helmintico da classe das tioxantronas (CIOLI, PICA-
MATTOCCIA e ARCHER, 1995).

Com o0s avancos nos estudos de relacdo estrutura-atividade, a
descoberta e a caracterizacdo de receptores biologicos e 0s progressos na
area de quimica computacional iniciou-se uma nova era na descoberta de
novos farmacos: a descoberta feita através do planejamento racional (RATTI e
TRIST, 2001).

Como exemplo, desenhada para atuar como antagonista seletiva dos
receptores histaminérgicos do tipo 2, a cimetidina foi o primeiro farmaco

reconhecido como racionalmente planejado (BLACK et al., 1972).



3.2.2 Planejamento racional de farmacos

Por definicdo, planejamento racional de farmacos, ou “rational drug
desing”, é o desenho de moléculas baseado no conhecimento de
caracteristicas farmacologicamente relevantes na estrutura da proteina alvo
obtida por métodos de cristalografia de raios-X (KOPPAL, 2003) Constitui uma
ferramenta poderosa na descoberta de farmacos que possam ser:

o Eficazes e seqguros;

e Bem absorvidos oralmente e biodisponiveis;

¢ Metabolicamente estaveis para manter uma desejavel meia-vida,

e Atdxicos e causar minimos efeitos adversos;

e Distribuidos seletivamente no(s) tecido(s) alvo(s) (NEAMATI e

BARCHI, 2002).

A principal estratégia utilizada para o planejamento racional de farmacos
€ aquela baseada no mecanismo de acdo farmacolégica pretendido, também
denominada abordagem fisiolégica. As etapas hierarquicas da abordagem
fisiolégica estdo ilustradas esquematicamente na Figura 3.19 (BARREIRO,
2002). Nessa abordagem esta sub-entendido o conhecimento da fisiopatologia
em questdo, condicdo essencial a correta eleicdo do alvo terapéutico mais

adequado, que é a etapa inicial deste processo.
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Figura 3.19: Etapas hierarquicas do processo de descobrimento reacional de farmacos
baseado na abordagem fisiol6égica: da esquerda para direita, iniciando com a etapa
critica de eleicdo do alvo terapéutico (BARREIRO, 2002)

O alvo terapéutico é representado por uma enzima ou receptor e 0
planejamento do novo ligante pode ser realizado introduzindo-se modificagcdes
moleculares classicas no substrato natural e/ou sintético, ja conhecidos para
este receptor, ou estudando-se indices de complementaridade entre ligante-

receptor com emprego de técnicas computacionais (BARREIRO, 2002).



3.2.3 Modificagbes moleculares

As modificacbes moleculares sdo a chave para a manipulacdo de
atividade farmacolégica e poténcia. Apos anos de estudos das relacdes entre
estrutura e atividade biol6gica, varias metodologias de modificagdo molecular
foram estabelecidas, como homologacao, quebras de cadeia, transformacdes

cadeia-anel, isosterismo e bioisosterismo (SILVERMAN, 1992).

3.2.3.1 Homologagao, quebras em cadeias e transformag¢oées cadeia-anel

A homologacao utiliza o aumento ou diminuicdo da cadeia de um
composto prototipo utilizando uma unidade constante, normalmente um grupo —
CH,-. Para muitas séries de compostos, o aumento da cadeia lateral de um até
cinco, e de cinco até nove, leva a uma aumento nos efeitos farmacolédgicos. A
partir dai, qualquer aumento resulta em subito decréscimo da atividade. Este
fenbmeno estd4 provavelmente relacionado ao aumento da lipofilicidade da
molécula, que permite a penetracdo através das membranas celulares até que
a baixa solubilidade em agua se torne um problema para ser transportada em
meio aquoso (SILVERMAN, 1992).

Uma modificagdo molecular baseada em quebras das cadeias laterais
pode afetar o efeito do composto de duas maneiras: alterando sua
lipofilicidade, da mesma forma que nas séries homologas, e interferindo na
ligacdo com o receptor. Por exemplo, € comum que aminas primarias sejam

mais ativas que secundarias, e estas mais que terciarias (SILVERMAN, 1992).



ModificagcBes moleculares podem ser obtidas através da transformacéao
de cadeias alquilicas em analogos ciclicos e vice-versa, interferindo na ligacéo
com o receptor, podendo ser uma importante ferramenta para restringir uma

determinada conformacéo e conferir rigidez estrutural (SILVERMAN, 1992).

3.2.3.2 Isosterismo e bioisosterismo

A alteracdo ou insercdo de substituintes, cujas propriedades sao
similares, em uma molécula prototipo € chamada substituicdo isostérica ou
bioisostérica. Por definicdo o isosterismo quimico descreve as similaridades
nas propriedades entre atomos, grupos funcionais, radicais e moléculas
(KNITTEL e ZAVOD, 2002).

Inicialmente o0s isOsteros seguiam o0s postulados de Grimm e
Erlenmeyer. Grimm descreveu similaridades entre grupos que tem o mesmo
namero de valéncia de elétrons, podendo ter diferentes niameros de atomos.
Erlenmeyer redefiniu o conceito, como sendo atomos, ions ou moléculas em
que a camada periférica de elétrons possa ser considerada idéntica
(SILVERMAN, 1992).

A dificuldade em relacionar propriedades biolégicas com propriedades
fisico-quimicas de atomos individuais, grupos funcionais ou moléculas, devido
a infinidade de parametros fisico-quimicos envolvidos simultaneamente, tornou
necessaria a introducdo de um novo conceito: o bioisosterismo (KNITTEL e
ZAVOD, 2002).

BioisOsteros ndo tem o mesmo numero de atomos e ndo se encaixam

nas regras estéricas e eletrénicas dos isosteros classicos, mas mantém alguma



similaridade quimica e, principalmente, produzem atividades bioldgicas
similares. Desta forma, a aplicacdo do conceito de biosisoterismo representa
uma forma de modificar a estrutura quimica de um composto prototipo que
pode ser (til para atenuar a toxicidade, modificar a atividade farmacoldgica e
pode provocar significantes alteracfes de metabolismo (THOMAS, 2003).
Os bioisésteros podem ser divididos em:
e BioisOsteros classicos: que incluem atomos e grupos de &atomos
monovalentes, divalente, trivalentes ou tetravalentes, e, anéis equivalente;
e Bioisoteros ndo-classicos: que incluem grupos intercambiaveis e anéis
versus estrutura ndo-ciclica (KNITTEL e ZAVOD, 2002).
Exemplos de isoOsteros classicos, também chamados bioisOsteros
classicos e bioiosteros nao-classicos podem ser observados na Tabela 3.5.
Através de modificacdes bioisostéricas um ou mais dos seguintes
parametros podem ser modificados: tamanho, forma, distribuicdo eletronica,
lipossolubilidade, hidrossolubilidade, pK,, reatividade quimica e ligacdes de

hidrogénio (SILVERMAN, 1992).



Tabela 3.5: Bioisdsteros classicos e bioisosteros nao-classicos (SILVERMAN,

1992; THOMAS, 2003)
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3.2.4 Planejamento de farmacos antiinflamatérios seletivos a COX-2

Pode-se afirmar que grande parte dos Coxibs derivam quimicamente da
nimesulida (Figura 3.20), estruturalmente caracterizada como uma
alquilsulfonanilida. Uma grande variedade de compostos foram sintetizados
com diferentes grupos retiradores de elétrons na posi¢ao 4, incluindo carboxi,
deoxicarbonil, aminocarbonil, ciano, aminosulfonil ou trifliormetil. Seguindo
esta estratégia, o grupo farmacéutico Schering obteve a flosulida, que teve seu
esqueleto estrutural aproveitado pelo grupo Merck na elaboracdo do composto
N-{6-[(2,4-diflGorfenil)-tio]-1-ox0-2,3-dihidro-1H-inden-5-il}-metano-sulfonamida
(L-745.337), que € um analogo tioéter da flosulida (Figura 3.20) (LEVAL et al.,

2000).

Figura 3.20: Nimesulida, flosulida e L 745.337

Rodrigues e colaboradores (2002) sintetizaram derivados 1,2-
benzotiazdis (Figura 3.21) que séo estruturalmente relacionados a flosulida.
Esses derivados foram desenhados explorando o conceito de bioisosterismo,
substituindo o atomo de oxigénio formador o diariléter e o anel ciclopentanona

da flosulida por um grupo metileno e o anel 1,3-dioxolano (Figura 3.21).
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Figura 3.21: Utilizacdo do bioisosterismo para o planejamento de derivados 1,2-
benzodioxolos (RODRIGUES et al., 2002)

Tendo como alvo terapéutico a enzima COX-2, Kalgutkar e
colaboradores (2000) obtiveram sucesso ao realizar modificacdes moleculares
classicas baseadas em estudos de relacdo estrutura-atividade em dois
NSAIDs, a indometacina e o acido meclofendmico, a fim de identificar

inibidores seletivos da COX-2 (Tabela 3.6).



Tabela 3.6: Inibicdo das enzimas COX-1 e COX-2 por diferentes ésteres e amidas da
indometacina e amidas do acido meclofenamico (KALGUTKAR et al., 2000)

Composto R ICsq IC5q IC5, COX-1/ COX-2
oCOX-1 HCOX-2

10 Indomet OH 0,050 0,75 0,070
acina

4 HNCH; >66 0,70 >90

5 OCHj3 33 0,25 130

6 HN(CH,),"H >66 0,25 >287

7 HNCgH4(4-NHCOCH;) >66 0,12 >600

8 OCgH4(4-O-CHs) >66 0,040 >1.700

9 0-CgHy(4-S-CHs,) 2,6 0,30 8,7

10 OCgH4(2-SCHs,) >66 0,060 >1.100

11 OCgH4(4-F) 3,0 0,075 40

12 0O(3-CsH4N) 2,5 0,050 50

13 HNCgH,(4-SCHy) >66 0,12 >600

14 HNCgH4(4-F) >66 0,060 >1.100

15 HN(3-CsH4N >66 0,050 >1.300

16 NCsH1g >66 >16,5 -

17 N(CH3)(CH,),CgHs >66 >16,5 -

18 NH, >66 0,70 >29

19 HN(CH,),C¢Hs >66 0,060 >1.100

20 O(CH,),CgHs >66 0,050 >1.320

21 * >66 >66 -

22 * >66 >66 -

23 * >66 2,5 >26

Acido OH 0,040 0,050 0,72

Meclofenamico

24 HNCH; 16,5 5,5 3,0

25 HN(CH,)-Cl 2,4 0,060 40

26 HN(CH,),OHI 0,90 0,60 1,4

27 HN(CH,),OC¢Hs 66 0,15 440

28 HNOCH,CgHs 66 1,0 66

29 HNOCH,CgHs(4-NO,) 60 0,20 273

30 HN(CH,),C¢Hs 4.0 45 0,90

31 HNCH,CO,CHj5 1,2 0,070 17

32 HNCH,CO,H 0,30 0,40 0,75

Valores de ICsq (uM) representam a inibicdo dependente do tempo da COX em duplicatas. * =
Contém grupamento p-bromobenzil no nitrogénio inddlico. O grupo R é fenetilamida (21), fenetil
éster (22) e acido livre (23)



3.3 Tiazolidinas

3.3.1 Tiazolidinas biologicamente ativas

Os derivados tiazolidinbnicos constituem uma importante classe de
compostos heterociclicos para os quais diversas propriedades farmacologicas
vém sendo documentadas nas ultimas décadas (OMAR, SALAMA e ESHBA,
1985). Observou-se que 0 nucleo tiazolidinico € capaz de apresentar atividades
como: fungicida (PAPAKONSTANTONOU et al., 2002), antiviral (BARRECA et
al.,, 2001; SUDO, MATSUMOTO e MATSISHIMA, 1997) e antimicrobiana
(HABIB et al., 1997), inclusive tuberculostatica (GUNIZ et al, 2002).
Adicionalmente, revelam atividade antidiabética (NOMURA et al., 1999),
antiartritica (MISSBACH et al., 1996) e antiinflamatoria (ALBUQUERQUE et al.,
1995; VIGORITTA et al., 2003; HORISHNY et al., 1996; LESYK et al., 1996) ,

(Figuras 3.22 e 3.23).

Figura 3.22: Tiazolidinas com atividade antiartritica e antiinflamatéria estudadas por
Missbach e colaboradores (1996); Albuquerque e colaboradores (1995) e Vigoritta, e
colaboradores (2002)



Figura 3.23: Tiazolidinas com atividade antiinflamatéria estudadas por Lesyk e
colaboradores (1996) e Horishny e colaboradores (1996)

3.3.2 Tiazolidinas de ocorréncia natural

De ocorréncia natural, a 2-metil-tiazolidina € um dos componentes do
ferombnio de uma espécie de barata, Nauphoeta cinera, que foi isolada das
glandulas esternais dos machos adultos e foi identificada através de

cromatografia, gasosa acoplada a espectrometro de massas, por Sreng (1990).

