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RESUMO

Os derivados tiazolidinicos, grupo de moléculas estruturalmente relacionadas
caracterizados pelo anel tiazolidinico, sdo extensamente estudados devido as suas
diferentes atividades bioldgicas: antimicrobiana, antineoplasica, antidiabética e inibidora
da aldose redutase. Estudos recentes tém demonstrado o potencial dos derivados
tiazolidinicos em inibir a resposta inflamatdria, caracterizada pela liberacdo de diferentes
mediadores enddgenos pro-inflamatérios (prostaglandinas e leucotrienos), a partir da
conversao do acido araquidbnico pelas enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase. As
tiazolidinadionas também tém acdo no receptor nuclear PPARy. Neste trabalho,
descrevemos a sintese e as caracteristicas fisico-quimicas de novos derivados
tiazolidinbnicos-3,5-dissubstituidos das séries quimicas LPSF/GQ e LPSF/SF, obtidos a
partir da reacdo de adicdo de Michael entre a 3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-1) ou a 3-(4-nitro-benzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-1) com derivados 3-
aril-2-ciano-acrilatos de etila substituidos (LPSF/IP). Todos os compostos sintetizados
tiveram suas estruturas quimicas elucidadas por espectroscopia de infravermelho (1V),
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN1N) e espectrometria de massas
(MS). Adicionalmente, investigamos a atividade antiinflamatéria de compostos da série
LPSF/SF e compostos da série LPSF/GQ no teste do bolsdo de ar induzido por
carragenina em camundongos. Os resultados demonstraram que os substituintes do anel
arilideno apresentam uma importante contribuicdo na inibicdo da migragao de leucdcitos
polimorfonucleares para o local da inflamacdo. O derivado 5-(3-bromo-4-metoxi-
arilideno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF15) apresentou um nivel de
inibicdo da migracdo de PMN de 78,21%, com um perfil de atividade superior ao
piroxicam, farmaco utilizado como padrdo. Os calculos de modelagem molecular
sugerem que o provavel mecanismo antiinflamatério dos derivados arilideno-

tiazolidinicos estudados seja mediado via PPARYy.

Palavras-chave: Sintese de tiazolidinadiona; Atividade antiflamatéria; Quimica medicinal



ABSTRACT

The thiazolidine derivatives, group of structurally related compounds characterised by a
thiazolidinic ring, are studied widely due to their different biological activities:
antimicrobial, anticancerous, antidiabetic, antidiabetic and aldose reductase inhibitor.
Recently, different studies have shown the potential of thiazolidinics derivatives in the
inhibition of the inflammatory response, characterized by the liberation of pro-
inflammatory endogenous mediators (prostaglandins and leukotrienes), starting from the
conversion of the arachidonic acid mediated by enzymes cyclooxygenase and
lipoxygenase. Thiazolidinediones also has action in nuclear PPARy. In the work, we
described the synthesis and physicochemical features of a new thiazolidinics-3,5-
disubstituted derivatives of the series LPSF/GQ and LPSF/SF, obtained starting from the
Michael addition reaction among the 3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione
(LPSF/GQ-1) or to 3-(4-nitrobenzyl)-thiazolidine-2,4-dione (LPSF/SF-1) with substituited
derivates of ethyl 3aryl-2-cyane-acrylates (LPSF/IP). All the synthesized compounds had
their chemical structures elucidated by infrared spectroscopy (IR), nuclear magnetic
resonance (1H NMR) and mass spectroscopy (MS). Additionally, we investigated the anti-
inflammatory activity of compounds of the series LPSF/SF and compounds of the series
LPSF/GQ in the air-pouch test induced by carrageenan in mouse. The results showed
that the substituents in the arilydene group present a important chemical contribution in
the inhibition of migration of polymorphonuclear leukocytes (PMN) to the sites of
inflammation. The 5-(3bromo-4-methoxy-arilylidene)-3-(4-nitro-benzyl)-thiazolidine-2,4-
dione (LPSF/SF15) derivative showed an inhibition level of migration of PMN of 78,21%
with higher activity profile to the piroxicam, drug used as pattern. The calculations of
molecular modelling suggest that the probable antiinflammatory mechanism of the

studied arilidene-thiazolidinones is mediated through PPARY.

Key - words: Sinthesis of thiazolidinedione; Antiinflammatory activity; Medicinal
quemistry






INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

A inflamagao, resposta fisiolégica do organismo desencadeada por um trauma ou
infeccdo, devido a sua complexidade e diversidade de mediadores fisiopatolégicos
envolvidos, pode ser tratada por diferentes abordagens terapéuticas. Drogas
antiinflamatorias nao-esteroides (DAINEs), familia estruturalmente nao homogénea de
compostos, tém sido amplamente utilizadas no tratamento das diferentes doencas
inflamatdrias, dor e febre (PAVLOV e TRACEY, 2005; OTTANA et al., 2005).

A descoberta e desenvolvimento de novos agentes farmacologicamente ativos é
um processo dindmico complexo, multidisciplinar, prolongado e de elevado custo.
Fundamentalmente, a descoberta de novos farmacos envolve a identificacédo e
caracterizagao de novos alvos bioldgicos, sintese e otimizagao estrutural de moléculas-
prototipos, caracterizacao fisico-quimica, analise destas moléculas frente a diferentes
atividades bioldgicas in vitro e/ou in vivo para validagédo do conceito terapéutico, assim
como, estudos de toxicidade, além de avaliagcdo de propriedades farmacocinéticas
(PANCHAGNULA e THOMAS, 2000; ALVAREZ, 2004).

O reconhecimento molecular tem sido a base para as estratégias fundamentadas
no mecanismo de agao farmacologico pretendido. Este processo tem inicio com a
escolha do alvo farmacoldgico, representado por uma biomacromolécula — enzima ou
receptor. O conhecimento da topografia molecular tridimensional (3D) do receptor,
especialmente do sitio de interagao, permite o desenho de inibidores enzimaticos ou de
antagonistas/agonistas de receptores, através de processos de complementaridade
molecular planejada. Quando n&o se conhece a estrutura do receptor-alvo, a estratégia
mais empregada fundamenta-se na variagdo da similaridade molecular do agonista
natural, de forma que se identifique um analogo ativo, reflexo de suas propriedades
farmacodinamicas, que direcionam seu reconhecimento molecular pelo receptor-alvo
(BARREIRO et al., 2002).

Em 1971, J.R. Vane prop6s que o mecanismo de acdo da aspirina e outras

DAINEs esta relacionado a inibicdo da biossintese de prostaglandinas, mediadores

fisiologicas que participam da resposta inflamatoria.

Desde entao, varios agentes antiinflamatoérios tém sido planejados e sintetizados,



como inibidores da ciclooxigenase (COX), enzima-chave responsavel pela biossintese
de prostaglandinas (PGs) a partir do precursor acido araquidénico (AA) (BOTTING,
2006; SIMMONS, 2006).

A continua e crescente necessidade de novos e melhores farmacos
antiinflamatorios tem conduzido a industria farmacéutica a aplicar tecnologias modernas
como o HTS (High Throughput Screening), possibilitando a analise de centenas de

milhares de compostos frente a diferentes alvos biolégicos (ALVAREZ, 2004).

Adicionalmente, os métodos baseados na quimica combinatéria conduzem a
sintese e identificagao de diferentes compostos, constituindo uma valiosa ferramenta na
reducdo dos custos e do tempo necessarios ao desenvolvimento de colegdes de
compostos-prototipos (CHISHOLM et al., 2003).

Paralelamente, o advento da quimica computacional tem contribuido para o
planejamento molecular de novos agentes farmacologicamente ativos, através dos
métodos de modelagem molecular associados a métodos quimiométricos, os quais sao
amplamente utilizados em sistemas de informagdo quimica, no planejamento da sintese

e no desenvolvimento de bancos de dados em reag¢des quimicas (MONTANARI, 2000).

Deste modo, os diferentes métodos aplicados a Quimica Farmacéutica e
Medicinal tém sido a alavanca da moderna pesquisa farmacéutica no processo de
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, fundamentando-se,
simplificadamente, na triade: sintese orgéanica — farmacologia — quimica computacional
(MONTANARI, 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Contribuir com a pesquisa de novos agentes antiinflamatorios, melhorando
o tratamento de diferentes desordens inflamatérias e possibilitando o desenvolvimento

de alternativas terapéuticas mais eficazes que as atuais drogas antiinflamatdrias.