Figura 3.24 : Ferormdnio produzido por Nauphoeta cinera

Os heterociclos de cinco membros como tiazolidinas e tiazois também
sdo estruturas comuns em muitos peptideos que contém enxofre (Figura 3.25).
A biossintese desses heterociclos é resultado da heterociclizacdo da cadeia
lateral de uma cisteina com o grupo carbonila precedente do residuo do
peptideo formando uma tiazolina, catalisada por uma peptideo sintetase nao-
ribossomal. A subsequente conversédo de tiazolina para tiazolidina ou tiazolina

para tiazol, requer um passo adicional de redugédo ou oxidacdo (Figura 3.26),



respectivamente, cujo dominio catalitico ainda ndo esta determinado (DU et al.,

2000).
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Figura 3.25: Exemplos de produtos naturais contendo anéis tiazolidina, tiazolina ou tiazol
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Figura 3.26: Mecanismo geral proposto por Du e colaboradores (2000) para biossintese
das tiazolinas, tiazolidinas e tiazois
O nucleo aparece na natureza também como parte integrante do anel

central das penicilinas, onde esta fundido ao anel B-lactamico de quatro

membros (Figura 3.27) (FLEMING, 1946).



Figura 3.27: Estrutura da penicilina G, demonstrando o nucleo tiazolidinico
presente nas penicilinas

3.3.3 Sintese de tiazolidinas

Objeto de sintese, diversos estudos vém sendo realizados com o0s
compostos que apresentam o nucleo tiazolidinico. As posicdes 2 e 4 deste
nacleo (Figura 3.28) sdo ocupadas por atomos de oxigénio ou enxofre. Deste
modo, temos a tiazolidina-2,4-diona quando X =Y = O, a 4-tioxo-tiazolidin-2-

ona quando X = S e Y= O e a 2-tioxo-tiazolidin-4-ona quando X=0 e Y=S.

Figura 3.28: Nucleo tiazolidinico



3.3.3.1 Sintese do Nucleo Tiazolidinonico

A tiazolidina-2,4-diona teve sua estrutura primeiramente elucidada por
Libermann em 1881. Sua sintese pode ser realizada através de varios
métodos, 0s quais consistem basicamente na reagdo de um &cido alifatico a-
halogenado ou de seus ésteres com tiocarbamatos, tiocianatos alcalinos e
tiouréia. O método de escolha € aquele que utiliza a condensacao dos acidos
ou ésteres a-halogenados com a tiouréia, substituida ou ndo, levando a
formacdo de compostos 2-imino cuja hidrélise conduz as tiazolidina-2,4-dionas

(DE LIMA, 1998).

Figura 3.29: Preparacao datiazolidina-2,4-diona

Kochkanyan, Israelyan e Zaritovaskii (1978) descreveram a obtencédo da
tiazolidin-2,4-diona utilizando anilina como catalisador, obtendo 77 % de
rendimento, onde propor¢cdes equimolares de tiouréia, acido monocloroacético
e anilina sdo aquecidas em um banho de 6leo a 115-120 °C, por 20 minutos.
Na etapa seguinte é adicionado uma solucdo de acido cloridrico (1:1), e a

mistura é levada a refluxo por mais 30-40 minutos.



3.3.3.2 Modificagoes no anel da tiazolidina-2,4-diona

Para insercdo de substituintes na posicao 3 da tiazolidina-2,4-diona, o
processo utilizado baseia-se na N-alquilacdo com halogenetos de alquila.
Omar, Salama e Eshba (1985) realizaram uma benzilagdo com cloreto de
benzila em meio basico, para obter tiazolidina-2,4-dionas 3-substituidas. A
reacdo de N-alquilacdo da-se por um mecanismo reacional onde uma base
retira o hidrogénio ligado ao nitrogénio (posicdo 3), gerando uma carga
negativa nesse nitrogénio. Assim, a carga negativa ira atacar o carbono o-
halogenado, que, por efeito indutivo tem uma carga parcial positiva, formando o

composto N-alquilado (Figura 3.30).

Figura 3.30: Mecanismo de N-alquilagcédo da tiazolidina-2,4-diona

ModificacBes na posicédo 4 podem ser realizadas através de reacfes de
tionacdo, ou seja, a conversdo do grupo carbonila no correspondente grupo
tiocarbonila. A tiocarbonila pode ser obtida através da reacdo do composto
carbonilado com sulfetos de fésforo, como decassulfeto de tetrafdsforo (P4S1o)
e pentassulfeto de fésforo (P,Ss) ou através da utilizacdo do reagente de
Lawesson (2,4-bis-(4-metoxifenil)-1,3-ditio-2,4-fosfetano-2,4-dissulfeto) (CAVA

e LEVINSON, 1985).



A utilizacdo de P,Ss como reagente efetivo para efeutar esta
transformacao tém seus primeiros registros em 1869. O procedimento usual
envolve tolueno, xileno ou piridina como solventes, normalmente requer um
grande excesso do reagente e longo tempo de reacdo, e tem rendimentos
muito variaveis (CAVA e LEVINSON, 1985).

O reagente de Lawesson tem sido o reagente mais empregado para
tionacdo, cujo mecanismo € similar ao da reacdo de Wittig, envolvendo um
intermediario ciclico de quatro membros (CAREY e SUNDBERG, 1990).
Entretanto, dois fatores limitam a utilizacdo do reagente de Lawesson: o alto
custo e a grande quantidade de sub-produtos derivados do reagente que
acompanham suas reacbes e que sdo removidos somente através de
processos cromatograficos (CURPHEY, 2002).

A tionacdo com P,Ss tem sido utilizada com sucesso pelo Laboratoério de
Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF) nas modificacbes da posicédo 4
da tiazolidina-2,4-diona, através da reacao de proporcdes equimolares desse
reagente e a respectiva cetona, durante 18 horas sob refluxo de dioxano seco.
A purificacdo do produto é feita atravées da filtracdo do solido obtido e lavagem
com agua destilada a 80 °C.

A insercdo de substituintes aromaticos na posicao 5 da tiazolidina-2,4-
diona € descrita por Unangst e colaboradores (1994) por dois métodos
diferentes, ambos através de condensacéo de Knoevenagel (Figura 3.31).

No primeiro método (Figura 3.31 A), o aldeido é utilizado em ligeiro
excesso (10 %) em relacéo a tiazolidina-2,4-diona, em meio de acido acético. E

utilizado como catalisador basico o acetato de sodio, em propor¢cdo molar 3,5



vezes maior. A reacdo € levada a refluxo por 48 horas e o produto final é
retirado através de filtracdo, ap0s sua precipitacdo em agua destilada.

O segundo método (Figura 3.31 B), utiliza propor¢cées equimolares dos
aldeidos e da tiazolidina-2,4-diona em meio de &cido acético. E utilizado o
aminacido B-alanina como catalisador basico em propor¢cdo molar 1,5 vezes
menor que os demais reagentes. A reacao € levada a refluxo por 24 horas e
apos resfriada € adicionada agua destilada e agitada por mais 60 minutos. O
produto final é obtido por filtracdo do meio reacional e recristalizado a partir de

cianeto de metila .

Figura 3.31: Condensacdo de Knoevenagel A) Método utilizando acetato de sédio; B)
Método utilizando Balanina realizado por Unangst e colaboradores (1994)

Esses métodos também s&o utilizados com ligeiras modificagbes em
relacdo ao tempo de reacdo e métodos de purificacdo (MURATA, FUJITANI e
MIZUT, 1999).

A insercdo de um grupo benzilideno na posicdo 5 da tiazolidina-2,4-
diona também pode ser feita através de uma reagdo de adicao do tipo Micheal
na qual utilizam-se ciano-acrilatos formados a partir de benzaldeidos

substituidos para reagir com diferentes tiazolidinas (SILVA et al., 2001).



Para tanto, uma etapa € realizada paralelamente a fim de se obter ciano-

acrilatos de etila derivados dos aldeidos aromaéaticos substituidos.

Figura 3.32: Reacéo de formacéo dos ciano-acrilatos, realizado por Silva e colaboradores
(2001)

A reacao é feita através de proporcdes equimolares de cianoacetato de
etila e do benzaldeido dissolvidos em benzeno seco e tendo como catalisador
basico a piperidina. O tempo de refluxo e a quantidade de catalisador variam
conforme o benzaldeido utilizado. O sistema reacional € montado acoplado a
um tubo de Dean-Stark a fim de que seja feita a retirada da agua formada pela
formacdo de azeotropo com benzeno. O produto final é retirado por filtracdo
(SILVA et al., 2001).

A formacdo dos ciano-acrilatos ocorre através de uma condensacao,
entre os aldeidos substituidos e cianoacetato de etila, formando agua como
sub-produto, mais especificamente através de uma condensacdo de
Knoevenagel. (COPE et al., 1941).

Entre as reacfes de condensacado, a de Knoevenagel € atipica pelo fato
de que um de seus materiais de partida € um composto metileno ativo, isto €,
contém atomos de hidrogénio metilénicos acidos que estdo ativados por grupos
carbonila e nitrila. Os grupos carbonila e nitrila ajudam a deslocalizar a carga

negativa, conforme pode ser observado na Figura 3.33.



Figura 3.33: Deslocamento quimico que promove a ativacao do hidrogénio metilénico
O mecanismo reacional de formacdo dos ciano-acrilatos esta
apresentado na Figura 3.34, o qual inicia-se pela retirada do hidrogénio
metilénico do cianoacetato de etila, através da piridina, uma base organica
forte. A seguir, o carbénio formado, estabilizado através do equilibrio
demonstrado na Figura 3.33, ataca o carbono a-carbonila, que tem sobre si
uma carga parcial positiva resultante do efeito indutivo provocado pelo atomo

de oxigénio, formando o éster ciano-acrilato (CAREY e SUNDBERG, 1990).

Figura 3.34: Mecanismo da condensacdo de Knoevenagel, para a formacgdo de ciano-
acrilatos

Uma vez formados, em propor¢cdes equimolares, os ciano-acrilatos

podem ser inseridos na posicdo 5 do anel tiazolidinico. Esta reacdo utiliza



piperidina como catalisador e etanol absoluto como solvente, necessitando de
leve aquecimento até 60-70 °C. O produto final é retirado por filtracdo
(PEREIRA, 2003). A reacdo se procede através de uma adicéo tipo Michael

(Figura 3.35).

Figura 3.35: Reacgao de adi¢ao tipo Michael paraa formacéao de tiazolidinas 5-substituidas
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4 PLANEJAMENTO RACIONAL DE TIAZOLIDINAS: POTENCIAIS
INIBIDORAS DA COX-2

Considerando inicialmente as disponibilidades materiais oferecidas pelo
Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF), o planejamento
dos compostos sintetizados foi baseado no mecanismo de acéo farmacologico
pretendido, ou seja, através do processo de abordagem fisiolégica (BARREIRO
e FRAGA, 2001). Desta forma, visando obter compostos com atividade
antiinflamatéria, cujo alvo terapéutico € representado pela enzima COX, o
planejamento dos novos ligantes, conforme detalhado a seguir, foi realizado
através de modificacdes moleculares, inclusive pela aplicacdo do conceito de
bioisosterismo, em um farmaco ja conhecido para este receptor: a
indometacina (Figura 4.1).

Embora seja um farmaco preferencialmente inbidor da COX-1, Kalgutkar
e colaboradores (2000) realizaram modificagbes moleculares na indometacina
gue resultaram em ésteres e amidas com atividade inibitoria seletivos a COX-2.
Com o mesmo protétipo, Woods e colaboradores (2001) sintetizaram uma série
de derivados tiazois, alguns dos quais com expressiva seletividade para COX-
2.

@) composto 6-{[5-(4-clorobenzoil)-1,4-dimetil-1H-pirrol-2-il]-metil}-
piridazin-3-(2H)-ona (RS 5706700), demonstrado na Figura 4.2, podendo ser
considerado um anéalogo da indometacina, tem grande poténcia, aliado a alta
seletividade (VANE, BAKHLE e BOTTING, 1998).

Uma série quimica de compostos contendo o nucleo tiazolidindnico e
estruturalmente semelhantes a indometacina, foi sintetizada por Albuguerque e

colaboradores (1995) e exibiu atividade antiiflamatoria. Posteriormente, o



mesmo anel heterociclico foi aplicado em uma série quimica no LPSF,
apresentando atividade antiinflamatoria satisfatéria no teste da inibicdo do
edema de pata induzido por carragenina em ratos (Figura 4.5) (PEREIRA,
2003).

Tomando-se por base todas estas informacbes, planejamos o
desenvolvimento de uma nova série quimica com potencial atividade
antiinflamatoéria e seletividade para COX-2, nomeada LYS (5-benzilideno-3-(4-
clorobenzil)-tiazolidina-2,4-dionas), cuja semelhanca estrutural com a

indometacina é demonstrada na Figura 4.1.