2.2 Especificos

Obter novos derivados tiazolidinénicos-3,5-dissubstituidos das séries LPSF/GQ e
LPSF/SF, por meio de N-alquilagdo e de reacgbes de adicao de Michael, entre a 3-(4-
metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-1) ou a 3-(4nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/SF-1) com derivados 3-aril-2-cianoacrilatos de etila substituidos (LPSF/IP);

Comprovar as caracteristicas estruturais dos compostos sintetizados pelos
meétodos espectroscépicos de infravermelho e ressonancia magnética nuclear de

hidrogénio e espectrometria de massas;

Avaliar a ag¢ao antiinflamatoéria dos derivados tiazolidinénicos-3,5dissubstituidos

das séries LPSF/GQ e LPSF/SF em modelos experimentais de inflamagao aguda;

Analisar a estrutura conformacional dos representantes da série LPSF/GQ e
LPSF/SF, pelo método AM1; e explorar, por meio de programa de “docking”, o modo de
ligacdo dos representantes das séries LPSF/GQ e LPSF/SF, em diferentes alvos, tais

como o complexo enzimatico COX-2 e o PPARYy.
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3. REVISAO DA LITERATURA

A inflamacgao, resposta do organismo frente a um estimulo infeccioso, traumatico
ou auto-imune, caracteriza-se por complexas interacdes de moléculas mediadoras pro- e
anti-inflamatdrias, ocasionando vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular,
migragcao celular, lesbes teciduais, seguidas do restabelecimento dos tecidos
danificados pelo trauma ou pela resposta do organismo. Deste modo, temos como
resultado imediato da resposta inflamatéria, os sinais classicos comuns as varias
doengas inflamatdrias: eritema, edema, hiperalgesia e a perda de fungédo (Figura 1)
(NATHAN, 2002; PAVLOV e TRACEY, 2005).
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Figura 1 - Sinais Classicos da Inflamacgao. Disponivel em:
<http://www.biomaterial.com.br/inflama/lmage120.gif>

A capacidade de desencadear uma resposta inflamatéria € um mecanismo
evolutivo importante ao organismo humano que normalmente conduz a recuperagao e
cura do tecido traumatizado. Porém, caso estas etapas ndo ocorram adequadamente,
esta resposta pode levar a danos teciduais resultados da liberacao de diferentes
mediadores pro-inflamatérios por células do sistema imune. A resposta inflamatéria,
simplificadamente, baseia-se na reagao de alerta, traduzida pela série de decisdes
desencadeadas pela liberacdo de mediadores inflamatérios a partir da integracao de
moléculas microbianas no tecido traumatizado; no recrutamento, instrugdo e envio de

células do sistema imune; na morte dos microorganismos e células hospedeiras



infectadas por estes; na liquefagdo do tecido circunvizinho com o objetivo de prevenir a
metastase microbiana; e na cura dos tecidos danificados pelo trauma ou pela resposta
do hospedeiro. A auséncia de controle ou bloqueio da resposta inflamatdria esta
relacionada como o desenvolvimento de varias doengas como asma cronica, artrite
reumatoide, osteoartrite, dentre outras (NATHAN, 2002; SIMMONS, 2006; NATHAN,
2006).

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

As moléculas mediadoras da inflamagao mais freqlientemente investigadas séo
0os compostos eicosandides (prostandides e leucotrienos), citocinas, fatores de
crescimento tumoral, o6xido nitrico, dentre outras (VAN KEMPEN, VISSER e
COUSSENS, 2006; WERNER e ALZHEIMER, 2006; SARZI-PUTTINI et al., 2005).

Nas células do organismo humano, com excecdo dos globulos vermelhos do
sangue, varios acidos graxos essenciais, tais como, o acido a-linolénico e o acido a-
linoléico, obtidos a partir da dieta sdo convertidos a acido araquidénico e incorporado a
estrutura da membrana celular. Na biossintese das prostaglandinas, o acido
araquidonico participa como substrato-chave obtido dos fosfolipidios da membrana
celular a partir da agado enzimatica da fosfolipase Az. Diferentes processos infecciosos,
inflamatdrios, imunégenos, irritantes quimicos, assim como traumas fisicos podem
estimular a liberacdo de acido araquiddonico mediado pelas fosfolipases (STAMP,
JAMES e CLELAND, 2005; MILLER, 2006; VANE e CORIN, 2003).
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Esquema 1 — Metabolismo do acido araquidénico e classes
de inibidores usados clinicamente (Adaptado de CELOTTI e DURAND, 2003)

Recentes estudos demonstram que as diferentes isoformas da ciclooxigenase
(COX) diferem em sua expressao, localizagao tecidual, e indugao durante inflamacgao. A
COX-1 é expressa constitutivamente sob condigdes basais na maioria das células,
principalmente em células endoteliais vasculares, plaquetas, tubulos coletores do rim,
estdmago e musculo liso. A expressao tecidual da COX-1 é consistente com suas
funcdes fisioldgicas, visto que, participa da biossintese de varias prostaglandinas
responsaveis pela regulagdo homeostatica na maioria dos sistemas do organismo
humano (WILLOUGHBY, MOORE e COLVILLE-NASH, 2000; VANE e CORIN, 2003).

Adicionalmente, os niveis de COX-2 sao reduzidos ou praticamente indetectaveis
nos tecidos normais em mamiferos, porém mostram-se elevados nos estados
inflamatodrios clinicos. A expressao tecidual da COX-2 ocorre por meio de diferentes

estimulos inflamatérios, aumento da replicacdo e diferenciacdo de células do sistema



imunoldgico, assim como, elevada expressdo de fatores de crescimento e citocinas
(MILLER, 2006).

Pouco se conhecia sobre o real mecanismo de agao das drogas antiinflamatérias
como a aspirina. Algumas evidéncias demonstravam que elas produziam efeitos
antiinflamatorios que eram qualitativamente e quantitativamente diferentes dos
antiinflamatorios esteroidais, e que sua agao analgésica era de natureza diferente que a
produzida pelos compostos opidides. Em 1971, Vane demonstra que o efeito
antiinflamatorio da aspirina ocorre devido ao bloqueio da ciclooxigenase, enzima que
catalisa a biossintese das prostaglandinas a partir do acido araquidénico. Ampliam-se,
deste modo, os horizontes para investigagao futura da compreensao da bioregulagao e
implicagdes terapéuticas da fisiologia das prostaglandinas (VANE, 1971; BOTTING,
2006).

Este complexo processo, conduz a biossintese de prostaglandinas pré-
inflamatérias, tais como: a PGE2 que causa vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular e hiperalgesia; o TXA2 que induz a sintese de diferentes citocinas inflamatérias,
interleucina 1B (IL-18) e o fator necrose tumoral a (FNT-a), pelos fagdcitos
mononucleares; resultando no que conhecemos como sinais cardinais e sintomas
clinicos comuns as doengas inflamatérias: dor, calor, vermelhidao, inchaco, e perda de
funcao (STAMP, JAMES e CLELAND, 2005).

Deste modo, € conveniente sugerir que as agdes das drogas antiinflamatérias
n&o-esteroides (DAINEs) ocorrem devido a inibicdo da COX-2, considerando que os
efeitos colaterais ndo desejados, como irritagcdo no estémago, ocorre devido a inibigao
de COX-1 (WILLOUGHBY, MOORE e COLVILLE-NASH, 2000; PALASKA et al., 2002).
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Com o advento do celecoxib (1) e rofecoxib (2), classe de inibidores seletivos da
COX-2, estruturalmente caracterizados pelos anéis heterociclos diaril substituidos,
iniciou-se uma nova era no tratamento das doencgas inflamatérias como a artrite
reumatoide e osteoartrite (Figura 2) (FIORUCCI et al., 2001; OTTANA et al., 2005).



Figura 2 — Celecoxib (1) e rofecoxib (2), inibidores seletivos da COX-2

Entretanto, o risco de infarto do miocardio e eventos cardiovasculares trombaéticos
tem sido associado ao uso de alguns inibidores seletivos da COX-2. Estes eventos sao
atribuidos ao nivel reduzido da prostaciclina vasodilatatéria (PGl2) e ao elevado nivel de
TXA2, principais responsaveis pela recente retirada do rofecoxib (Vioxx®) e valdecoxib
(Bextra®) do mercado (CHEN et al., 2006).

A biossintese de leucotrienos catalisada pela 5-lipoxigenase (5-LOX), enzima
encontrada em diferentes células que participam da resposta inflamatoria, ocorre em
duas etapas: a insercdo do oxigénio no C-5 do acido araquiddnico produzindo o acido
5S-hidroperoxi-6,8-trans-11,14-cis-eicosatetraendico (SHPETE) e a desidratagao
subsequente deste composto originando o leucotrieno epoxido LTA4. Este composto
instavel € em seguida convertido pela enzima hidrolase LTA4 em leucotrieno B4 (LTB4)
ou pode ser conjugado com glutationa pela enzima sintase leucotrieno C4 formando
leucotrieno C4 (LTCa4). O LTC4 podera ser metabolizado mais adiante a leucotrieno D4
(LTD4) elou leucotrieno E 4 (LTE4). Os LTC4, LTD4, e LTE4 ou cisteinil leucotrienos (cis-
LTs), sdo agentes broncoconstrictores que participam da patofisiologia da asma, como
também, induzem a sintese e liberagdo de outros mediadores pro-inflamatérios como
interleucina (IL)-8 e fator ativador de plaquetas (CELOTTI e DURAND, 2003; FIORUCCI
et al., 2001).

A distribuigao especifica das enzimas que formam leucotrienos pode ser relevante
na compreensdo da patofisiologia das doengas inflamatérias: neutréfilos possuem a
enzima hidrolase LTA4 e gera LTB4, um composto potencialmente ativo que aumenta a
rolagem, adesédo e extravasagao de leucocitos; eosinofilos geram preferencial LTC4, um
composto bronscoconstrictor e vasoativo (CELOTTI e DURAND, 2003).

Niveis elevados de LTB4 no sangue e liquido das articulagbes de pacientes com
artrite reumatoide e na mucosa de pacientes com colites ulcerativas ou doenca de
Crohn, representam uma evidéncia significativa relacionada a participagdo deste
mediador na resposta inflamatoria (NAVEAU, 2005; FIORUCCI et al., 2001).

Os leucotrienos exercem suas agdes bioldgicas ao ligar-se e ativar receptores de
superficie especificos, com diferentes afinidades e expresséao celular. Atualmente estao
clonados dois receptores para LTB4 (BLT1 e BLT2). A ativagao do receptor alvo de LTB4

em ratos esta associado com as fases vasculares e celulares da resposta inflamatoéria



(CELOTTI e DURAND, 2003; NAVEAU, 2005).

Pelo menos, dois tipos de receptores ja sdo reconhecidos para os cis-LTs (CisLT+1
e CisLT2), amplamente distribuidos em tecidos e células inflamatérias. A maioria das
acdes dos cis-LTs parece ser mediada pela ativagao do receptor CisLT1 e inclui a
contragdo das vias aéreas e o aumentado da permeabilidade vascular (CELOTTI e
DURAND, 2003).