Figura 4.1: Estrutura geral LYS, indometacina e sobreposicdo das duas moléculas

Destaca-se em verde o grupo carboxilico da indometacina, indesejavel
na obtencdo de compostos que tenham atividade antinflamatéria seletiva a
COX-2, uma vez que atribui-se a esse grupamento a interacdo quimica
responsavel pela ligacdo dos NSAIDs classicos as ambas isoformas da COX
(KALGUTKAR et al., 2000). Em amarelo, um grupamento hidrofébico, o qual &€
apontado em diversos estudos de relacdo entre estrutura quimica e atividade
farmacoldgica como desejavel para a atividade antiinflamatéria, devido ao fato

de que grande parte do sitio ativo € composto por um canal hidrofébico



(KALGUTKAR et al., 2000; WOODS et al.,, 2001; RODRIGUES et al., 2002).
Em azul, a aplicacédo do conceito de bioisosterismo, onde é feita substiuticdo de
anéis (SILVERMAN, 1992).

Na Figura 4.2 observa-se as semelhancas estruturais entre as tiazolidinadionas
com atividade antiinflamatoria sintetizadas no LPSF (ALBUQUERQUE et al.,
1995), ladeadas pela indometacina e pelo composto RS 57067000. Em verde
destacam-se 0s grupamentos hidrofébicos; em rosa, podemos observar
exemplos de isosterismo de anel; e assinalado em bege, estd presente o

grupamento acido da indometacina, ausente nos demais compostos.
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Figura 4.2: Indometacina, tiazolidinas-2,4-dionas com atividade antlinflamatéria, RS57067000 e
estrutura geral LYS

No sentido de determinar quais 0s substituintes seriam introduzidos na
estrutura geral LYS, também analisamos as tiazolidinadionas com atividade
antinflamatoria previamente sintetizadas por Albuquerque e colaboradores
(1995) e por Pereira (2003), onde a atividade antiinflamatdria foi obtida em
moléculas que continham substituintes como o &omo de bromo e o
grupamento metoxi. Também foram considerados relevantes os dados em
relacdo a seletividade para COX-2 obtidos com os ésteres e amidas da

indometacina sintetizados por Kalgutkar e colaboradores (2000) (Figura 4.3).



De forma que optamos aplicar substituicbes com o atomo de bromo e com o

grupamento metoéxi nos compostos LYS-2 e LYS-4 (Figura 4.3).
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Figura 4.3: Estrutura da LYS-2, ésteres da indometacina seletivos a COX-2 e LYS-4

Uma analise detalhada da estrutura quimica do composto RS 57067000
conduziu ao desenho de outro composto, o LYS-5, através da introducéo do
grupamento 1H-indol, uma vez que ambos apresentam uma amina secundaria
(em amarelo) em posicbes correspondentes e assim, nessa porcao da
molécula poderiam realizar intera¢cdes quimicas similares com o sitio ativo do

receptor (Figura 4.4).
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Figura 4.4: Estrutura do composto LYS-5, comparado com RS57067000

Uma analise detalhada do composto 4-(1,1'-bifenil-4-il-metil)-N-metil-1,3-tiazol-
2-amina (SM-8849), um potente anti-artritico (NISHIKAKU, AONO e KOGA,
1994), e compostos previamente sinteizados no LPSF (PEREIRA, 2003),
idealizamos também utilizar um grupo bifenil (Figura 4.5), pois nesses
compostos, julga-se que seja relevante a orientacdo espacial dos seus anéis

aromaticos para uma perfeita interagcdo com o receptor, bem como sua lipofilia.
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Figura 4.5: Estrutura do composto SM-8849, da tiazolidinadiona sintetizada no LPSF e a
estrutura de LYS-3

Finalmente, também foi aplicado o conceito classico de isosterismo onde o

grupamento C=0 foi substituido por C=S no anel pentagonal tiazolidinico para



0 composto LYS-5, a fim de promover um aumento de atividade ou melhora
das propriedades farmacocinéticas através de um acréscimo na lipofilia,

provocado por essa mudanca, conforme pode ser observado na Figura 4.6.

Figura 4.6: Isosterismo classico no anel pentagonal tiazolidinico



SERIE 5-BENZILIDENO-
3-(4-CLOROBENZIL)-
TIAZOLIDINA-2,4-DIONA



5 SINTESE DA SERIE 5-BENZILIDENO-3-(4-CLOROBENZIL)-TIAZOLIDINA-2,4-
DIONA (LYS)

5.1 Objetos de sintese
Na figura 5.1 encontram-se 0s compostos inéditos da série 5-
benzilideno-3-(4-clorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona  (série LYS) que foram

planejados, sintetizados e tiveram sua comprovacao estrutural.

Figura 5.1: Compostos da série LYS: LYS-2, LYS-3,LYS-4e LYS-5

Os compostos, aqui denominados LYS-2, 3, 4 e 5, correspondem
respectivamente a:

I5-1((2:5).r0m0-4-metéxi-benzilideno)-3-(4-c|orobenzil)-tiazolidina—2,4-diona.
IS-Tg:i.’-bifeniI-4-i|-metiIeno)-3-(4-c|orobenziI)-tiazolidina—2,4-diona.
I5-1((2:?)}0mo-2—metéxi-benzi|ideno)-3-(4-c|orobenzil)-tiazolidina—Z,4-diona.
I3-7{(§1:£-c)llorobenzil)-5-(1H-indol-?,-iI-metiIeno)-4-tioxo-tiazo|idin-2-ona.



5.2 Material

Para a sintese e a comprovacao estrutural dos novos derivados da série

LYS, foram utilizados reagentes especificos, solventes, placas cromatogréaficas

e equipamentos listados a seguir.

Tabela 5.1: material e equipamentos utilizados na sintese e comprovacéo estrutural dos

derivados da série LYS, suas especificacdes e procedéncia

Produto Especificagao Procedéncia

1-H-indol-3-carbaldeido Sigma-Aldrich

2-Metdxi-5-bromo-benzaldeido Sigma-Aldrich

4-Fenil-benzaldeido Sigma-Aldrich

4-MetOxi-5-bromo-benzaldeido Sigma-Aldrich

Acetato de etila P.A. Merck, Synth

Acetona P.A. Merck

Acido monocloroacético Merck

Benzeno Merck, Synth

Cianoacetato de etila Merck

Cloreto de 4-clorobenzila Sigma-Aldrich

Dioxano Seco Merck

Etanol Absoluto Merck, Synth

Hidréxido de potassio Pastilhas Merck

n-Hexano P.A. Merck, Synth

Metanol Merck

Pentassulfeto de fésforo

Piperidina Merck

Placa cromatografica Silica-gel 60 Fjs4, 0,25 mm de Merck
espessura

Silica-gel para cromatografia 230-400 mesh Merck

em coluna

Tiouréia Merck

Tolueno Merck, Synth

Equipamentos

Balanca Analitica E. Meppler

Lampada U.V. 254 e 320 nm Philips

Rotaevaporador Buch

Bomba vacuo/pressao

Espectrofotdmetro de IV Modelo IFS 66, realizado em FTIR Bruker
pastilha de KBr

Espectrofotdbmetro de RMN Modelo plus, 300 MHz Varian

Ponto de fusao Modelo 340 27 Quimis

Vidraria especializada




5.3 Metodologia

O esquema 5.1 representa o diagrama de sintese para a obtencédo da

série de compostos LYS.
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Esquema 5.1: Diagrama de sintese para obtencdo dos compostos da série LYS



5.3.1 Obtencao da tiazolidin-2,4-diona

Em um baldo, com agitacdo magnética, adaptado a um condensador,
foram adicionados 0,4 mols de tiouréia e 0,4 mols de acido monocloroacético,
ambos previamente dissolvidos em 100 mL de &agua destilada. A mistura
reacional foi aquecida até 80 °C e agitada durante 18 horas e, em seguida,
mantida sob refrigeracdo por 24 horas. Os cristais formados foram separados
por filtracéo e purificados através de lavagens sucessivas com agua destilada.

O produto obtido apresentou as propriedades listadas na Tabela 5.2.

Tabela 5.2: Propriedades da tiazolidina-2,4-diona

Estrutura e nome quimico o

Tiazolidina-2,4-diona

Formula C3H3NO,S

Massa molecular 117,2

Rf (sistema) 0,51 (cloroférmio/metanol 96:4)

Ponto de fusao 121-122 °C

Ponto de fusao (literatura) 122 °C (KOCHKANYAN, ISRAELYAN e
ZARITOUSKII, 1978)

Rendimento 84 %

5.3.2 Obtenc¢ao da 3-(4-clorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona

Em um baldo, com agitagdo magnética, foram adicionados 0,25 mols de
tiazolidina-2,4-diona e 10 mL de metanol. Apés a dissolugéo da tiazolidina-2,4-
diona, foram adicionados, gota a gota, 10 mL de uma solucdo de hidréxido de

sédio em metanol (0,25 mM). Ap6és 10 minutos a temperatura ambiente foram



adicionados, gota a gota, 0,25 mols de cloreto de 4-clorobenzil e foi acoplado
um condensador ao baldo. A mistura foi aquecida a 65 °C por 12 horas e entdo
resfriada bruscamente. O precipitado formado foi filtrado e purificado através de
recristalizacdo em etanol.

O produto obtido apresentou as propriedades listadas na tabela 5.3.

Tabela 5.3: Propriedades da 3-(4-clorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona

Estrutura e nome quimico g

3-(4-clorobenzil)-tiazolidina-2,4-

diona
Férmula C,1oH8NO,SCI
Massa molecular 241,69
Rf (sistema) 0,6 (n-Hex/AcOEt 1:1)
Ponto de fusao 92-95°C
Ponto de fusio (literatura) 96 °C (GOES et al., 1991)
Rendimento 63 %

5.3.3 Obtencao da 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona

Em um baldo, com agitacdo magnética, acoplado a um condensador e
em sistema fechado, sob argbénio, foram adicionados 8,28 mmols de 3-(4-
clorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona, 8,28 mmols de pentassulfeto de fdsforo
(P2Ss) e 50 mL de dioxano seco como solvente. A mistura reacional foi
aguecida até 110 °C durante 10 horas e a seguir resfriada. O volume reacional

foi reduzido a metade por evaporacdo em rotavapor e o produto precipitado foi



fitrado e purificado através de lavagens sucessivas com &gua destilada
aguecida a 60 °C.

O produto obtido apresentou as propriedades listadas na Tabela 5.4.

Tabela 5.4: Propriedades do composto 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo- tiazolidin-2-ona

Estrutura e nome quimico 3

3-(4-clorobenzil)-4-tioxo- tiazolidin-

2-ona
Formula ClngNOSZC|
Massa molecular 257,76
Rf (sistema) 0,7 (n-Hex/AcOEt 1:1)
Ponto de fusao 85-89 °C
Ponto de fusao (literatura) 88-90 °C (CHANTEGREL et al., 2002)
Rendimento 82 %

5.3.4 Obtencgao dos ésteres 2-ciano-acrilatos de etila

Em um baldo, com agitacdo magnética, foram adicionados 20 mmols do
aldeido substituido, cianoacetato de etila em ligeiro excesso molar de 10%, 30
mL de benzeno seco como solvente e 250 uL de piperidina, utilizada como
catalisador basico. O baléo foi acoplado a um Dean-Stark e a um condensador
e a mistura reacional foi aquecida até 110 °C durante 4 ou 4,5 horas,
dependendo do aldeido substituido utilizado. Ap6s esse periodo de tempo o
baldo foi retirado e acoplado a um rotavapor onde o volume reacional foi
reduzido a metade. A mistura foi resfriada e o precipitado formado foi separado

por filtracdo e purificado através de recristalizacdo em etanol.



As condicbes reacionais especificas para cada aldeido estdo listadas na

Tabela 5.5.

Tabela 5.5: Benzaldeidos, condi¢cdes reacionais utilizadas e ésteres 2-ciano-acrilatos
obtidos

Benzaldeido O, oM T B A
i Y]
(estrutura f,_L__ | _ | R L .."r
quimica) - s I “ I - -\._';.:_ e -.km
) e | D
[ | [
0. (L H
" Hy | G
Hy
T
Nome quimico 3-bromo-4- 1-1"-bifenil-4- 5-bromo-2-metdxi 1H-indol-3-
metoxi carbaldeido carbaldeido carbaldeido
benzaldeido
Tempo 4 horas 4 horas 4.5 horas 4 horas
reacional
Produto obtido IP-47 IP-48 IP-23 IP-19
(codigo e ok o, L =
estrutura 1] B [l ' l H,
quimica) NS ' : : '

EN ' o CHy

Nome quimico Etil (2Z) — 3 - ( 3 Etil (22) - 3 - (1- Etil (22) -3 - (5 - Etil (22) — 2-ciano-
—bromo -4 - 1'-bifenil-4-il)-2- bromo —2-met6xi 3—(1H—indol -3
metoxi — fenil ) — ciano-acrilato — fenil ) — 2 ciano —il) acrilato
2 ciano -acrilato -acrilato

Os produtos IP 47, IP-48, IP-23 e IP-19 encontram-se apresentados na
configuracdo espacial Z, uma vez que essa foi a configuracdo definida pela
interpretacéo de seus espectros de RMN *H, onde o deslocamento quimico do
hidrogénio etilénico apresentou-se na regido de 8,33-8,57, valores
normalmente encontrados para esta configuracao.

Os produtos obtidos apresentam as propriedades listadas na Tabela 5.6



Tabela 5.6: Propriedades dos ésteres 2-ciano-acrilatos obtidos

Produto obtido  IP-47 IP-48 IP-23 IP-19
(coédigo e A L
estrutura 1] po | | Hy
quimica) N b 4 Lk
y T
@ |
] e CHs

Férmula C13H1,BrNO; C1gHisNO, C13H1,BrNO; C13H1:NL0,
Peso molecular 310,14 277,32 310,14 240,26
Rf (sistema) 0,75 0,61 0,8 0,71 (benzeno

(n-Hex/AcOEt 6:4) (n-Hex/AcOEt 8:2) (n-Hex/AcOEt 1:1) /AcOEt 6:4)
Ponto de fusdao  160-161 °C 128-130 °C 111-112°C 162-165 °C
Ponto de fusdo 160-161°C 128-130°C 111-112°C 162-165 °C
(literatura) (PEREIRA, 2003) (PEREIRA, 2003) (MAGALHAES, (PEREIRA, 2003)

2003)

Rendimento 72 % 63 % 58 % 84 %

5.3.5 Obtencao dos 5-benzilideno-3-(4-clorobenzil)-tiazolidina-2,4-dionas

Em um baldo de 50 mL acoplado a um condensador de refluxo foram
adicionadas propor¢cdes equimolares de 3-(4-clorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona
ou 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona, e dos ésteres 2-ciano-acrilatos,
10mL de etanol absoluto como solvente e, como catalisador basico, 400 uL de
piperidina. A mistura foi aquecida lentamente até atingir 50 °C e permaneceu
de 2 a 3 horas, dependendo do estes 2-ciano-acrilato utilizado. O baldo foi
resfriado e o precipitado formado foi retirado por filtracdo e purificado por
lavagem com etanol.

As condi¢des reacionais especificas para cada éster 2-ciano-acrilato

estao listadas na tabela 5.7.



Tabela 5.7: Condicdes reacionais

e LYS obtido a

partir do éster

2-ciano-acrilato

correspondente
Ester 2-ciano- IP-47 IP-48 IP-23 IP-19
acrilato
Tempo 3 horas 3 horas 2,5 horas 2 horas
reacional
Produto obtido LYS-2 LYS-3 LYS-4 LYS-5
(codigo)
Produto obtido A =\ i P
(estutura 4 i W Voo
quimica) | s ke =
r"'-,__ _ J"
5 1:_:. [ *,
[ e ) o “'-.I &
K 4 1 Y
| | ;. -__tr-- . p th .} =-.
q-lll o= “ny hew - hj
1 ] 1 e
= Ao, ) A -..::::_-. - .__.-'
& O
A -~ .-'"-L;:'ER.'.-'"'-

[}

Os produtos finais obtidos apresentaram as propriedades apresentadas

na tabela 5.8.

Tabela 5.8: Propriedade dos compostos da série LYS obtidos

Produto obtido  LYS-2 LYS-3 LYS-4 LYS-5
(codigo e RN — W 7
estrutura o i Y Voo
quimica) | — P =
n"-,__ _ J"
g q.: ;- ) ml"'k.
W ' | N
| | ;. -__tr-- . Ny :J‘ﬂ .} .
III o= K] !x'_\-\._ .'II N .hj
1 ] 1 § -
- A, . A - .__:::::---_‘ -
& O
A, . i,
o .

Formula ClnggBrNOQ,SCl 023H16N02SC| ClnggBrN03SC| ClnggNzoSZCl
Peso molecular 438,7 405,9 438,7 384,90
Rf 0,75 0,95 0,82 0,57
(n-Hex/AcOEt 7:3)
Ponto de fusdao 190-191°C 191-195°C 164-165 °C 145-147 °C
Rendimento 83 % 81 % 77 % 70 %




Os produtos LYS-2, LYS-3, LYS-4 e LYS-5 encontram-se apresentados
na configuracdo espacial Z, uma vez que essa foi a configuracao definida pela
interpretacéo dos seus espectros de RMN *H, onde o deslocamento quimico do
hidrogénio benzilidénico apresentou-se na regido de 7,93-8,22, valores

compativeis com os normalmente encontrados para esta configuracao.



5.4 Resultados e Discussao

5.4.1 Analise espectroscépica

A identificacdo dos compostos obtidos foi resultado da soma de analises
espectroscopicas utilizando diferentes técnicas, pois dificiimente uma Unica
analise poderia ser considerada satisfatoriamente comprobatéria da estrutura
quimica de um composto inédito.

Assim sendo, para os compostos obtidos durante a execucdo desta
dissertacdo, foram realizadas analises espectroscopicas denominadas
infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e
espectrometria de massas.

A identificacdo dos compostos através da espectroscopia no IV baseia-
se na conversdo da radiacdo no infravermelho, quando absorvida por uma
molécula organica, em energia de rotacdo e vibracdo molecular, que apés
quantizada, € representada através de um espectro de bandas. As bandas de
vibrac&o e rotagcdo normalmente ocorrem na parte do espectro eletromagnético
situada entre as regibes do visivel e das microondas, mais especificamente
entre 4.000 e 400 cm™ (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

A frequiéncia ou o comprimento de onda (inversamente proporcionais) de
uma absorcao depende das massas relativas dos atomos, das constantes de
forca das ligacbes e da geometria dos atomos, formando um espectro
caracteristico para a molécula como um todo, embora, certos grupos de

atomos déem origem a bandas que ocorrem mais Oou menos na mesma



freqUéncia, independentemente da estrutura da molécula (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000).

A presenca das bandas caracteristicas de determinados grupos
funcionais é justamente o que permite a identificacdo dos grupos funcionais
nas moléculas sintetizadas.

As posicdes das bandas nos espectros é expressa em namero de onda,
na unidade cm™ e a intensidade das bandas é expressa em transmitancia (T),
que € a razao entre a energia radiante transmitida por uma amostra e a energia
radiante que nela incide. E representada em termos semiquantitativos, onde F=
forte, md= médio e f= fraco.

A espectroscopia de RMN 'H caracteriza compostos baseado na
propriedade que as moléculas tem de, estando em um campo magnético
apropriado, absorver radiacdo eletromagnética na regido de radiofrequéncias
em uma frequéncia regida pelas caracteristicas estruturais de cada molécula.
Assim, a absorcao é funcao de determinados nucleos da molécula.

Um espectro de RMN é um registro das frequéncias dos picos de
absorcéo contra suas intensidades, ou seja, 0 espectro é uma série de picos,
cujas areas sao proporcionais ao numero de hidrogénios que elas representam.
As posicdes dos picos sdo medidas em unidades de frequéncia a partir de um
pico de referéncia. Os deslocamentos quimicos variam de acordo com
blindagem oferecida pela nuvem eletrénica que cerca cada hidrogénio, que
varia com o ambiente quimico (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

O deslocamento quimico € dado em ppm (3) e a constante de
acoplamento J é dada em Hertz (Hz), os acoplamentos sdo abreviados singleto

(s), dubleto (d), duplo dubleto (dd), tripleto (t), quadripleto (q) e multipleto (m).



A espectrometria de massa € uma analise que permite a determinacéo
estrutural de compostos organicos. Baseia-se no comportamento de uma
molécula diante um impacto de um feixe de elétrons de alta energia.

O espectro de massas € o registro de um espectro de ions na base da
razao massa/carga (m/z), onde sédo obtidos o ion molecular (molécula intacta
com perda de um elétron, removido pelo feixe de energia) e os diversos

fragmentos ionizados (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

5.4.1.1 Caracterizagao da 3-(4-clorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona

O espectro no infravermelho do composto 3-(4-clorobenzil)-tiazolidina-

2,4-diona (Anexo 1) mostrou as frequéncias de absorcédo referentes as duas

carbonilas (Tabela 5.9).

Tabela 5.9: Freqiiéncias e intensidade de absor¢&o no infravermelho, em cm™, para o
composto 3-(4-clorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona

Grupos funcionais C=0 Cc=0
Posicéo 2 Posicéo 4
Frequéncia em cm’ (intensidade) 1.755 (md) 1.675 (F)

O espectro de RMN *H (Anexo 2), confirma a presenca de hidrogénios
aromaticos (d; 7,30 e 7,32 ppm), dos hidrogénios de posicdo 5 do anel (s; 4,71
ppm) e dos hidrogénios metilénicos do grupo benzila (s; 3,94 ppm), conforme

pode ser observado na Tabela 5.10.



Tabela 5.10: Deslocamentos quimicos de RMN 'H, em ppm do composto 3-(4-
clorobenzil)-tiazolidina-2-diona), em CDCl;

II |II

L
i

Sinais observados -CH,- (benzil) -CH,- (anel) Hidrogénios
(multiplicidade) (s) (s) aromaticos
Deslocamento quimico em ppm 4,71 3,94 a(d) 7,32 J=13,2

b(d) 7,30 J= 13,2

5.4.1.2 Caracterizagao da 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona

O espectro no infravermelho do composto 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-
tiazolidin-2-ona (Anexo 3) apresentou as frequéncias de absorcao referentes a

carbonila e tiocarbonila (Tabela 5.11).

Tabela 5.11: Freqiiéncias de absorcado no infravermelho em cm™ para 3-(4-clorobenzil)-4-
tioxo-tiazolidin-2-ona

Grupos funcionais C=0 C=S

Frequéncia em cm™ (intensidade) 1.707,2 (F) 1.488,5 (md)

O espectro de RMN *H (Anexo 4), confirma a presenca de hidrogénios
aromaticos (dd; ppm), dos hidrogénios da posicdo 5 do heterociclo (s; 4,79
ppm) e dos hidrogénios metilénicos do grupo benzila (s; 5,11 ppm), conforme

pode ser observado na Tabela 5.12.



Tabela 5.12: Deslocamentos quimicos de RMN 'H, e detalhamento do espectro de 3-(4-
clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona, em DMSOdg

3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-

ona (| |
: | i
Il .
)
Sinais observados -CH,- (benzil) -CH,-(anel) Hidrogénios
(multiplicidade) (s) (s) aromaticos
Deslocamento quimico em ppm 511 4,73 a(dd) 7,40 J=8,4

b (dd) 7,30 J= 8,4

5.4.1.3 Esteres 2-ciano-acrilatos

Os espectros no infravermelho dos compostos IP-47, IP-48, IP-23 e IP-
19 mostrados nos Anexos 5, 6, 7 e 8, apresentaram as frequéncias de
absorcédo referentes aos grupamento nitrila, a carbonila e a ligagdo C-O do
éster (vibracbes da deformacdo axial C-O) e a deformacédo axial de C=C

(Tabela 5.13).

Tabela 5.13: Freqiiéncias de absorg&o no IV em cm™ (intensidade) para IP-47, IP-48, IP-23
e IP-19

Est'r.utura geral IPs*

IPs C=N c=0 c-O- c=C NH*
IP-47 2.221,6 (M) 1.717 (F) 1.299 (F) 1.589 (F) n.a.
IP-48 2.219 (m) 1.720 (F) 1.267 (F) 1.598 (F) n.a.
IP-23 2.200 (m) 1.708 (F) 1.290 (F) 1.588 (md) n.a.
IP-19 2.211,5 (m) 1.694 (F) 1.262 (F) 1.567 (F) 3.325 (F)

* R= porc¢do da molécula variavel para cada IP; n.a.=ndo aplicavel



Os espectros de RMN *H de cada composto IP (Anexos 9, 10, 11 e 12)

confirmaram a presenca de hidrogénios aromaticos e dos hidrogénios do

radical etila com deslocamentos quimicos especificos para cada composto,

como pode ser visto nas Tabelas 5.14, 5.15, 5.16 e 5.17.