Varias citocinas pro- e antiinflamatoérias sao secretadas por células do sistema
imunolégico a partir da agdo moduladora de neurotransmissores adrenérgicos,
secretados pela medula adrenal e liberados por axénios de nervos simpaticos (PAVLOV
e TRACEY, 2005).

Dentre as diferentes citocinas, dado sua importancia biologica, destaca-se
o FNT-q, citocina sintetizada por células da linhagem macréfago-mondcito, que participa
da etapa inicial da resposta inflamatéria local, funcionando no controle da invasao
microbiana e estimulando os processos de cicatrizagdo (VAN KEMPEN, VISSER e
COUSSENS, 2006).

Algumas proteinas diméricas como as activinas, membros da familia de fatores
de crescimento TGF-B, tem sido relacionada a inducdo da expresséo de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1B e FNT-a, assim como, PGE2 e TXA2. Varias evidéncias
demonstram que a atividade pro-inflamatoria esta relacionada ao efeito pré-migratério
observado em mondcitos e na inducdo da expressdao de metaloproteinase por
macrofagos, estimulando sua migragcédo e infiltragdo através da membrana basal no
estado inflamatério (WERNER e ALZHEIMER, 2006).

Outros estudos tém relacionado o desenvolvimento de diferentes doencas
inflamatérias ao FNT-q, tais como, a modulagdo da sintese hepatica elevada de proteina
C-reativa (PCR), conduzindo a disfungdo endotelial e mortalidade cardiovascular;
degradacéao significativa da cartilagem na osteoartrite; aumento na atividade invasiva e
sobrevivéncia das células neoplasicas; reducao da atividade da tirosina quinase no
receptor da insulina, impedindo a captagao da glicose mediada pela insulina no musculo
esquelético, resultando em efeitos prejudiciais na sensibilidade a insulina e possiveis
complicagbes diabéticas crénicas (SARZIPUTTINI et al., 2005; GONZALEZ-GAY,
GONZALEZ-JUANATEY e MARTIN, 2005).



Muitas estratégias experimentais e clinicas para o tratamento das doengas
inflamatorias tém como alvo as citocinas pro-inflamatorias, por exemplo, as abordagens
terapéuticas anti-FNT, aplicadas prosperamente no tratamento da artrite reumatica e a
doenca de Crohn (PAVLOV e TRACEY, 2005).

A presenca de infiltrado leucocitario e a concentragdo reduzida de oxigénio sao
caracteristicas comuns a tecidos inflamados, infectados ou com tumores. O fator de
indugdo de hipdxia 1a (FIH-1a) regula a expressdo de genes-alvos relacionados aos
baixos niveis de oxigénio e aspectos chaves da resposta inflamatéria tais como o rubor
e edema em tecidos lesionados, assim como a capacidade dos leucécitos em migrar
para estes locais. Adicionalmente, o FIH-1a pode aumentar a producado de oxido nitrico
(NO) (NATHAN, 2003).

Niveis elevados de o6xido nitrico (NO) contribuem para a atividade do fator de
relaxamento derivado do endotélio (FRDE) e causa vasodilatagdo por meio do
relaxamento do musculo liso vascular, via estimulagdo da guanilato ciclase soluvel. O
NO é secretado por células endoteliais vasculares in vitro em resposta a uma variedade
de substadncias como a bradicinina, histamina e Shidroxitriptamina; e em macrofagos
ativados por lipopolissacarideos ou citocinas. Deste modo, o NO endégeno produzido no
local de uma reacgao inflamatdria aguda, modula a formagao do edema pela redugao do
fluxo sanguineo local (IALENTI et al., 1992; NATHAN, 2003).

Varias evidéncias demonstram a participagdao do NO como mediador inflamatério
importante na patogénese da artrite reumatoide. Em células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com artrite reumatoide, observa-se a expressao aumentada da
NO sintase induzida, ocasionando elevacdo nos niveis de NO. O NO é produzido
constitutivamente pelas sintases neuronal ou endotelial (eNOS), e em altas
concentracdes pela iINOS apds estimulacdo por uma variedade de citocinas pro-
inflamatodria (GONZALEZ-GAY, GONZALEZ-JUANATEY e MARTIN, 2005).

As DAINEs, base do tratamento das doengas inflamatdrias, estdo entre as drogas
mais utilizadas mundialmente. Entretanto, varios inibidores duais da COX e 5-LOX que
se encontra em desenvolvimento tem se mostrado como uma alternativa promissora as
DAINES classicas. A maioria dos efeitos adversos dos inibidores da COX estdo
relacionados a biossintese de leucotrienos devido a biodisponibilidade de acido

araquidénico para a via 5-LOX ou devido a redugao das prostaglandinas vasodilatatéria



PGE:2 e PGI2 que tem agao protetora das vias aéreas (FIORUCCI et al., 2001)
Baseado nestas evidéncias sugere-se que as drogas que inibem
simultaneamente a COX e 5-LOX (inibidores duais da LOX/COX) representam uma

abordagem atraente na prevencéo e controle de diferentes doencgas inflamatodrias.

Recentemente, o composto S-2474 (3) (Figura 3), um inibidor dual da COX/5-LOX
com inibicao seletividade da COX-2, demonstrou excelente atividade antiinflamatéria em

ratos, sem efeitos ulcerogénicos (FIORUCCI et al., 2001).
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Figura 3 — S-2474 (3), inibidor dual da COX/5-LOX

O ER-34122 (4), um inibidor dual da COX/5-LOX, tem demonstrado um elevado
efeito antiinflamatério em camundongos, quando comparado com a indometacina. Estes
dados sdo confirmados pela capacidade do ER-34122 em suprimir a infiltragcdo de
neutréfilos polimorfonucleares (PMN), edema tecidual, e multiplicacdo de células
sinoviais que aparecem na fase inicial da artrite em camundongos MRL/I (Figura 4)
(FIORUCCI et al., 2001).
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O tepoxalin (5), um composto inibidor dual da COX/LOX, inibe a produgéao de
LTB4 gastrica e suprime a biossintese de outros mediadores da resposta inflamatoria
como diferentes PGs, IL-2, IL-6, e FNT-a. Adicionalmente, potente atividade analgésica
tem sido observada no ensaio de contracdo abdominal induzido por acido acético em
camundongos (Figura 5) (FIORUCCI et al., 2001).
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O licofelona (6), um inibidor dual da COX1-2/5-LOX, atualmente submetido a
ensaios clinicos de Fase lll, demonstrou ag¢ao antiinflamatoria e redugao da velocidade
de progressao da osteoartrite, reduzindo a produgao de PGE2, LTB4 e IL-1B (Figura 6)
(NAVEAU, 2005; CHEN et al., 2006).

Figura 6 — Licofelona (6), inibidor dual da COX1-2/5-LOX

Uma nova classe de compostos hibridos tem sido projetada como inibidores duais
da COX/LOX. Estes compostos apresentam um grupamento oxima ou um substituinte
N-hidroxicarbamato inibitério da LOX acoplado ao inibidor seletivo da COX-2 rofecoxib.
Ensaios de inibigdo enzimatica in vitro, concluiram que: (a) a incorporagao do
grupamento para-oxima no C-3 do radical fenil do rofecoxib (2) fornece um modelo
satisfatério para o design de inibidores duais da COX e LOX, a exemplo do composto 3-
[4-(1-hidroximino)-etil-feni]-4-(4-metano-sulfonil-fenil)-2(5H)-furanona (7) que exibiu uma
otima combinagcdo de atividades inibitorias da COX-2/5-15-LOX e (b) compostos
analogos do rofecoxib que possuem um substituinte N-hidroxi-carbamatos exibiram
moderada atividade inibitéria COX-1/2 em conjunto com uma potente atividade inibitoria
da 15-LOX, devido a presenga do radical alquil(aril)oxi-carbonil-N-hidroxilamino, a
exemplo do composto Nfenoxi-carbonil-N-{1-[4-(4-metano-sulfonil-fenil)-2(5H)furanon-
illfenil}etil

hidréxilamino (8) (Figura 7) (CHEN et al., 2006).

Figura 7 — Compostos hibridos inibidores duais da COX/LOX (7 e 8), analogos do
rofecoxib (2)



Nas ultimas décadas, os compostos heterociclicos que apresentam o anel
tiazolidinico tém sido alvos de extensos estudos quimico e bioldgico. Dentre estes,
destacam-se as tiazolidina-2,4-dionas (9), grupo de compostos bioisosteros da
hidantoina (10) estruturalmente diversos, capazes de influenciar a regulacdo de
diferentes cascatas moleculares, com implicagdes importantes no tratamento do cancer,
doengas metabdlicas, inflamatérias e neurodegenerativas (Figura 8) (BUCKINGHAM,
2005; RAKOWITZ et. al., 2006).
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Figura 8 — Compostos bioisésteros tiazolidina-2,4-diona (9) e hidantoina (10)

Os receptores ativados pelo proliferador peroxissbmico (PPAR), sdo membros da
superfamilia de receptores hormonais nucleares, responsaveis por ativar a transcricao
de genes alvos ligando-se a elementos PPAR-responsivos (PPRE). Uma ampla
variedade de ligantes PPARy tem sido identificada, incluindo &acidos graxos
polinsaturados, drogas antiinflamatérias nao-esteroides e derivados tiazolidinicos. A
isoforma PPARYy tem sido intensamente estudada por estar relacionada a uma variedade
de funcgbes fisiologicas e patoldégicas como cancer, aterosclerose, metabolismo de
lipidios e diabetes tipo 2 (TSUKAMOTO et al., 2004).