Tabela 5.14: Deslocamentos quimicos de RMN 'H, em ppm, J em Hz, e detalhamentos do

espectro do composto IP-47, solvente DMSOdg

IP-47

Sinais observdos Hidrogénios -CH= -CH,- -OCH3; -CH;
(multiplicidade) aromaticos (s) (a) (s) (t)
Deslocamento quimico a(d) 8,37 J=2,4 8,33 4,20 3,96 1,29
b (dd) 8,15 J=2,4 J=7.2 J=7,2

em ppm
J=8,7
c(d) 7,35J=8,7

Tabela 5.15: Deslocamentos quimicos de RMN 'H, em ppm, J em Hz, e detalhamentos do

espectro do composto IP-48, solvente DMSOdg

IP-48 - ! |

Sinais observdos Hidrogénios -CH= -CH,- -CH;
(multiplicidade) aromaticos (s) (q) (t)
Deslocamento quimico a(d) 7,93 J=8,7 8,45 4,33 1,31
em ppm b() 817 J=8,7 J=7,2 J=7,2

c,d,e(m) 7,81-7,44




Tabela 5.16: Deslocamentos quimicos de RMN 'H, em ppm, J em Hz, e detalhamentos do
espectro do composto IP-23, solvente DMSOdg

IP-23 T T
Sinais observados Hidrogénios -CH= -CH,- -OCH; -CH;
(multiplicidade) aromaticos (s) (q) (s) (t)
Deslocamento quimico a(d) 7,19 J=9,3 8,43 4,32 3,91 1,31
b (dd) 7,78 J=9,3 J=72 J=7,2

em ppm

J=2,7
c(d) 8,18J=2,7

Tabela 5.17: Deslocamentos quimicos de RMN 'H, em ppm, J em Hz, e detalhamentos do
espectro do composto IP-19, solvente DMSOdg

IP-19

Bl

Sinais observados Hidrogénios NH -CH= -CH,- -CH,3
(multiplicidade) aromaticos (s) (s) (q) (t)
Deslocamento quimico  a (s) 8,57 12,60 8,57 4,28 1,31
em ppm b(d) 7,97 J=6,3 J=72 J=7.2
c (m) 7,30

d(d) 7,58 J=7,2




5.4.1.4 Caracterizagao dos compostos 5-benzilideno-3-(4-clorobenzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LYS)

Os espectros no infravermelho dos compostos 5-benzilideno-3-(4-
clorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona, LYS-2, LYS-3, LYS-4 e LYS-5 (Anexos 13,
14, 15 e 16), apresentaram as frequéncias de absorcédo referentes aos
grupamentos carbonila, a deformagédo axial C=C, além de tiocarbonila e NH
(para LYS-5). As frequéncias de absor¢cao para cada grupamento apresentam
pequenas variacdes em cada substancia, conforme pode ser visto na Tabela

5.18.

Tabela 5.18: Freqliéncias de absor¢ao no infravermelho, em cm™(intensidade) para LYS-
2,LYS-3,LYS-4elLYS-5

C=0 (4) C=0 2) Cc=C N-H* C=S
LYS-2 1.676 (F) 1.739 (F) 1.592 (md) n.a. n.a.
LYS-3 1.688 (F) 1.752 (F) 1.600 (md) n.a. n.a.
LYS-4 1.685 (F) 1.735 (F) 1.593 (md) n.a. n.a.
LYS-5 n.a. 1724 (F) 1.598 (md) 3.260 (md) 1.490 (md)

* n.a.=ndo aplicavel

Os espectros de RMN de hidrogénio de cada um composto das séries
LYS (Anexos 17,18,19 e 20) confirmam a presenc¢a dos hidrogénios aromaticos
da posicao 5, dos hidrogénios aromaticos da posicao 3, do hidrogénio da liga
dupla exociclica e dos hidrogénios exociclicos do grupo benzila; com
deslocamentos quimicos especificos para cada composto, como pode ser visto

nas Tabelas 5.19, 5.0, 5.21 e 5.22.



Tabela 5.19: Deslocamentos quimicos de RMN 'H, em ppm, J em Hz, e detalhamentos do
espectro do composto LYS-2, solvente DMSOdg

LYS-2

- = ol
Sinais observdos Hidrogénios Hidrogénios -CH= -CH,- -OCH;
(multiplicidade) aromaticos aromaticos (s) (s) (s)
Posicdo 3 Posi¢cédo 5
Deslocamento quimico d(d) 7,42 a (dd) 7,64 J=2,1 7,93 4,82 3,93
J=8,7 J=8,7
e (d) 7,34 b(d) 7,30J=8,7

J=8,7

c(d) 7,913=21

Tabela 5.20: Deslocamentos quimicos de RMN 'H em ppm, J em Hz, e detalhamentos do
espectro do composto LYS-3, solvente DMSOdg

|

A
. T | o o e e J
B 7 B 5
13,433 . ::I'D
Sinais observdos Hidrogénios Hidrogénios -CH= -CH,-
(multiplicidade) aromaticos aromaticos (s) (s)
Posicéo 3 Posicdo 5
Deslocamento quimico f(d) 7,43 a (dd); c (d) sobrepostos 8,02 4,85
J=8,4 em 7,75
g(d)7,36 Db(d) 7,88 J=8,7
J=8,4 dee(m) 7,47




Tabela 5.21 : Deslocamentos quimicos de RMN *H em ppm, J em Hz, e detalhamentos do
espectro do composto LYS-4, solvente DMSOdg

LYS-4

Sinais observdos Hidrogénios Hidrogénios -CH= -CH,- -OCH;
(multiplicidade) aromaticos aromaticos (s) (s) (s)
Posicéo 3 Posigdo 5
Deslocamento quimico d()7,42 a(d) 7,55J=2,4 7,97 4,82 3,89
J=8,4 b (dd) 7,67 J=8,7
e (d) 7,34 J=2,4
J=8,4 c(d)y 7,15J=8,7

Tabela 5.22: Deslocamentos quimicos de RMN 'H em ppm, J em Hz, e detalhamentos do
espectro do composto LYS-5, solvente DMSOdg

LYS-5

i 11 L
Sinais observdos Hidrogénios Hidrogénios -CH= -CH,- NH
(multiplicidade) aromaticos aromaticos (s) (s) (s)
Posicéo 3 Posicdo 5
Deslocamento quimico e (d) 7,43 a(s) 7,83 8,22 4,83 12,23
J=16,5e84 b(d) 7,923=75
f(d) 7,34 c(m)7,24
J=8,4 d(d) 7,51J=8,7
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6 ATIVIDADE BIOLOGICA

A verificagdo da atividade biol6gica de uma substancia constitui o objetivo
principal dos bioenssaios, cujas abordagens metodolégicas envolvem estudos
clinicos, utilizando seres humanos, e pré-clinicos, utilizando normalmente
modelos in vivo e in vitro .

Como a atividade biolégica de uma substadncia depende das
caracteristicas dessa (estrutura e propriedades fisico-quimicas); da entidade
biolégica com quem vai interagir (espécie, sexo, idade, etc.) e do tratamento
utilizado (dose, via de administracéo, entre outros). O bioenssaio de uma série
de compostos analogos prové ferramentas para estabelecer uma possivel uma
correlacdo entre a resposta biolégica apresentada e as propriedades

estruturais e fisico-quimicas dos compostos da série em estudo.

6.1 Avaliagao de efeitos gerais

A avaliacdo dos efeitos gerais das substancias da série LYS foi realizada
visando observar algumas reacdes comportamentais e fisiolégicas das
substéncias em camundongos, através do registro dos efeitos ou respostas que
podem ocorrer dentro de alguns minutos, horas ou dias ap6s a administracédo
das substancias em estudo. Atraves da avaliacdo de efeitos gerais também foi
possivel estabelecer as doses a serem administradas nos ensaios in vivo da

determinacéo da atividade antiinflamatoria (KIMMEL e BUELKE, 1994).



6.1.1 Material

Os animais utilizados para avaliacdo de efeitos gerais foram camundongos
albino Swiss (Mus musculus) provenientes do biotério do Departamento de
Antibiéticos da UFPE, mantidos em gaiolas de polipropileno, em ambiente
climatizado (aproximadamente 23 + 2 °C), ad libitum e submetidos a periodo de
claro-escuro de 12 horas.

Os materiais utilizados estao listados na Tabela 6.1.

Tabela 6.1: Materiais e equipamentos utilizados na avaliacdo dos efeitos gerais dos
derivados da série LYS, suas especificagdes e procedéncia

Material / Especificagdes Procedéncia

Equipamento

Tween 80 Merck & Co

Substancias LYS-2-5 Sintetizadas e LPSF — UFPE
purificadas

Etanol 70 % Synth

Balanca analitica E. Meppler

Balanca semi-analitica Marte

Racéo Purina

6.1.2 Metodologia

Os experimentos foram realizados em acordo com as normas aprovadas
pela Comissdo de Etica para Experimentos com Animais, da UFPE (Protocolo
N°. 23076.004500/2003-93), no periodo de maio a outubro de 2003, na Sala de
Transplantes do Biotério do Departamento de Antibidticos, durante o dia, em
ambiente climatizado (aproximadamente 23 + 2 °C).

Para realizacdo da avaliagcdo de efeitos gerais utilizou-se o método
descrito por De Luca e colaboradores (1996). Foram utilizados camundongos
albinos Swiss (Mus musculus), machos, com faixa etaria de 60 dias e peso
variando entre 25 e 35 g. Os animais foram mantidos em gaiolas formando
grupos de seis animais, que foram devidamente marcados, pesados e tiveram

sua alimentacéo retirada 12 horas antes do inicio do experimento. O acesso a



agua foi restrito no inicio do experimento, e permitido ap6s 60 minutos
completos de experimentacao.

Em cada grupo de seis animais foram administrados individualmente,
com intervalos de 10 minutos, por via intraperitoneal (i.p.) uma suspensao
contendo 1 g/Kg de peso corporal das substancias a serem testadas (LYS-2, 3,
4 e 5), ou apenas soro fisiolégico para o grupo controle. As suspensdes foram
preparadas individualmente utilizando-se Tween 80 a 2 % como agente
suspensor (FALCAO, 2003) e soro fisiologico como veiculo.

Apoés a administracdo de cada substancia teste ou do soro fisioldgico no
grupo controle, os animais foram removidos para uma segunda gaiola, onde
ficaram sob observacédo constante nos primeiros 60 minutos. Apés este periodo
os animais foram observados em intervalos de 12 horas até que se
completassem 48 horas. Os efeitos gerais provocados pelas substancias foram
devidamente registrados e agrupados em efeitos depressores ou estimulantes
do sistema nervoso central (SNC).

Os animais utilizados foram sacrificados cinco dias apds cada

experimento, ndo sendo reutilizados para qualquer outra finalidade.



6.1.3 Resultados e discussao

A observacéo de efeitos gerais ou respostas fisioldgicas e comportamentais na
dose de 1000 mg/Kg registradas para as substancias LYS-2, 3, 4 e 5 estéo
descritas na Tabela 6.2. Nenhum animal foi a Obito durante o periodo

transcorrido nos ensaios

Tabela 6.2: Efeitos gerais observados em camundongos utilizando-se as substancias LYS-2, 3,
4 e 5, na dose de 1000 mg/Kg de peso corpéreo

Substancia Efeitos observados

(1000 mg/Kg) Estimulantes do SNC Depressores do SNC Outros efeitos

LYS-2 Piloerecédo, erecdo de  Alteracédo de marcha, Presenca de diurese e
cauda, movimentos arrastamento dos excrecao fecal,
estereotipados, membros posteriores,  contor¢gdes abdominais,

aumento da frequencia prostracdo, bradicardia. espasmos.
respiratéria, agitacao,
convulsdo tbnica.

LYS-3 Piloerecdo, erecdo de  Alteracdo de marcha, Presenca de diurese e
cauda, movimentos arrastamento dos excrecdao fecal,
estereotipados, membros posteriores,  contor¢Bes abdominais,
tremores finos, arrastamento de cauda, espasmos. Ap6s 20
levantamento de pata  prostracdo, bradicardia, horas observou-se
anterior, aumento da sonoléncia diurese.

frequencia respiratoria,
agitacdo, movimentos

circulares,
agressividade, (postura
em garra).

LYS-4 Piloerecédo, erecdo de  Alteracdo de marcha,  Auséncia de diurese e
cauda, tremores finos, arrastamento dos excrecdao fecal,
movimentos membros posteriores,  regurgitacao,
estereotipados, prostracdo, bradicardia, contor¢cdes abdominais,

aumento da frequencia sonoléncia, apés duas espasmos.
respiratoria, agitacdo.  horas todos os animais
estavam dormindo.

LYS-5 Piloerecéo, erecdo de  Alteracdo de marcha, Presenca de diurese e
cauda, tremores finos, arrastamento dos auséncia de excrecdo
movimentos membros posteriores, fecal, contor¢des
estereotipados. prostracdo, bradicardia, abdominais, espasmos,

sonoléncia. fotofobia. Apés 20

horas observou-se
excrecao fecal
(diarréia).

SNC = Sistema Nervoso Central

Entre as substancias testadas, a LYS-2 mostrou-se a mais reativa das

drogas testadas, apresentando expressiva diurese e excrec¢ao fecal, espasmos



e contracdes frequentes ao longo do periodo de observacdo, chegando a
apresentar convulsdes tdnicas nos primeiros 20 minutos.

A substancia LYS-4 mostrou-se menos reativa que a LYS-2, embora do
ponto de vista estrutural estas moléculas difiram apenas nas posicoes dos
substituintes do anel aromatico da posicao 5 (bromo e metodxi). Ressalta-se que
as reacdes depressoras do SNC foram mais pronunciadas do que reacdes
estimulantes, além da auséncia total de diurese.

As respostas provocadas por LYS-3 foram semelhantes a LYS-5,
embora com efeitos depressores menos pronunciados. Ocasionalmente fortes
efeitos estimulantes foram observados, mas ao longo do periodo de
observacdo prevaleceram os efeitos deepressores. Apdés 20 horas da
administracdo da substancia, observou-se diurese.

Os animais também responderam significativamente a LYS-5; atuando
aparentemente como depressores do SNC. Os animais, apés um curto periodo
inicial de agitacdo, que pode ser atribuido ao estresse induzido pela aplicacao
da droga, apresentaram prostracdo e sonoléncia. Observou-se também
diminuicdo na frequéncia respiratoria. Adicionalmente, ocorreu auséncia de
diurese (apenas 1 episodio imediatamente apds aplicacdo da droga em um dos
animais) e de excrecado fecal. Apdés 20 horas observou-se a presenca de
excrecao fecal, de consisténcia liquida.

Considerando-se que as substancias néo tiveram efeito letal na dose
testada, optou-se por utilizar como dose terapéutica maxima na realizacdo dos
teste de atividade antiinflamatéria o equivalente a 10 % desta dose, ou seja,

100 mg/Kg de peso (PEREIRA et al., 1994; FALCAO, 2003).

6.2 Avaliagao da Atividade Antiinflamatéria



O sucesso na descoberta de novos farmacos antiinflamatorios
clinicamente eficazes depende, em grande parte, da metodologia de avaliacéo
em modelos animais que é empregada. Tais métodos consistem basicamente
em induzir quimica ou fisicamente uma reacao inflamatéria no animal e verificar
a capacidade da substancia em estudo, profilatica ou terapeuticamente, de
suprimir tal reacao inflamatoéria, de maneira que a inflamacéao provocada seja o
mais proxima possivel da resposta inflamatéria humana nas mais diversas
patologias inflamatorias.

A verificacdo da atividade antiinflamatdria pode ser detectada através da
mensuracdo de parametros macroscopicos relacionados ao processo
inflamatorio, como edema, calor e dor; ou parametros bioquimicos, como
contagem de células ou dosagens de mediadores quimicos.

Indmeros métodos in vivo podem ser utilizados para a avaliagdo da atividade
antiinflamatoéria, tais como: inducdo de edema de pata (WINTER, RISLEY e
NUSS, 1962), inducdo de edema de orelha (GOTO et al., 2002), exsudacao
pleural, inducéo de artrite, implante de pelet de algoddo (GUPTA et al., 1969),
bolsdo inflamatério (“air pouch”) (PALASKA et al., 2003), entre outros. Todos
esses métodos sdao amplamente utilizados e citados na literatura, cada qual
com pequenas variacdes no que diz respeito as caracteristicas do animal
(peso, idade, dieta), agente indutor da inflamacdo e sua concentragéo, via de
administracdo da droga testada e detalhes dos protocolos experimentais, tais
como tamanho da seringa de aplicacéo, volume da solucéo, utilizacdo ou néo

de anestesia, entre outros.



A inducado do edema de pata de rato por carregenina (EPC) foi escolhida
como ensaio in vivo para a avaliacdo da atividade antiinflamatoria na fase
aguda da inflamcéo das drogas sintetizadas como objeto desta dissertacéo,
baseado num estudo comparativo entre métodos experimentais para avaliacdo
de atividade antiinflamatoria realizado por Gupta e colaboradores (1969), que o
aponta como um meétodo conveniente e capaz de detectar atividade em todas
as categorias de farmacos antiinflamatérios clinicamente Uteis, e na boa
correlacdo existente entre a eficacia deste modelo e a atividade exibida em
humanos (OTTERNESS e BLIVEN, 1985 apud: ZHANG et al., 1997), além das

facilidades oferecidas pelo Departamento de Antibiéticos da UFPE.

6.2.1 Material

Os animais utilizados para avaliagdo da atividade antiinflamatoria foram
ratos Wistar (Rattus novergicus) machos provenientes do Biotério do
Departamento de Antibiéticos da UFPE, mantidos em gaiolas de polipropileno,
em ambiente climatizado (aproximadamente 23 + 2 °C), ad libitum e
submetidos a periodo de claro-escuro de 12 horas.

O material e equipamentos utilizados para realizacdo da avaliacdo da
atividade antiinflamatoria das substancias da série LYS estdo listadas na

Tabela 6.3.



Tabela 6.3: Material e equipamentos utilizados na avaliacao da atividade antiinflamatoria de

derivados da série LYS, suas especificacdes e procedéncia

Material / Especificagoes Procedéncia

Equipamento

Carragenina Sigma-Aldrich.

Tween 80 Merck & Co

Substancias LYS-2-5 Puras LPSF — UFPE

Indometacina Em poé Farmacia Escola —
UFPE

Etanol 70 % Synth

Racdo animal Purina

Balanca analitica E. Meppler

Balanca semi-analitica Marte

Pletsmdmetro manual Construido conforme LPSF — UFPE

ou Medidor de Volume
Diferencial

Figura 6.1.

Figura 6.1: Representacdo esquematica e fotografia do pletsmdémetro manual,
montado no LPSF — UFPE e utilizado nos ensaios de determinacdo da atividade

antiinflamatéria. A=tanque de medida; B=cilindro de leitura




6.2.2 Metodologia

Os experimentos foram realizados em acordo com as normas aprovadas
pela Comissdo de Etica para Experimentos com Animais, da UFPE (Protocolo
N°. 23076.004500/2003-93), no periodo de maio a outubro de 2003, na Sala de
Transplantes do Biotério do Departamento de Antibidticos, durante o dia, em

ambiente climatizado (aproximadamente 23 + 2 °C).

6.2.2.1 Edema de pata induzido por carragenina pelo método de Winter

Para determinacdo da atividade antiinflamatéria profilatica utilizou-se o
método de Winter, Risley e Nuss (1962), o qual foi executado conforme
descrito a seguir.

Foram utilizados Ratos Wistar (Rattus novergicus), machos, pesando
entre 205 e 305g e com idades entre 2 e 3 meses. Os animais foram mantidos
em grupos de seis e tiveram sua alimentacao retirada 12 horas antes do inicio
do experimento. Durante todo 0 experimento os animais tiveram livre acesso a
ingestao de agua.

Primeiramente cada animal recebeu, via intraperitoneal, as substancias
LYS-2, 3, 4 e 5, a indometacina ou soro fisiologico, dependendo do grupo a que
pertencia, de acordo com a seguinte denominacgao:

e Grupo Controle (n=6), os animais que receberam, por via intraperitoneal, 1

mL de soro fisioldgico;

e Grupo Padrdo (n=6), os animais que receberam, por via intraperitoneal, 1

mL de suspensédo de indometacina 10 mg/Kg em soro fisiologico (SALA et

al, 2003);



e Grupo Teste (n=6), os animais que receberam, por via intraperitoneal, 1 mL
de suspensao da droga teste ( LYS 2, 3, 4 ou 5) com concentragao de 50
mg/Kg em soro fisioldgico.

As suspensdes de indometacina e das substancias LYS, foram preparadas

em soro fisiolégico utilizando 2 % de Tween 80 (FALCAO, 2003).

A seguir, cada animal foi segurado firmemente (sem estar anestesiado)
e a pata traseira direita foi submersa até a altura do osso mieléide lateral no
tanque de medida do pletsmdmetro (Figura 6.1). O volume de agua deslocado
foi verificado através do cilindro de leitura e corresponde ao volume da pata.
Este valor € chamado de leitura no tempo zero ou zero negativo.

Uma hora apds a administragdo intraperitoneal das substancias LYS o
agente inflamatério (0,1 mL de solucdo de carregenina a 1 % em soro
fisiolégico) foi injetado subcutaneamente na face plantar da pata traseira
direita.

Uma hora apls a injecdo de carragenina foi realizada nova leitura da
medida da pata, chamada leitura do tempo 1 hora. Leituras subsequentes
foram realizadas até completarem-se 6 horas de inflamacdo, conforme
demonstrado no Esquema 6.1.

O efeito antiinflamatério das drogas foi estimado em termos de
percentual de inibicdo, calculado de acordo com a seguinte equacao:

Atividade Antiinflamatoria (%) = [(n — n’)/n] x 100

onde n e n’ indicam a média + erro padrdo do volume do edema nos grupos

controle e teste em uma determinada hora (PALASKA et al., 2003). Entende-se

por volume do edema a diferenca no volume da pata huma determinada hora e

o volume da pata no tempo zero. Cada grupo experimental foi formado por seis



animais (n=6). Os resultados foram analisados estatisticamente através da
analise de variancia com intervalo de confianca de 95% utilizando-se o teste de
Dunnet, quando comparados com o grupo controle.

Os dados obtidos em cada data de experimentacdo foram comparados
unicamente aos grupos controle e padrdo obtidos naguela mesma data. Os
animais utilizados foram sacrificados 48 horas apds cada experimento, néo

sendo reutilizados para qualquer outra finalidade.

Administrag&o L
da drnna \

Medida da o
pata (To)

\ -"':.:,__. i
Indugédo do edema na

pata Il

Medidas da
pata 1- 6

Esquema 6.1: Representacdo do experimento para medicdo do edema de
pata induzido por carragenina pelo método de Winter.



6.2.2.2 Edema de pata induzido por carragenina pelo método de Winter
modificado

A determinacdo da atividade antiinflamatoria através do método de
Winter (WINTER, RISLEY e NUSS, 1962) tem sido utilizada como método de
escolha. Entretanto, nesse método as drogas sdo administradas antes da
inducéo da inflamacgé&o por carragenina, ndo provendo informacdes conclusivas
sobre o comportamento dessas na inflamacéo ja estabelecida.

Visando a determinacdo da atividade antiinflamatoria terapéutica, ou
seja, num processo inflamatério ja estabelecido, e uma verificacdo de possiveis
diferencas nos resultados provenientes da variagio do momento da
administracdo das substancias, utilizou-se o método de Winter, Risley e Nuss
(1962) com modificacdes propostas por Zhang e colaboradores (1997), o qual
foi executado conforme descrito a seguir.

Foram utilizados Ratos Wistar (Rattus novergicus), machos, pesando
entre 205 e 469 g e com idades entre 2 e 4 meses. Os ratos foram mantidos
em grupos de seis e tiveram sua alimentacao retirada 12 horas antes do inicio
do experimento. Durante todo o0 experimento os animais tiveram livre acesso a
ingestao de agua.

Primeiramente cada animal foi segurado firmemente (sem estar
anestesiado) e a pata traseira direita foi submersa até a altura do osso mieléde
lateral no tanque de medida do pletsmdmetro manual (Figura 6.1). O volume de
agua deslocado foi verificado através do cilindro de leitura e corresponde ao
volume da pata. Este valor € chamado de leitura no tempo zero ou zero

negativo.



Registrada a leitura no tempo zero para todos os animais do grupo total
de experimentacao, o agente inflamatério (0,1 mL de solucdo de carregenina a
1% em soro fisiolégico), foi injetado subcutaneamente na face plantar da para
traseira direita. Trinta minutos apos a injecao da carragenina foi feita uma nova
leitura da medida da pata. Essa medida € chamada leitura no tempo 30
minutos ou zero positivo.

Uma hora apés a injecdo de carragenina, cada animal recebeu, por via
intraperitoneal, as substancias LYS, indometacina ou soro fisioldgico,
dependendo do grupo a que pertencia, denominados:

e Grupo Controle (n=6), os animais que receberam, por via intraperitoneal, 1
mL de soro fisioldgico;

e Grupo Padrdo (n=6), os animais que receberam, por via intraperitoneal, 1
mL de suspensédo de indometacina 10 mg/Kg em soro fisioldgico (SALA et
al, 2003);

e Grupo Teste (n=6), os animais que receberam, por via intraperitoneal, 1 mL
de suspensédo da substancia teste com concentracfes variaveis ( LYS 2=
12,5; 25;50 e 100 mg/Kg, LYS-3= 50 e 100 mg/Kg, LYS-4=50 e 100 mg/Kg,
LYS-5= 50 e 100 mg/Kg) em soro fisioldgico.

As suspensdes de indometacina e das drogas teste, foram preparadas
em soro fisiolégico utilizando 2 % de Tween 80 (FALCAO, 2003).

AplOs a administracdo das substancias LYS, indometacina ou soro
fisioldgico, cada animal teve o volume da pata medido, pela segunda vez. Essa
medida é chamada leitura no tempo 1 hora. Leituras subsequientes foram

realizadas durante 5 horas, conforme o Esquema 6.2.



O efeito antiinflamatério das drogas foi estimado em termos de
percentual de inibicdo, calculados de acordo com a seguinte equacao:
Atividade Antiinflamatoria (%) = [(n — n’)/n] x 100
onde n e n’ indicam a média + erro padrdo do volume do edema nos grupos
controle e teste em uma determinada hora (PALASKA et al., 2003). Entende-se
por volume do edema a diferenca no volume da pata huma determinada hora e
o volume da pata no tempo zero. Cada grupo experimental foi formado por seis
animais (n=6). Os resultados foram analisados estatisticamente através da
analise de variancia com intervalo de confianca de 95% utilizando-se o teste de
Dunnet, quando comparados com o grupo controle.

Os dados obtidos em cada data de experimentacdo foram comparados
unicamente aos grupos controle e padrdo obtidos naqguela mesma data. Os
animais utilizados foram sacrificados 48 horas apds cada experimento, néo

sendo reutilizados para qualquer outra finalidade.
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Esquema 6.2: Representacdo do experimento para medi¢cdo do edema de pata induzido por
carragenina pelo método de Winter modificado



6.2.3 Resultados e discussao

Os resultados obtidos nos ensaios de edema de pata induzido por
carragenina (EPC) estdo descritos seperadamente, de acordo com o método
utilizado. Dados ilustrativos (fotografias) os ensaios encontram-se nos Anexos

21 e 22.