Recentemente foi demonstrada a existéncia de um PPRE distal da regido
promotora da COX-2, e que o PPARYy inibe fatores transcricionais, tais como, o fator-kB
nuclear e ativador proteina-1, necessarios na inducdo da COX-2. Estas evidéncias
sugerem uma provavel acdo de diferentes derivados tiazolidinicos na biossintese de
prostandides. Adicionalmente, tem sido demonstrado que altas concentragbées de TZDs
(rosiglitazona ou pioglitazona) aumentam a liberacdo de acido araquidénico (AA) da
membrana celular a partir da inibicdo do processo de re-captacdo de AA. Este
mecanismo de ag¢ao baseia-se na inibigao da reacdo de acilagdo do AA livre, mediado

pelas acil-CoA sintase e ou aciltransferase, disponibilizando AA e conduzindo a



subsequente produgdo de prostandides — TXA2 e prostaglandinas (TSUKAMOTO et al.,
2004).

Adicionalmente, os compostos agonistas tiazolidinicos PPARy reduzem a
ativacdo de genes inflamatérios em uma variedade de tecidos e células, fornecendo a
base para a utilizagdo destas drogas terapeuticamente em doengas inflamatoérias. Os
agonistas tiazolidinicos PPARy atuam inibindo diferentes fungbes imunes em
macrofagos; células endoteliais; linfocitos T e B e células dendriticas. Derivados
tiazolidinicos também apresentam agdes inibitorias a nivel de sistema nervoso central
(SNC), afetando diretamente células gliais e ativando células neuronais (FEINSTEIN et
al., 2005).

Altas concentragdes de derivados tiazolidinicos foram necessarias para reduzir a
liberacdo de citocinas de células T ativadas. Em células endoteliais, 20100 pM de
troglitazona reduz a expressao de moléculas de adesao pré-inflamatérias e a indugao
dependente de interferon (IFN) y de varias quimiocinas pré-inflamatérias (FEINSTEIN et
al., 2005).

Estudos recentes tém demonstrado que derivados tiazolidinicos atuam inibindo a
ativagdo de mondcitos/macréfagos e a expressdao de moléculas inflamatorias
(interleucinas IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8; interferon-y; fator de necrose de tumor — FNTaq;
oxido nitrico sintase induzida (iNOS) em diferentes tipos células in vitro (células
endoteliais, células do colon, linfécitos). A acdo das TZDs troglitazona e rosiglitazona
nao inibem, mas podem promover um aumento significativo da expresséo de citocinas
pro-inflamatorias induzidas por FNT-a (IL6, IL-8 ) em células A549, OVCAR, BEAS-2B e
HBEC (DESMET et al., 2005).

Nos ultimos anos, uma série de derivados 2R,2'R/2S,2’S e 2R,2’S-meso 3,3'-(1,2-
etanodil)-bis-[2-aril-4-tiazolidinonas], tem sido sintetizados e investigados quanto a sua
atividade antiinflamatdria. Varios destes compostos revelaram resultados promissores
no teste de edema de pata induzido por carragenina em ratos Wistar. Dentre estes,
destaca-se o isbmero meso 3,3’-(1,2-etanodil)bis[2-(4metoxi-fenil)-4-tiazolidinona] (11),
cujo efeito dose-dependente na terceira hora foi de 96,42% (100mg/kg) e 66,97% (50
mg/kg). Este mesmo derivado inibiu preferencialmente a COX-2, com melhores efeitos
gastrointestinais quando comparados a outras DAINEs (Figura 9) (VIGORITA et al.,
2001)
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Figura 9 - Derivado 3,3'-(1,2-etanodil)-bis-[4-metoxi-2-aril-4-tiazolidinona] (11)

Derivados da série de 5-arilideno-2-imino-4-tiazolidinonas (12), potenciais
candidatos a drogas antiinflamatorias, recentemente sintetizadas, foram analisadas
quanto as suas caracteristicas estruturais contribuindo para a atividade antiinflamatoria.
A introducdo dos substituintes OCHs, SCHs, e SO2CHs na posicdo para do grupo
arilideno, favorece a atividade em experimentos in vivo e in vitro; a introducdo do
substituinte SO2CH3 demonstrou ser determinante para a inibicdo da COX-1; enquanto
que, o substituinte 4-Cl, reduziu a atividade antiinflamatdria in vivo, mantendo o grau de
inibicdo seletiva para COX-2; a modificacdo do substituinte OCH3s para posicdo 3,

conduziu ao melhor perfil antiinflamatério alcangado (Figura. 10) (OTTANA et al., 2005).

R = 3-CH30, 4-CH3S, 4-CH3SO2, 4CH30, 4-Cl

Figura 10 - Série de derivados 5-arilideno-2-imino-4-tiazolidinonas (12)

Estudos computacionais de “docking” com o composto 5-(4-metoxiarilideno)-2-
fenil-imino-3-propil-4-tiazolidinona (13) demonstrou que ele liga-se ao sitio ativo da COX-
2, através de pontes de hidrogénio nos residuos de Arg 120 e Tyr. 355 e por meio de
ligacbes de Van der Walls com os residuos de ligagdo do canal, que sao, His 90, Val
349, Leu 352, Ser 353, Leu 359, Tyr 385, Ala 516, Phe 518, Val 523, Gly 526, Ala 527,
Ser 530, e Leu 531 (Figura11) (OTTANA et al., 2005).
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Figura 11 - Forma de ligagdo prevista AutoDock dos ligantes 5-(4-metoxiarilideno)-2-
fenil-imino-3-propil-4-tiazolidinona (13) (violeta) comparado a posigaocristalizada do SC-
558 (verde) (adaptado de OTTANA et al., 2005).

As propriedades antiinflamatérias e anti-aterogénica atribuidas aos derivados
tiazolidinicos representam uma alternativa terapéutica promissora no tratamento da
aterosclerose comumente associadas a insulino-resisténcia no diabetes melito tipo 2
(PETERSEN e SHULMAN, 2006; FARHANGKHOEE et. al., 2005).

Adicionalmente, dados recentes demonstram que as tiazolidina-2,4-dionas (TZDs)
rosiglitazona e pioglitazona inibem a indugao do inibidor ativador de plasminogeno tipo 1
(IAP-1) em células endoteliais vasculares C11 STH. O FNTa quando secretado por
mondcitos ou macréfagos nas paredes injuriadas dos vasos e tecido adiposo, contribui
para elevar os niveis de I|AP-1, marcador relacionado ao desenvolvimento da
aterosclerose, desordem metabdlica caracterizada pela disfungdo endotelial e
inflamacéo crénica dos vasos sanguineos (LIU et al., 2005; KUREBAYASHI et al., 2005).

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

Motivados pelo potencial dos derivados tiazolidinicos como agentes antidiabéticos



insulino-sensibilizantes, novos analogos da série 5-arilideno-3-(4metil-benzil)-tiazolidina-
2,4-diona tem sido sintetizados e analisados quando ao seu perfil anti-hiperglicémico e
anti-hiperlipidémico. A redugao de 50% no nivel da glicose plasmatica e triglicerideos foi
observada com o derivado 5-(4-metoxiarilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-56) (14) em modelos experimentais de camundongos diabéticos induzidos
por aloxano (Figura 12) (Pitta et al, Br, IP-0300997-1, 2003; MOURAO et al., 2005).
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Figura 12 - Derivado 5-(4-metoxi-arilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-5) (14) com atividade anti-hiperglicémica e anti-hiperlipidémica.

Nos ultimos anos, varios analogos da série 5-arilideno-3-benzil-tiazolidina2,4-
diona tem sido investigados quanto a sua agao antimicrobiana. Os compostos 5-(2-cloro-
arilideno)-3-(4-bromo-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/CR) (15) e 5(4-flior-arilideno)-
3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/LY) (16) apresentaram CMI > 128 €g/mL frente aos
microorganismos Mycobacterium flavus e a Bacillus cereus (Figura 13)
(ALBUQUERQUE et al., 1999).
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Figura 13 - Derivados 5-(2-cloro-arilideno)-3-(4-bromo-benzil)-tiazolidina-2,4diona
(LPSF/CR) (14) e 5-(4-fluor-arilideno)-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/LY) (15) com



acao antimicrobiana.

Paralelamente, a atividade citotéxica também tem sido motivo de investigagao
para derivados 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona 3-substituidos. Resultados do estudo
com os derivados 3-(4-fluor-benzil)-5-arilideno-tiazolidina2,4-diona (LPSF/AL) (17) e (4-
bromo-fenacil)-5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/HQ) (18) demonstraram valores

de Dlso > 50 mg/mL em células de carcinoma nasofaringeo (Figura 14) (COSTA et al.,

1995).
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Figura 14 — Derivados 3-(4-fluor-benzil)-5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/AL) (17)
e (4-bromo-fenacil)-5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/HQ)

(18) apresentaram valores de Dlso > 50 mg/mL em células de carcinoma nasofaringeo
com atividade citotdxica.

Diferentes derivados da série 3-fenacil-tiazolidina-2,4-diona tem sido obtidos e
investigados quanto a sua atividade analgésica periférica, resultando na identificagao do
derivado 3-(4-fenil-fenacil)-5-(4-metdxi-arilideno)-tiazolidina-2,4diona (LPSF/HP) (19),
que exibiu atividade analgésica na dose de 250 mg/kg, por via oral, em ratos (Figura 15)
(LIMA et al.,1998).

H3CO
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Figura 15 - Derivado 3-(4-fenil-fenacil)-5-(4-metodxi-arilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/HQ) (19) com atividade analgésica periférica.

Adicionalmente, derivados da série 5-arilideno-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina2,4-
diona recentemente sintetizados tém sido extensamente analisados quanto ao seu
potencial antiinflamatério, a exemplo do derivado 5-(4-metil-sulfonil-arilideno)3-(4-nitro-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-23) (20), cuja agéo antiinflamatdria investigada no
modelo de bolsdo de ar induzido por carragenina, reduziu em 60% a migracao

leucocitaria para o local da inflamacéao (Figura 16) (COUTO, 2006).
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Figura 16 — Derivado 5-(4-metil-sulfonil-arilideno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4diona
(LPSF/SF-23) (20) com atividade antiinflamatoria.

Deste modo, os diferentes efeitos bioldégicos atribuidos aos derivados
tiazolidinicos, particularmente os da série 5-arilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GPIT/UFPE), tem instigado a sintese de novas moléculas bioativas candidatas a

farmacos antiinflamatorios.
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4.1. ROTA DE SINTESE DOS DERIVADOS 5-ARILIDENO-3-BENZILTIAZOLIDINA-
2,4-DIONA (LPSF/GQ E LPSF/SF)

Os derivados 5-arilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) e5-
arilideno-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF) foram obtidos em quatro

etapas (Esquema 2).
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Esquema 2 — Diagrama de sintese dos derivados 5-arilideno-3-(4-metil-benzil)tiazolidina-
2,4-diona (LPSF/GQ) e 5-arilideno-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4diona (LPSF/SF)

Na primeira, realizou-se a sintese do nucleo da tiazolidina-2,4-diona a partir do
acido monocloroacético e da tiouréia, através de uma reacdo de ciclizagdo em meio
aquoso. Esta reagao constitui o método de escolha para preparagao da tiazolidina-2,4-
diona (Esquema 3) (LIBERMAN, 1948 apud LIMA 1998).
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Esquema 3 -Preparacédo da tiazolidina-2,4-diona a partir do acido monocloroacético e da



tiouréia

A reatividade do anel tiazolidindnico permite principalmente reacgdes de

substituicdo nucleofilica e reagdes de condensagao ou adigao.

4.1.1. Reacdes de N-alquilacdo da tiazolidina-2,4-diona

Quando né&o apresenta substituicdo no atomo de nitrogénio, a tiazolidina2,4-diona
comporta-se como um acido fraco, que reage com haletos de alquila, substituidos ou
nao, em solucdes alcalinas conduzindo a formagao de sais. Essa reacéo é descrita por
diversos autores, diferindo apenas em relagdo ao meio alcalino utilizado: Metoxido de
sédio (BRADSHER, BROWN e SINCLAIR, 1956); Hidréxido de sodio em solugao
etandlica (DAVIS e DAINS, 1935); Hidréxido de potassio em solugéo etandlica ou
solucdo metandlica (LO, SHROPSHIRE, CROXALL, 1953).

4.1.2. Reacgdes de condensacédo da tiazolidina-2,4-diona com aldeidos arométicos

ou seus derivados

O grupo metilénico em posicdo 5 da tiazolidina-2,4-diona apresenta uma
reatividade caracteristica frente a varios reagentes. Esse carbono metilénico comporta-
se como um nucledfilo, e as reagdes ocorrem normalmente em presenca de uma base,
a tiazolidina-2,4-diona reage como um anion. A formagao deste anion é facilitada pela
presenca dos grupamentos carbonilicos nas posicbes 2 e 4, e sdo dependentes do
efeito do heteroatomo, obedecendo a seguinte ordem: S > NH > NCH3 > O (BARONOV
e KOMARISTA, 1965).

Frequentemente, estas reacdes ocorrem em presenca de um acido mineral ou de
algumas gotas de piperidina, ou ainda em presenga de acido acético glacial e acetato de
sédio anidro, onde o acetato de sédio anidro atua tanto como base quanto como agente
desidratante (LIBERMAN, 1948 apud LIMA, 1998).

Derivados de aldeidos aromaticos, tais como os ésteres de Cope (COPE et al.,
1937; 1941), sdo obtidos através da reagdo de condensagdo de Knoevenagel entre
aldeidos aromaticos substituidos e cianoacetato de etila, em presenca de uma base,
normalmente a piperidina. Este éster cianocindmico atua como um intermediario para as
reagcdes de condensacdes em posicdo 5 da tiazolidina-2,4diona N-alquilada ou nao

(Esquema 4).
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Esquema 4. Reagdes de condensagdes de Knoevenagel para obtengdo dos ésteres
cianocinadmicos

A formacédo da dupla exociclica no nucleo tiazolidinénico a partir do éster de Cope
ocorre através do seguinte mecanismo reacional: observa-se a formacdo de um
carbanion na posicao 5 da tiazolidina-2,4-diona N-alquilada, seguido de um ataque ao
carbono B do éster cianocinamico através de uma reacdo de adicdo de Michael,
(LPSF/GQ e
LPSF/SF) (LIBERMAN, 1948; LO,SHROPSHIRE, CROXALL, 1953; PITTA et al., 2003;
SANTOS et al.

conduzindo aos derivados 5-arilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona

, 2005; MOURAO et al., 2005) (Esquema 5).
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Esquema 5 - Mecanismo reacional da adigdo de Michael conduzindo aos derivados 5-
arilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ e LPSF/SF)

4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Equipamentos

Para elucidacéo estrutural dos derivados 5-arilideno-3-benzil-tiazolidina2,4-diona
(LPSF/GQ e LPSF/SF), na espectrofotometria de absorgéo no infravermelho, utilizou-se
um espectrofotometro FTIR Bruker Modelo IFS 66 ou Bomem Modelo MB 100. Os
espectros no infravermelho foram realizados em pastilha de KBr. Os espectros de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H) foram efetuados em espectrofotdmetro Varian
Modelo Plus 300 MHz, Utilizando-se como solvente o DMSO-ds. As multiplicidades dos sinais
sao indicadas pelas abreviagdes: singleto (s), dubleto (d), duplo dubleto (dd), tripleto (t),
quadrupleto (q), multipleto (m). Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em
ppm e os acoplamentos em Hz. Para determinagdo dos pontos de fusdo utilizou-se
aparelho Quimis Modelo 340.27. Os espectros de massas foram registrados sobre
impacto eletrénico de 70 eV em espectrdmetro Delsi-Nermag, modelo R-1010C ou

eletrospray em aparelho Waters tipo ZQ.
4.2.2. Cromatografia
Na cromatografia em camada delgada foram utilizadas placas de silica gel 60

Merck F2s4, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 ou 366 nm) ou

através de vapores de iodo.



4.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.3.1. Sintese da tiazolidina-2,4-diona

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se tiouréia (5 g — 0,0658 mols) e acido
monocloroacético (6,35 g — 0,0673 mols) previamente dissolvido em agua. Aqueceu-se a
mistura a um a temperatura de 96°C por 18 horas. Em seguida, deixou-se o produto
obtido em repouso por 24 horas na geladeira. Formaram-se cristais brancos
correspondentes a tiazolidina-2,4-diona, cuja purificagdo foi realizada através de

cristalizagdes sucessivas em agua destilada.

A tiazolidina-2,4-diona, de formula molecular C3H3NO2S (MM = 117), apos
purificacdo, apresenta-se na forma de cristais brancos. Este composto foi obtido com
rendimento de 84 %, apresentando ponto de fusdo 121-122 °C [ponto de fusdo na
literatura 122 'C (KOCHKANYAN; ISRAELYAN; ZARITOUSKII, 1978)] e Rf = 0,51, em
sistema de eluicdo CHCI3/CH3OH 96:4.

RMN 'H (6, ppm) - DMSO — ds: 4,11 ppm (CH2, s, 2H); 12,00 ppm (NH, s, 1H) IV
(cm_1) — KBr: 3115 (NH); 1670 e 1735 (C=0)

4.3.2. Sintese da 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ e LPSF/SF)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 1,136 g — 0,0097 mols da
tiazolidina-2,4-diona, na mesma raz&o molar foram adicionados o haleto de benzila e o
hidroxido de potassio, em presenca de metanol. A mistura reacional foi aquecida a 65 .
por 8 horas, levando a formagéo da 3-(4-metil-benzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-1) e 3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

(LPSF/SF-1).

A 3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-1), de férmula molecular
C11H11NO2S (M = 221), foi obtida com rendimento de 56 % apéds purificagdo através de
cromatografia sob pressao (n-hexano/AcOEt 9:1). Observou-se o ponto de fusdo 70-72
°C e Rf = 0,68, em sistema de eluicdo CHCI3/CH3OH 92:8 [ponto de fusao na literatura
75 'C (MOURAO et al., 2005)].

RMN H (© ppm) - DMSO-ds: 4,26 e 4,61 ppm (CHz, s, 2H), 2,26 ppm (CHs, s, 2H)
CHs: 2,26 (s, 3H); Hidrogénios aromaticos: 7,14 (m, 4H).



IV (cm') — KBr: 1676 e 1756 (C=0).

A 3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-1), de férmula molecular
C10HsN204S (MM = 252), apds purificagao através de cromatografia sob pressao em
CHClIs, apresentou-se na forma de cristais brancos, com um rendimento de 72 %, ponto
de fusao 119-120 °C[ponto de fusao na literatura 117 C (CAVALCANTI et al., 1992)] e
Rf = 0,68.

RMN H (, ppm) — CDCIs: 4,00 e 4,83 ppm (CHz, s, 2H); 7,54 ppm J= 8,7 Hz (CH,
d, 2H), 8,16 ppm J= 8,7 Hz (CH, d, 2H).
IV (cm') — KBr: 1670 e 1740 (C=0).

4.3.3. Sintese dos ésteres de Cope (LPSF/IP)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados o aldeido aromatico
substituido e cianoacetato de etila em quantidades equimolares, em presenca de
piperidina como catalisador e benzeno como solvente. A mistura reacional foi aquecida a
uma temperatura de 110 °C, durante 4 horas. O produto foi mantido na geladeira por 12
horas. Os 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etilas (LPSF/IP) foram purificados através de
cristalizagdes sucessivas em etanol absoluto.