6.2.3.1 Edema de pata induzido por carragenina pelo método de Winter

As substancias da série LYS tiveram sua atividade antiinflamatoria
profilatica avaliada segundo método descrito no item 6.2.2.1, na dose de 50
mg/kg de peso corporal. Todas as substancias apresentaram atividade
antiinflamatéria profilatica significativa quando comparadas ao grupo controle.
Na Figura 6.2 observa-se a evolucdo do edema de pata induzido por

carragenina nos diferentes grupos testados, durante seis horas de ensaio.

1,2
1 i
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s 06 v Lys-4
3 % Lys-5
% 0,4 —x— Controle
E —e—Padrdo
0,2 +
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Tempo de edema (horas)

Figura 6.2: Evolucdo do edema apresentado pelos grupos teste, controle e padréo
A evolucdo do edema no grupo controle seguiu o padrdo apresentado
nos ensaios realizados por Winter, Risley e Nuss (1962), onde ha uma fase

inicial de desenvolvimento do edema, nos primeiros 30 a 60 minutos, seguido



de um crescimento acentuado durante cinco horas, indicando que o ensaio
respondeu de acordo com o esperado. Os valores de inibicdo obtidos para
indometacina estdo em acordo com o0s obtidos anteriormente por Gupta e
colaboradores (1969).

Os percentuais de inibicdo observados com as substancias testadas
foram mais elevados nos periodo compreendido entre trés e cinco horas, tendo
demonstrado maior poténcia as substancias LYS-4 e a LYS-5 que alcancaram
um pico de inibicdo as quatro horas apds a inducdo do edema, onde foram
capazes de inibir o desenvolvimento do edema em 78 e 77 %,
respectivamente, quando comparadas ao grupo controle, superando inclusive,
o efeito apresentado pelo farmaco utilizado como padrao, a indometacina. Os
percentuais de inibicdo de todas as substancias podem ser observados na

Tabela 6.4.

Tabela 6.4: Percentual de inibicdo do edema de pata apresentado pelas substéncias testadas,
no periodo de uma até seis horas.

Volume do edema (VE) de pata e percentuais de inibicdo do edema a cada

Substancia hora(tempo apds a inducédo do edema)

\VE\1h* VE 2hs VE 3hs VE 4hs VE 5hs VE 6hs

LYS-2 0,33 697 0,38 33,3 0,36 42,7 0,34 426 021 648 022 425
LYS-3 0,30 16,3 0,40 304 042 333 032 465 032 451 0,11 723
LYS-4 0,23 349 0,30 478 0,27 56,0 0,12 789 0,13 775 0,11 723
LYS-5 0,27 23,2 0,26 55,1 0,20 680 0,13 775 0,10 70,4 0,16 59,6
Indometacina 0,29 18,1 0,31 449 0,33 46,7 0,30 493 024 591 0,15 574
Controle 0,36 100 0,57 100 0,63 100 0,59 100 0,59 100 0,39 100

VE= média do volume do edema medido, em mL. Considera-se o grupo controle como 100%
do edema. Resultados significativos quando comparados com o grupo controle (analise de
variancia, intervalo de confianca de 95%, teste de Dunnet) * valores de p >0,05

Graficamente a inibicdo do edema pode ser observada na Figura 6.3.
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Figura 6.3: Representacao grafica dos percentuais de inibicdo do edema de pata apresentado
pelas substancias testadas e pela indometacina

A atividade apresentada pelas substancias LYS-2 e LYS-3 apresentou-
se ligeiramente inferior aquela apresentada pela indometacina. Nas
substancias LYS-4 e LYS-5, a diferenca dos percentuais de atividade
antiinflamatéria exibida foi em média, 15,28 % e 13,04 %, respectivamente,
superior a indometacina, conforme pode ser observado na Tabela 6.5,

indicando que tais substancias tém importante potencial antiinflamatério.

Tabela 6.5: Percentual de inibicdo do edema das substancias LYS-2, LYS-3,LYS-,4LYS-5
e indometacina, apresentados como média aritimética das leituras realizadas durante 6
horas de experimento

Substancia Percentual de inibicao do edema
(média das 6 horas de experimento)
LYS-2 38,75%
LYS-3 40,64%
LYS-4 61,23%
LYS-5 58,96%
Indometacina 45,92%

Considera-se o grupo controle como 100% do edema. Resultados significativos
quando comparado com o grupo controle (Andlise de variancia, intervalo de
confianca 95%, teste de Dunnet)

As substéncias LYS-2, LYS-3, LYS-4 e LYS-5 apresentram um perfil de

inibicdo do edema similar ao apresentado pela indometacina, sem inibir a fase



inicial do desenvolvimento do edema — provavelmente resultante da producéao
local de bradicinina, insensivel a acdo dos NSAIDs, enquanto a segunda fase
(uma a cinco horas) € bloqueada quantitativamente - sugerindo que o
mecanismo de acdo através do qual as substancias da série LYS inibiram o
desenvolvimento do edema seja similar ao mecanismo de acdo da
indometacina. As substancias LYS-3, LYS-4 e LYS-5 exibiram uma queda no
volume do edema, ligeiramente mais acentuada que a indometacina, no tempo
4 horas.

Dados de inibicdo enzimatica, corroborados por dados bioquimicos,
especificamente, por dosagens de prostaglandina E, (PGE;) e tromboxano A,
(TXA2) comprovam que 0 mecanismo de acao antiinflamatoéria da indometacina
esta relacionado com a inibicdo das duas isoformas da COX, COX-1 e COX-2
(SMITH et al., 1998). Assim, por raciocinio analogo, é possivel sugerir que o
provavel mecanismo de acdo das substancias testadas seja também através
da inibicdo da enzima COX.

Inferir sobre qual das duas isoformas estaria sendo atingida
preferencialmente ndo € possivel unicamente através do EPC, entretanto,
segundo Smith e colaboradores (1998), farmacos seletivos para COX-1 néo
sao capazes de inibir profilaticamente a formacédo do edema no EPC, enquanto
farmacos inibidores da COX-1 e da COX-2, e seletivos a COX-2 o0 s&o. Assim,
pode-se sugerir que as substancias da série LYS possivelmente ndo sejam
inibidoras seletivas da COX-1, uma vez que foram capazes de inibir

profilaticamente o EPC.



6.2.3.2 Edema de pata induzido por carragenina pelo método de Winter

modificado

As substancias da série LYS tiveram sua atividade antiinflamatéria
terapéutica avaliada segundo método de Winter modificado, descrito no item
6.2.2.2.

As substancias testadas nas doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg néo
apresentaram atividade antiinflamatoria significativa. As substancias testadas
na dose 100mg/kg apresentaram atividade antiinflamatoria (33,85-79,41 %) na
primeira e na sexta hora apos a indu¢cdo do edema, quando comparadas ao
grupo controle.

O percentual de inibicdo do edema de pata induzido por carragenina
apresentado pelas substancias LYS-2, 3, 4 e 5, uma e seis horas apos a
injecdo de carragenina, na dose de 100 mg/Kg de peso do animal, esta

demonstrado na Tabela 6.6.

Tabela 6.6: Percentual de inibicdo do edema de pata induzido por carragenina alcancado pelas
substancias LYS-2, 3, 4 e 5 (100 mg/Kg) nos tempo 1 e 6 horas

Percentual (%) de inibicdo do LYS-2 LYS-3 LYS-4 LYS-5
edema de pata induzido por
carregenina

1 hora 40,95 33,85 34,45 47,63
6 horas 47,05 48,81 79,41 76.7

Considera-se 0 grupo controle como 100% do edema. Resultados significativos quando
comparado com o grupo controle (Andlise de variancia, intervalo de confianca 95%, teste de
Dunnet)

Observou-se que de uma maneira geral as substancias da série LYS
ndo foram capazes de inibir ou reverter significativamente o edema ja
estabelecido, durante o tempo de experimentacdo. Imediatamente a apos a
administracdo das substancias houve uma reducdo do edema e apds este

periodo o edema apresentou-se nas mesmas propor¢des do grupo controle até



que no tempo seis horas houve novamente um decréscimo no volume do
edema, conforme pode ser observado na Figura 6.4. O mesmo comportamento

foi apresentado pelo farmaco utilizado como padréo, a indometacina.
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Figura 6.4: Evolucéo do edema de pata nos grupos controle, substancias LYS-2, LYS-3,
LYS-4, LYS-5 e indometacina

A evolugdo do edema apresentada pela administracao terapéutica da
indometacina, das substancias da série LYS e do grupo controle, similares
entre si, embora diferente do resultado obtido no EPC pelo método de Winter
(WINTER, RISLEY e NUSS, 1962), esta de acordo com resultados obtidos
previamente por Zhang e colaboradores (1997), onde a administracdo
terapéutica de cetorolac, um inibidor inespecifico da COX (inibidor de ambas
isoformas), reduziu o edema num primeiro momento e a partir dai teve um
desenvolvimento similar ao do grupo controle.

Com resultados similares, Smith e colaboradores (1998) observaram que
a utlizacdo terapéutica no EPC das substancias [5-(4-clorofenil)-1-(4-
metoxifenil)-3-triflior-metil-pirazol (SC-560) e celecoxib, inibidores seletivos da
COX-1 e COX-2 respectivamente, ndo reverteram o edema estabelecido

durante o tempo de duracdo do experimento, embora tenham promovido



reducao nos niveis de PGE;,, um indicativo de que esta ocorrendo inibicdo da
enzima COX. No ensaio profilatico, o celecoxib apresentou-se capaz de reduzir
o edema de pata (SMITH et al., 1998).

No mesmo ensaio Smith e colaboradores (1998) também verificaram
que, embora a utilizacdo de celecoxib ndo tivesse levado a diminuicdo no
volume do edema, o mesmo apresentou propriedades analgésicas, tais quais
haviam sido observadas quando da administracao profilatica dessa substéancia,
mais um indicador de que estaria ocorrendo inibicdo da enzima, no caso, da
COX-2.

As diferencas apresentadas entre os metodos utilizados para
determinacdo da atividade antiinflamatoria através do volume do edema
sugerem que a avaliacdo do edema de pata utilizando-se administracédo
terapéutica das substancias, durante o periodo de seis horas ndo seja um
método apropriado para avaliacdo da atividade antiinflamatoria, provavelmente
porque o tempo de experimentacao seja insuficiente para promover a reversao
de um edema que ja esta estabelecido, e adicionalmente pode sugerir-se que
reverter uma situacdo de edema ja estabelecido envolva outros mecanismos
ainda desconhecidos que ndo estejam relacionadas a COX, mas sim,
relacionados mecanismos responsaveis pela drenagem do exsudato que

compde o edema.

6.2.3.3 Relagao qualitativa estrutura-atividade

Os resultados de atividade antiinflamatoria apresentados pelas substancias

LYS-2, LYS-3, LYS-4 e LYS-5, quando comparados aos resultados obtidos nos



compostos  5-(3-bromo-4-metoxi)-benzilideno-3-(4-metilbenzil)-tiazolidina-2,4-
diona (A), 5-(1-1’-bifenil-4-il-metileno)-3-(4-metilbenzil)-tiazolidina-2,4-diona (B)
e 5-(1H-indol-3-il-metileno)-3-(4-metilbenzil)-tiazolidina-2,4-diona (C) estudados
por Pereira (2003) demonstram que as modificacfes quimicas representadas
pela presenca do grupamento 4-clorobenzil na posicédo 3 do anel tiazolidinico e
pela substituicdo de um atomo de oxigénio por enxofre na posicdo 4 do
composto LYS-5, simultdnea ou isoladamente, promoveram importantes
diferencas percentuais na resposta antiinflamatoria das moléculas LYS-2, LYS-

3 e LYS-5, conforme demonstrado na Figura 6.5.

His

"

Figura 6.5: Comparac¢éo entre as estruturas quimicas e os percentuais de atividade
antiinflamatdria exibidos pelos compostos A, B e C (PEREIRA, 2003) e LYS-2, LYS-3 e LYS-5



As diferencas percentuais apresentadas pelas substancias LYS-2, LYS-3, LYS-

4 e LYS-5 na avaliacdo da atividade antiinflamatoéria através do método de

Winter (WINTER, RISLEY e NUSS, 1962), quando comparadas entre si,

demostraram que :

Substituintes bifenil-4-il-metileno (LYS-3) e 3-bromo-4-metoxi-benzilideno
(LYS-2), presentes na posicdo 5 do anel tiazolidinico, conferem ao prototipo
resposta antiinflamatéria mais baixa;

Substituintes 5-bromo-2-metoéxi-benzilideno (LYS-4) e 1H-indol-3-il-metileno
(LYS-5), presentes na posicdo 5 do anel tiazolidinico, apresentam
atividades similares entre si e consideravelmente superiores aos demais
testados.