4.3.4. Sintese da 5-arilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ e LPSF/SF)

Quantidades equimolares da 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-1 ou
LPSF/SF-1) e dos derivados 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila (LPSF/IP) substituidos
dissolvidos em etanol, em presenca de 350 pL piperidina como catalisador, foram
aquecidas sob refluxo durante 4 horas. Apods resfriamento, ocorre a cristalizacdo dos
derivados 5-arilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4diona (LPSF/GQ) e 5-arilideno-3-
(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF), que foram purificados através de

lavagens sucessivas com agua destilada e alcool etilico absoluto.
4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A estrutura dos novos compostos das séries derivados 5-arilideno-3-(4metil-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) e 5-arilideno-3-(4-nitro-benzil)tiazolidina-2,4-



diona (LPSF/SF), objetivo deste trabalho, foram confirmadas através das respectivas
caracteristicas fisico-quimicas e identificagdo espectroscopica por ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H), infravermelho (IV) e espectroscopia de

massas (EM), sdo apresentados a seguir.

Os derivados 5-arilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-dionas (LPSF/GQ e LPSF/SF)
foram isolados em um Uunico isbmero configuracionais. Os estudos anteriores de
cristalografia do raio X e RMN “C demonstraram a Z configuragdo como favorecida em
derivados 5-arilideno-tiazolidindnicos (GUARDA et al., 1997).

Em 2003, Lima estudou a modelagem molecular do 5-arilideno-3-benzil-2tioxo-
imidazolidin-4-ona (LPSF/NN) e do 5-arilideno-3-(2-oxo-2-fenil-etil-)2-tioxoimidazolidin-4-
ona (LPSF/NN) (Figura 17), onde também observou uma predominancia do isémoro Z.

O
R/

#CH2

Iz

N/

Figura 17 - Derivados imidazolidinicos

Estudos realizados em derivados tiazacridinicos apresentaram o mesmo

comportamento. Na 5-(acridin-9-il-metilideno)-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/AC)



(Figura 18), apos a analise dos resultados se verificou uma maior estabilidade para a
configuragdo Z, que apresentou o menor valor de calor de formagdo em relagdo ao
isdmero E, com uma diferenca de 2,45 Kcal/mol (MOURAO et al., 2005).

O

@ CH/I;O
@)
@

Figura 18 - 5-Acridin-9-il-metilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona

Um estudo configuracional na série 5-arilideno-3-(4-cloro-2-nitro-benzil)tiazolidina-
2,4-diona (LPSF/TM) (Figura 19), no qual a configuragcbes Z e E foram determinadas a
partir da otimizagdo global da geometria molecular, onde se observou uma maior
estabilidade para o isémero Z em 0,37 Kcal/mol para os derivados clorado (LPSF/TM-2)
e inddlico (LPSF/TM-3), em 1,24 Kcal/mol para o fluorado (LPSF/TM-4), em 0,08
Kcal/mol para o metoxilado (LPSF/TM-5), em 1,74 Kcal/mol para o substituintes
dimetilamino (LPSF/TM-6) e em 1,70 Kcal/mol confirmando o comportamento observado
por em trabalhos anteriores (MIRANDA, 2005).

(@) N
2@ LPSF/TM -2 4-Cl CI LPSF/TM-4 4-F
@ LPSF/TM-5 2,4-(OCH3)2

[e]
« 23)% LPSF/TM-6 4-N(CH3)2 R

CH

CI LPSF/TM-3 indol

O2N

}N/CHQ@
%CH s)%o
N
H



Figura 19 - Derivados 5-arilideno-(4-cloro-2-nitro-benzil)-tiazolidinicos (LPSF/TM)

4.4.4. Derivados 5-arilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) e 5-
arilideno-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF)

A analise dos resultados obtidos na sintese dos derivados 5-arilideno-3-(4metil-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) e 5-arilideno-3-(4-nitro-benzil)tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/SF) nos permite afirmar que a metodologia utilizada apresenta-se como
uma boa via de acesso para a obtencao destes compostos, tal afirmativa baseia-se nos

rendimentos obtidos.

As caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 1, 2 e 3), os deslocamentos quimicos
(8), as bandas de absorgdo no infravermelho e as fragmentagdes moleculares dos
derivados obtidos comprovam as estruturas moleculares propostas para os derivados 5-
arilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona  (LPSF/GQ) e 5-arilideno-3-(4-nitro-

benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF).
Tabela 1 — Caracteristicas dos derivados 5-arilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina2,4-
diona (LPSF/GQ)
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CH3
N

.C20H16N202S 348 229-231 98 0,48 Benz/AcOEt

CHOS
95:5
N

"LPSF/GQ-11

.

BrO



>HC

*CH2

CH3

C19H16NO3BrS 417 180-181 71 0,65 n-hex/AcOEt

H3CO HC
S

~."8:2 LPSF/GQ-22

)

(0]

>~HC

CH3CH2N

CasH1sNO2S 385 185-186 76 0,80 n-hex/AcOEt
HC S

°8:2 LPSF/GQ-23
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Tabela 2 — Caracteristicas dos derivados 5-arilideno-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina2,4-
diona (LPSF/SF)

C“@NOQ CioHiN:O,S 379 249250 89 0,75  n-hex/AcOEt

o ¢
M )
%CHIS}O 73
N
H

LPSF/SF-10

OCH,Z

NO2

R i
B 7% CosHi1sN205S 446 171-172 81 0,50 n-hex/ACOEL
9
’>7HZCO

)

%

= 9:1 LPSF/SF-11

" C17H11BrN204S 419 169-170 76 0,64 n-hex/AcOEt

%CH J\EN

N AL

9:1
OCH'S
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. CH
NOBr { o/
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‘C18H13BrN20sS 449 210-211 79 0,84 n-hex/AcOEt
N

~F

.07:3

H3CO CH
S

LPSF/SF-15
. \ CH
NOH3CO { o) I ;

C20H18N207S 430 173-174 77 0,76 n-hex/AcOEt

>—CH :LSN

073
H3CO CH
s
H3CO
LPSF/SF-17
-NOO CH»2
C17H12N205S 356 222-223 58 0,53 n-hex/AcOEt
<
}—CH J\5N
)
OHOCH S
LPSF/SF-18

< CH.2
F ©

>7CH :LEN

£ C17H11FN204S 358 151-152 29 0,84 n-hex/AcOEt

4

AN

OCH S

LPSF/SF-19

CH2

o

NO

73

73



AN
B }NC Ci1sH14N204S 354 199-200 80 0,89 n-hex/AcOEt
<\;
{OCHH3C

* =7:3 LPSF/SF-20

Tabela 3 — Caracteristicas dos derivados 5-arilideno-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina2,4-
diona (LPSF/SF)

Br o QHQQNOQ
IN Ci7H11BrN-O,S 419 203-204 94 064  n-hex/AcOEt
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:C18H14N204S 354 228-229 81 0,50 n-hex/AcOEt
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S
C24H16N204S 428 244-245 53 0,80 n-hex/AcOEt
y
o)
S

CH
LPSF/SF-25

CH.2
o

}—CH

§17H1206N3S 386 149-150 53 0,46 n-hex/AcOEt
2

o) S):7:3
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=.C17H11N204410 158-160 50 0,65 n-hex/AcOEt
2

o0° =7:3 LPSF/SF-29
CICH

>—CH

g—hex/AcOEt o C18H11N204SF3 409 200-2003 26,65 0,63
R
CHF3C

s ~7:3 LPSF/SF-31

4.4.4.1. Andlise de Infravermelho e de Ressonancia Magnética Nuclear de

Hidrogénio

As tiazolidina-2,4-dionas apresentam duas bandas de freqiéncias no
infravermelho na regido das carbonilas em aproximadamente 1660 e 1719cm .
Entretanto, trabalhos descritos na literatura atribuem a banda de baixa frequéncia tanto
a carbonila em posicédo 4 (DEROSCH, 1961 apud LOPEZ e TRIGO, 1985) quanto em
posicdo 2 (DEMOEN, 1966 apud LOPEZ e TRIGO, 1985). Contudo, estudos realizados
por Oliveira (2004) em derivados da imidazolidina-2,4-diona substituidas nas posicoes 3
e 5, analogos estruturais da tiazolidina-2,4-diona, revelaram através do espectro
vibracional calculado que a banda de menor frequéncia corresponde a C=0 em posig¢ao
4 e a banda de maior freqliéncia a C=0 em posicdo 2. O derivado 5-(1H-indol-il-
metilideno)-3-(4-metil-benzil)tiazolidina-2,4-diona  (LPSF/GQ-11) e  5-(1H-indol-il-
metilideno)-3-(4-nitro-benzil)tiazolidina-2,4-diona  (LPSF/SF-10) apresentam uma

frequéncia de absor¢gao do NH em 3406 cm e 3353 cm-1, respectivamente.

Para os derivados tiazolidindnicos obtidos, os espectros de RMN H apresentam
os picos de absorgcdo com deslocamentos quimicos entre 7,51 — 9,92 ppm,
correspondentes aos hidrogénios aromaticos do grupamento benzilidénico e do benzilico
substituido em posicao para pelo grupamento metil (LPSF/GQ) ou nitro (LPSF/SF). Os
sinais caracteristicos dos grupos CH2 e CH aparecem como singletos nas regides entre

4,28 — 5,20 ppm e 7,82 — 8,10 ppm, respectivamente.



A seguir se encontram os deslocamentos quimicos e as bandas no infravermelho

para os derivados tiazolidindnicos (LPSF/GQ e LPSF/SF) sintetizados.

Tabela 4 — Frequéncias de absorgé&o no infravermelho dos derivados 5-arilideno3-(4-
metiI—benzil)—tiazolidina—2,14—diona (LPSF/GQ) e 5-arilideno-3-(4-nitro-benzil)tiazolidina-

2,4-diona (LPSF/SF) (cm )

LPSF/GQ-11 3406 1595 1727 1664 LPSF/GQ-22 -1589 1741 1689 LPSF/GQ-23 -

1600 1731 1679 LPSF/SF-10 3353 1602 1731 1673 LPSF/SF-11 -1588 1724 1688

LPSF/SF-13 -1606 1741 1686 LPSF/SF-15 -1606 1733 1684 LPSF/SF-17 -1602

1738 1682 LPSF/SF-18 -15692 1737 1677 LPSF/SF-19 -1607 1742 1683 LPSF/SF-

20 -1601 1737 1686 LPSF/SF-21 -1598 1733 1681 LPSF/SF-22 -1601 1747 1689

LPSF/SF-24 -1607 1736 1685 LPSF/SF-25 -1594 1734 1682 LPSF/SF-26 -1609

1748 1685 LPSF/SF-28 -1604 1745 1682 LPSF/SF-29 -1609 1739 1686 LPSF/SF-

31-1608 1745 1688

Pastilhas de KBr - Espectrofotometro FTIR Bruker, modelo IFS66 Tabela 5 -

Deslocamentos Quimicos (8) dos derivados 5-arilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona

(LPSF/GQ e LPSF/SF)

7,82 4,79 9,09
LPSF/GQ-11
LPSF/GQ-22 7,92 4,78
LPSF/GQ-23 8,01 4,80 _
LPSF/SF-10 7,84 4,98 12,22
LPSF/SF-11 7,94 4,97 5,20

3,92

2,27

2,26

2,27

7,92 (2H, d) J=7,79 Hz
7,51 (2H, d) J=7,79 Hz

7,19 (2H, d) J=8,39 Hz
7,15 (2H, d) J=8,39 Hz

7,21 (2H, d) J=8,39 Hz
7,16 (2H, d) J=8,39 Hz

8,22 (2H, d ) J=8,69 H:
7,59 2H, d) J=8,69 Hz

7,20 (2H, d) J=8,69 Hz
8,21 (2H, d) J=8,69 Hz



LPSF/SF-13

LPSF/SF-15

LPSF/SF-17

LPSF/SF-18

LPSF/SF-19

7,97

7,94

7,93

4,98 - - - -

4,97 - - 3,93 -

4,98 - - -
3,74 3,84
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7,89 4 96 -10,37

7,99 4,98

7,60 (2H, d) J=8,69 Hz
8,21 (2H, d) J=8,69 Hz

8,21 (2H, d) J=8,99
HZ7,59 (2H, d) J=8,99
Hz

7,59 (2H, d) J=8,90 Hz
8,21 (2H, d) J=8,90 Hz

(2H,



7,5

(4H,

(2H,

LPSF/SF-20 7,95 4,97 ---2,37

(2H,

(2H,









LPSF/SF-22 8,10

LPSF/SF-24 7,99 4,98 ----8,21 (2H. d) J=8,90 Hz

4,99

(2H,



LPSF/SF-26 7,98 4,97

(6H,









LPSF/SF-29

7,99

LPSF/SF-31 8,07

4,98

(1H,

(2H,

(2H,
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4.4.4.2. Analise da Espectrometria de Massas

Os espectros de massas para os derivados 5-arilideno-3-(4-nitro-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona  (LPSF/SF) e 5-arilideno-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4diona
(LPSF/GQ) foram realizados através de técnicas de ionizag&o por impacto eletrénico (IE)
para os derivados (LPSF/GQ-11; LPSF/GQ-22; LPSF/GQ23;LPSF/SF-10 a LPSF/SF20)
em espectrometro Delsi-Nermag, modelo R-1010C ou por eletrospray [ESI(+)] em
aparelho Waters tipo ZQ (LPSF/SF-23 e LPSF/SF24). As principais fragmentagées com

suas intensidades relativas se encontram nos Esquemas 6 a 11.



A presenca do atomo do bromo foi confirmada pelas intensidades relativas do
pico do isotopo M + 2 para os derivados 5-(3-bromo-4-metoxi-arilideno)-3-(4metil-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-22), 5-(3-bromo-arilideno)-3-(4-nitrobenzil)-tiazolidina-
2,4-diona (LPSF/SF-13) e 5-(3-bromo-4-metoxi-arilideno)-3-(4nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-

diona (LPSF/SF-15), em comparagéo ao ion molecular.

Para o derivado 5-(3-bromo-arilideno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4diona
(LPSF/SF-13) observa-se que ocorre a perda de HNO2 conduzindo ao pico de base m/z
= 89 (100 %), e para os derivados 5-(3-bromo-4-metoxi-arilideno)-3(4-metil-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-22) e 5-(4-fenil-arilideno)-3-(4metil-benzil)-tiazolidina-
2,4-diona (LPSF/GQ-23) observa-se uma ruptura da ligagao lateral N-C em posi¢cao 3

conduzindo ao pico de base m/z = 105 (100 %).

Os derivados LPSF/SF-15, LPSF/SF-17, LPSF/SF-18, LPSF/SF-19 e LPSF/SF-20
apresentaram, como principal fragmentagdo, uma dupla ruptura heterolitica do anel
tiazolidinbnico em a - S-C e & — C-C, dando formagdo ao fragmento idnico
correspondente aos picos de base m/z = 244, 224, 150, 152 e 148, respectivamente.

Os picos de base dos derivados LPSF/SF-23 e LPSF/SF-24 sao decorrentes da
técnica utilizada eletrospray, e se apresentam como M + Na = 441 (100 %) e M + Na =

363 (100 %), respectivamente.

O derivado 5-(1H-indol-3-il-metilideno)-3-(4-metil-benzil)- tiazolidina-2,4diona
(LPSF/GQ-11) apresenta como fragmentos idnicos mais estaveis m/z = 173 (82,12 %) e
o pico de base m/z = 105, e o compostos 5-(1H-indol-3-il-metilideno)3-(4-nitro-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-10) apresenta como pico de base
o fragmento m/z= 173. Também se observa a perda de uma molécula de HCN
conduzindo a formacdo do ion m/z = 102 para estes derivados constituindo uma

importante via de fragmentag¢ao dos derivados alquil inddlicos.

4

j
LPSF/GQ-11 R=CH3 M =348 (54,55 %) O« CH2R

M + 1= 349 (11,96 %) N
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miz=173

LPSF/SF-10 (100 %) CH2
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=
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m/z =75 m/z =102

C2H2

LPSF/GQ-11 (3,68 %)
LPSF/SF-10 (3,48 %)
m/z =77

Esquema 6 — Principais fragmentagdes dos derivados LPSF/GQ-11 e LPSF/SF-10

LPSF/GQ-22 R= 3-Br, 4-OCH3 M =417 (31,03 %)

j
O ~# CH2

CH3 M + 2= 419 (29,82 %)

cH g

.LPSF/GQ-23 R= C6H5 M =385 (81,95 %)

CHS

O M + 1= 386 (22,36 %)
R

fenil

LPSF/GQ-22 m/z=210 (93,13 %)
CHCS N

LPSF/GQ-23 miz= 242 (21,43 %)

SO m/z =232 Br

fenil



H3CO

CH3 LPSF/GQ-22 (100 %)

H2C

LPSF/GQ-23 (100 %)

LPSF/GQ-22 m/z = 163

m/z =105 CH3
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12
@LPSF/GQ—ZZ (1 %) CHC S
>
L
T 4 LPSF/GQ-23 (1 %)
PSFIGQ22 m/z = 133 (1,83%) m/z = 90
LPSF/GQ-23 m/z = 133 (1,83%)

Esquema 7 — Principais fragmentagdes dos derivados LPSF/GQ-22 e LPSF/GQ-23
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Esquema 8 — Principais fragmentagdes do derivado LPSF/SF-11
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LPSF/SF-13 R= 3-Br M = 418 (27,59 %)

Sy

O. CH2

NO2 M + 2= 420 (25,64 %)

)-ows

. LPSF/SF-15 R= 3-Br, 4-OCH3 M = 448 (10,9 %)

CHS
O M + 2= 450 (10,67 %)



- LPSF/SF-13 (10,57 %)LPSF/SF-13 m/z = 212

(80,66 %)
NO2
H C
CHCS 2
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@w:c:s
Br LPSF/SF-13 (100 %)H3CO
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CHCSHC#™C
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Esquema 9 — Principais fragmentag¢des dos derivados LPSF/SF-13
e LPSF/SF-15

1

LPSF/SF-17 R= 3,4,5-(OCH3)3 M = 430 (18,43 %)

-

0 =~ CH2

NO.
*LPSF/SF-18 R= 4-OH M = 356 (7,51 %)

=0

4
LPSF/SF-17 (20,51 %)

LPSF/SF-17 m/z = 224 (100 %)

M) LPSFISF-18 (2,12 %)
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CHCS 2
LPSF/SF-18 m/z = 150 (100 %) R
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'CH2
CHCS

—
:LPSF/SF-17 (2,92 %)
LPSF/SF-18 m/z =133 (3 %) C

4 NO2
LPSF/SF-18 (2,39 %)
m/z =122

c

LPSF/SF-17 (3,06 %) C
*NO2 LPSF/SF-18 (11,48 %)

NO2

“—CH

m/z =121

Esquema 10 — Principais fragmentacoes dos derivados LPSF/SF-17 e LPSF/SF-
18
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:

-

. LPSF/SF-20 R=4-CH3 M =354 (15,93 %) I[ECH S

¢

de

\LPSFISF-19 R=4-F M =358 (12 %) IEO /J CH2

NO M + 1 =359 (1,69 %) N

O LPSF/SF-23 R=4-SO2CH3 M =418, M + Na = 441 (100 %) ESIR
LPSF/SF-24 R=H M =340, M + Na = 363 (100 %) ESI

LPSF/SF-19 (2,25 %) LPSF/SF-19 m/z =152 (100 %)