Considerando unicamente atividade antiinflamatoria, tais observacfes

sugerem que:

O volume e disposicado espaciais, assim como a distribuicdo eletrénica de
LYS-3, ndo permitem interacfes especificas com seu receptor bioldgico;

O grupamento métoxi, quando presente em posicdo orto do anel aromatico
da posicdo 5, promove interacdes mais favoraveis com o receptor do que

quando presente em posic¢ao para (Figura 6.6).

Figura 6.6: Compostos LYS-2 e LYS-4, assinalando o grupo met6xi em diferentes posi¢des do
anel



e O grupamento 1H-indol promove interacbes favoraveis com o receptor,
provavelmente devido a possibilidade de formacdo de ligagbes de

hidrogénio através da amina secundaria presente na estrutura (Figura 6.7).

Figura 6.7: Composto LYS-5, assinalando a presenca de amina secundaria



CONCLUSOES



7 CONCLUSOES

Os derivados 5-benzilideno-3-(4-clorobenzil)-tiazolidina-2,4-dionas que
receberam a codificagdo LYS-2, LYS-3, LYS-4 e LYS-5, foram sintetizados
através da rota sintética proposta com rendimentos satisfatérios, foram
purificados, e tiveram suas estruturas quimicas comprovadas através de
espectroscopia de infravermelho e ressonancia magnética nuclear.

A atividade antiinflamatoéria avaliada através do Método de Winter demonstrou
gue todas as substancias sintetizadas apresentaram atividade antiinflamatéria,
sobressaindo-se as substancias LYS-4 e LYS-5 cujos percentuais de inibic&o
foram 15 e 13%, respectivamente, superiores a droga padrdo testada, a
indometacina.

A evolugao do edema nos animais testados com as substancias LYS-2, LYS-3,
LYS-4 e LYS-5 sugere que a atividade antiinflamatéria apresentada seja devida
a inibicdo da enzima cicloxigenase, provavelmente de forma nao-seletiva a
COX-1.

A determinacdo da atividade antiinflamatoria através do Método de Winter
modificado levou a resultados diferentes daqueles observados na utilizacdo do
Método de Winter da forma classica no tempo de experimentacéo realizado,
provavelmente devido a diferencas entre os mecanismos de formacdo e
reversdo do edema, ainda ndo estabelecidos.

Adicionalmente podemos concluir que o planejamento realizado, utilizando a
abordagem fisiologica e estratégias de modificacdo molecular e bioisosterismo

foi satisfatorio, tendo em vista que as substancias planejadas e posteriormente



sintetizadas e testadas, alcancaram o alvo terapéutico demonstrando notada
atividade antiinflamatoria.

A fim de realizar a verificacdo da seletividade frente a COX-2 das
substancias da série LYS, sugere-se que, numa etapa a seguir, sejam
realizados ensaios bioquimicos que determinem a razdo entre as
concentracbes em que as enzimas COX-1 e COX-2 sdo inibidas por essas
substancias.

Tendo em vista a soma de informacdes citadas anteriormente, é possivel
verificar que a realizacédo desse trabalho abriu um leque de possibilidades no
que diz respeito a planejar e sintetizar tiazolidinas com potencial atividade
antiinflamatoria, revelando que esse € um caminho a ser seguido, onde tem-se
moléculas potencialmente antiinflamatorias e que, devido a sua excelente
reatividade quimica, podem ser efetivamente sintetizadas.

Como perspectivas deste trabalho pretende-se sintetizar uma nova série de
compostos tiazolidinicos, utlizando-se diferentes substituintes contendo
grupamentos orto metoxi e 1H indol na posicao 5 do anel tiazolidinico, uma vez
que essas substituicbes demostraram excelente atividade antiinflamatéria.
Adicionalmente avaliar a atividade antiinflamatéria e a seletividade frente a
COX-2 e, em posse dos resultados, realizar estudos qualitativos e quantitativos

de relacéo estrutura x atividade.
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Anexo 1: Espectro no infravermelho da substancia 3-(4-clorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona, realizada em pastilha de KBr
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Anexo 2: Espectro de RMN *H da substancia 3-(4-clorobenzil)-tiazolidina-2,4-diona
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Anexo 3: Espectro no infravermelho da substancia 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona, realizada em

pastilha de KBr
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Anexo 4: Espectro de RMN 'H da substancia 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona
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Anexo 5: Espectro no infravermelho da substéncia IP-47, realizado em pastilha de KBr
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Anexo 6: Espectro no infravermelho da substéncia IP-48, realizado em pastilha de KBr
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Anexo 7: Espectro no infravermelho da substéncia IP-23, realizada em pastilha de KBr
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Anexo 8: Espectro no infravermelho da substéncia IP-19, realizado em pastilha de KBr
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Anexo 9: Espectro de RMN 'H da substancia IP- 47
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Anexo 10: Espectro de RMN 'H da substancia IP-48
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Anexo 11: Espectro de RMN ‘H da substancia IP-23
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Anexo 12: Espectro de RMN 'H da substancia IP-19
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Anexo 13: Espestro no infravermelho da substancia LYS-2, realizada em pastilha de KBr
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Anexo 14: Espectro no infravermelho da substancia LYS-3, realizado em pastilha de KBr
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Anexo 15: Espectro no infravermelho da substancia LYS-4, realizado em pastilha de KBr
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Anexo 16: Espectro no infravermelho da substancia LYS-5, realizado em pastilha de KBr
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Anexo 17: Espectro de RMN 'H da substancia LYS-2
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Anexo 18: Espectro de RMN 'H da substancia LYS-3
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Anexo 19: Espectré de RMN 'H da substancia LYS-4
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Anexo 20: Espectro de RMN 'H da substancia LYS-5




SINTESE E ANALISE ESTRUTURAL DO NOVO COMPOSTO 3-(4-
CLORO-BENZIL)-5-(1H-INDOL-3-IL-METILENO)-4-TIOXO-TIAZOLIDIN-
2-ONA

Flavia De Toni Ucho6a ; Maria do Carmo Alves de Lima; Suely Lins
Galdino; Ivan da Rocha Pitta (LPSF, Departamento de Antibidticos,
UFPE).

INTRODUGAO

Os significativos avan¢os na elucidagdo do mecanismo da inflamagéo
ocorridos na ultima década, representados pela caracterizacéo da enzima
ciclooxigenase e suas isoformas, COX-1 e COX-2, possibilitam que novos
antiinflamatdérios sejam sintetizados visando seletividade para COX-2. Um
dos métodos de chegar a novas drogas € a modificagdo molecular, que
utiliza como protétipo uma molécula matriz, cujas estrutura quimica e
atividade bioldégica sdo bem definidas. Assim sendo, sintetizou-se o
composto  inédito  3-(4-cloro-benzil)-5-(1H-indol-3-il-metileno)-4-tioxo-
tiazolidin-2-ona [1], utilizando como protétipo a indometacina, um potente
aintiiflamatério inibidor da sintese das prostaglandinas; juntamente com o
heterociclo tiazol, ndcleo que aparece em registros cientificos como
possuidor de grande atividade biolégica e, quando diarilsubstituido,
encaixa-se no perfil para possuir atividade antiinflamatdria seletiva a COX-
2.

METODOLOGIA

A rota sintética para obter o composto 3-(4-cloro-benzil)-5-(1H-indol-3-il-
metileno)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona [1] partiu da tiazolidina-2,4-diona [2] e do
cloreto de 4-cloro-benzila [3], que foram reagidos em meio basico
obtendo-se o composto 3- (4-cloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona [4]. ApoOs
separado por filtracdo e purificado o composto [4] sofreu uma reacédo de
tionacdo com P,Ss, utilizando dioxano seco como solvente sob uma
atmosfera de argonio, formando o composto 3- (4-cloro-benzil)-4-tioxo-
tiazolidin-2-ona [5]. O composto [5] foi separado por cromatografia em
coluna de silica-gel. Paralelamente, sintetizou-se o éster 2-ciano-3-(1H-
indol-3-il)-acrilato de etila [6], através da reacdo em proporcdes
equimolares de 1H-indol-3-carbaldeido e cianoacetato de etila, utilizando

piperidina como catalisador e benzeno seco como solvente.
Posteriormente, através de uma reacgdo de adi¢do de Michel, propor¢des
equimolares dos compostos [5] e [6] foram reagidos em metanol sob
refluxo, obtendo-se o composto final 3-(4-cloro-benzil)-5-(1H-indol-3-il-
metileno)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona [1], que foi separado por filtracdo e
purificado por cristalizacdo em etanol absoluto. O produto [1] teve suas
caracteristicas fisico-quimicas determinadas, e foi devidamente
ca}racterizado através dos espectros de absorcao de infravermelho e RMN
H.

RESULTADOS

O composto final 3-(4-cloro-benzil)-5-(1H-indol-3-il-metileno)-4-tioxo-
tiazolidin-2-ona [1] foi obtido com rendimento de 56%, ponto de fuséo de
216°C. O deslocamento quimico dos hidrogénios expressos em & ppm no
espectro de absorcdo de RMN dos grupamentos encontram-se: N-H (s,
12,23); HC= (s, 8,22); -CH,- (s, 4,83) além dos sinais dos grupamentos
aromaticos indolideno CH (d, 7,92), CH (s, 7,84), CH (d, 7,52), 2CH (m,
7,29-7,21) e benzilico 2CH (d, 7,45), 2CH (d, 7,32). As freqiiéncias de
absorc¢éo de Infravermelho em cm™ C=0 (1666), C=C (1598), C=S (1491)
e NH (3.260), permitiram comprovar a estrutura do composto sintetizado.

CONCLUSOES

O composto proposto 3-(4-cloro-benzil)-5-(1H-indol-3-il-metileno)-4-tioxo-
tiazolidin-2-ona [1] foi obtido com sucesso através da rota sintética
utilizada e teve sua estrutura quimica comprovada pelos dados dos
espectros de IV e RMN'H e suas propriedades fisico-quimicas de ponto-
de-fusdo, solubilidade, R; em cromatografia de camada delgada foram
igualmente determinadas.

Agéncia Financiadora: CNPq




Anexo 21: Resumo publicado nos anais da 55 Reuniao Anual da SBPC

SINTESE E ELUCIDAGAO ESTRUTURAL DA 5-(5-BROMO-4-METOXI-
BENZILIDENO)-3-(4-CLORO-BENZIL)-4-TIOXO-TIAZOLIDIN-2-ONA

Uchéa, F. D. T.}, Cafias, AR P. A..}, Souza, I. A.% Lima, M. C. A. %, Suely L. Galdino* e Ivan R.
Pitta'(e-mail:flavia@nlink.com.br)

LP.S.F'—L.C.E2- Departamento de Antibidticos - UFPE. Av. Prof. Moraes do Rego S/N — Recife
- PE. CEP 50.670-901.

Os significativos avancos na elucidacdo do mecanismo da inflamacdo ocorridos na Ultima década,
representados pela caracterizagdo da enzima Ciclooxigenase (COX), possibilitam que novos
antiinflamatérios sejam sintetizados, estes, vindo a existir a partir da soma de esforcos nas areas de
modelagem molecular e sintese. O heterociclo tiazol, aparece em registros cientificos como nuicleo
de grande atividade biolégica e, quando diarilsubstituido, fecha os pré-requisitos para possuir
atividade antiinflamatdria. Seguindo este raciocinio, o nosso trabalho visa a sintese e elucidacéo
estrutural do derivado 5-(5-bromo-4-metoxi-benzilideno)-3-(4-cloro-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona
(LYS-2). A rota sintética do composto LYS-2 parte da 2,4-tiazolidinadiona, que é preparada a partir
de proporgdes equimolares de tiouréia e acido monocloroacético, em meio aquoso, separada por
filtracdo. A introducdo de substituintes na posigéo 3 é feita através de uma reagéo de N-alquilagdo
da tiazolidina-2,4-diona com o cloreto de 4-clorobenzila em meio basico. Nesta etapa o produto N-
alquilado sofre a substituicdo do &tomo de oxigénio da posicéo 4 pelo &tomo de enxofre, através da
utilizacdo de pentassulfeto de enxofre em dioxano seco. Este produto é purificado através de
cromatografia em coluna. Paralalamente € sintetizado o estér de Cope através da reagdo de
condensacgédo do 5-bromo-4-metoxi-benzaldeido com cianacetato de etila em presenca de piperidina
e refluxo com benzeno, esse éster entdo, sofre reacédo de adigdo em meio basico com o 3-(4-cloro-
benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona (LYS-1) obtendo o produto final LYS-2 com rendimento de 83%. Na
andlise de RMN1H foram observadas as seguintes absor¢des: CH= (d ppm = 7,93), CH2 (d ppm =
4,83), hidrogénios aromaticos (d ppm = 7,91 — 7,29). No IV observamos as bandas caracteristicas
de C=0 em 1739 cm™, CH= 1676 cm™, C=S 1498 cm™, CH;O 1143 cm™. A andlise dos espectros
de RMN e IV permitiram confirmar a estrutura do composto sintetizado.

Apoio: CNPg/FACEPE/PIBIC

Anexo 22: Resumo publicado nos anais do XLIIl Congresso Brasileiro de Quimica