HC
“CHCS 2

0,
*LPSF/SF-20 (4,41 %) LPSF/SF-20 m/z = 148 (100 %) R

LPSF/SF-23 m/z =212

LPSF/SF-23

m/z =136

' LPSF/SF-24 LPSF/SF-24 m/z = 134

HNO2

O~
O LPSF/SF-19 (2,25 %) CHC S

\
/

.LPSF/SF-20 (4,41 %)
H.C 4™ C H LPSF/SF-23 m/z =
89 LPSF/SF-24



CH2

LPSF/SF-19 (2,24 %) LPSF/SF-20
(1,31 %) LPSF/SF-23
m/z =75 LPSF/SF-24

Esquema 11 — Principais fragmentag¢des dos derivados
LPSF/SF-19, LPSF/SF-20, LPSF/SF-23 e LPSF/SF-24
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5. ESTUDO BIOLOGICO

Varios modelos animais tém sido utilizados para avaliar compostos que possuem
atividade antiinflamatoria e antireumatica. Bactérias, latex, zimosan, formalina e
carragenina sao alguns agentes utilizados na indugcdo da resposta inflamatdria.
Entretanto, nos modelos de edema de pata, bolsdo de ar e pleurisia em roedores, a
carragenina € o agente mais extensamente utilizado na indugdo experimental da
inflamacao (SINGH et al., 2000; GAMBERO et al.; 2003).

Para a avaliagdo da atividade antiinflamatéria dos compostos sintetizados,
optamos por utilizar o modelo do bols&o de ar induzido por carragenina, reconhecido por
ser um excelente modelo de inflamagdo aguda no qual a extravasacdao de fluido,
migracdo de leucdcitos, e varios parametros bioquimicos do exsudato envolvidos na

resposta inflamatoria podem ser detectados prontamente (KOO et al., 2006).

Recentes estudos tém demonstrado que a agao da carragenina induz o influxo de
neutréfilos da circulagéo sanguinea para dentro da cavidade (bolsao de ar inflamatdério).
Adicionalmente, estes neutréfilos produzem leucotrienos que participam da resposta
inflamatdria estimulando as fungbes dos leucécitos e aumentando a permeabilidade
vascular. A migracdo de leucdcitos induzida localmente, assim como, a liberagdo de
varios mediadores inflamatérios, intensifica a resposta inflamatéria (PALASKA et al.,
2002; KIM et al., 2006).

O modelo de inflamagdo do bolsdo ar induzido por carragenina consiste na
injecdo subcutanea de ar estéril na parte dorsal dos roedores. Este procedimento induz
a proliferagao de células organizadas em camadas na superficie da cavidade formando
uma estrutura semelhante a sinovia apos alguns dias. A inje¢cdo de carragenina no
bolsdo induz a inflamagao, e esta cavidade funcionara como um reservatorio de células
e mediadores que poderdo ser medidas facilmente no exsudato que se acumula

localmente (ROMANO et al., 1997).
5.1. MATERIAL, ANIMAIS E METODOS

5.1.1. Equipamentos



Balanca Analitica (Neo Clave ASV 3001);

Balanga semi-analitica (SARTORIUS);

Capela de fluxo laminar (filtro HEPA classe A3, particulas 0,3 micron)
Microscopio optico colemain

Seringas descartaveis 1, 3 e 5 mL (BD Plastipak).

5.1.2. Reagentes e solugdes

Solucdo de Carragenina a 1 % (SIGMA-ALDRICH);
Eter dietilico (VETEC);

Solugao salina a 0,9 %;

Tween 80 (MERK).

5.1.3. Compostos testados

5-(1H-indol-3-il-metilideno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/SF-10) (26)

. 5-(3-bromo-arilideno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-13)

(28)

5-(3-bromo-4-metéxi-arilideno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/SF-15) (29)

3-(4-nitro-benzil)-5-(3,4,5-trimetoxi-arilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/SF-17) (30)

5-(3-bromo-4-metéxi-arilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-
22) (24)

5-(bifenil-4-il-metilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ23)
(25)

5.1.4. Animais

Camundongos albinos Swiss (Mus musculus) de ambos os sexos, pesando entre
25 £ 5 g, provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos/lUFPE, foram
utilizados nos experimentos. Os animais foram divididos em grupos de seis, mantidos
em gaiolas de polipropileno acondicionadas em estantes com ventilagdo com filtro de
exaustao de ar renovado, ambiente aclimatado entre 25°C % 3° C, fotoperiodo de 12/12
horas, racdo e agua ad libitum. Os experimentos foram executadas segundo as
diretrizes aprovadas pela Comissdo de Etica para Experimentos com Animais/UFPE
(Protocolo N°016269/2006-23).

5.2. METODOLOGIA

Estudos realizados com analogos tiazolidinicos, objetivando determinar a



toxicidade aguda, demonstraram um baixo risco de toxicidade, nenhuma alteragéo
comportamental e fisiologica significativa, ou efeito letal na dose de 1000 mg/kg, apods
administragao por via oral (PREVITERA et al., 1990; UCHOA, 2004).

5.2.1. Formacéao do Bolséo de Ar e Inducédo do Processo Inflamatério

Todos os animais foram submetidos a jejum, com a retirada da ragéo cerca de 12
horas antes do inicio do experimento. Durante o experimento os animais tiveram livre

acesso a ingestao de agua.

Inicialmente, foram produzidos bolsdes de ar por inje¢éo 2,5 mL de ar estéril (filtro
EPA, capela de fluxo laminar horizontal) na area dorsal do animal (dia
- 0). Decorridos 72 horas, mais 2,5 mL de ar estéril foi injetado na cavidade a fim de
manter o espaco (dia - 3). Na execugéo desse procedimento os animais foram mantidos
sob leve anestesia com éter dietilico. Decorrido um novo intervalo de 72 horas (dia-6),
0s animais receberam por via oral (gavagem), as substancias testes (LPSF/SF e
LPSF/GQ) nas doses de 0,03, 0,3 e 3 mg/Kg, o controle (veiculo) e o padréo (piroxicam)
na dose de 3 mg/Kg. Os compostos testados e o padréo piroxicam foram previamente
dissolvidos na solugdo de Tween 80/agua destilada (1:99 v/v) considerada como o
veiculo. Uma hora apds a administracdo oral das substancias testes, os animais
receberam uma injecdo de 1 mL de solugdo de carragenina 1%, diretamente na
cavidade previamente formada pelas injecbes de ar estéril (bolsdo), com o objetivo de

induzir a resposta inflamatéria (Figura 20) (KIM et al., 2006).



(B)

Figura 20 - (A) Administragcao por via oral dos compostos testados e (B) Administragao
da carragenina 1% no bolséo de ar

Seis horas apos, os animais foram eutanasiados (deslocamento cervical). O
bolsao foi completamente lavado com 3 mL de uma solugao tampao EDTA 0,1% v/v. Em
seguida, uma pequena incisdo foi feita na parede do bolsdo, e o exsudato foi
cuidadosamente removido por meio de uma seringa estéril (Figura 21). A contagem
diferencial do numero total de leucdcitos (PMN) foi executada microscopicamente, apos
diluicdo de uma amostra do exsudato (50 yL) em
solugdo de Turk (250uL), utilizando-se uma camara de Newbauer. Os dados foram
analisados estatisticamente através de analise de varidancia (ANOVA) e teste de
Bonferroni com intervalo de confianga de 95%, utilizando-se o software Origin 7.0
(KHANUM, SHASHIKANTH, DEEPAK, 2004).
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(D)

Figura 21 - (C) Lavagem do bolsdo com EDTA 0,1% e (D) Coleta do exsudato com
seringa estéril

O percentual de inibicdo da migragdo celular dos compostos testados foi

calculado de acordo com a equacgao abaixo (PALASKA et al., 2002).

Atividade antiinflamatéria % = (m-m’/m) x 100

Onde, m e m’ representam a média do numero de células nos grupos controle
(veiculo) e tratados, respectivamente. A contagem diferencial do nimero total de células
do grupo controle (veiculo) corresponde a 100% de inflamagdo. Tomando-se por
referéncia o valor do grupo controle (veiculo), calculou-se o percentual de inibigdo da
inflamagao dos demais compostos. Todos os valores descritos nas figuras e texto foram
expressos como média + erro padrao da média (EPM) para o numero de animais
estudados (n = 6).

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Seis novos compostos das séries LPSF/SF e LPSF/GQ foram estudados para a
atividade antiinflamatéria no modelo de inflamagcdo do bolsdo ar induzido por

carragenina em camundongos, nas doses de 0,3 e 3 mg/Kg administrados oralmente.



Todos os representantes das séries LPSF/SF e LPSF/GQ testados demonstraram
interessante atividade antiinflamatéria, com um percentual de inibigdo da migragao
celular variando entre 34,97 a 78,21% (Tabela 6).

Tabela 6 — Atividade Antiinflamatoria apresentada pelos derivados das séries LPSF/SF e
LPSF/GQ com respectivas doses em mg/Kg de peso corporeo do camundongo. Os
valores apresentados sao significativos para o intervalo de confianga de 95% (ANOVA,
teste de Bonferrori)

LPSF/SF-10 NO:2 0,3 7,92.10-1 19,22 + 1,44 60,91
LPSF/SF-13 NO:2 3 7,16 15,65 + 1,87 68,17
0,3 7,16.10-1 31,98 + 3,02 34,97

0,03 7,16.102 17,96 + 0,003 19

LPSF/SF-15 NO:2 3 6,68. 10,72 1,30 78,21
0,3 6,68. 10-1 23,05 + 1,67 53,13

0,03 6,68. 102 18,97 + 0,03 14

LPSF/SF-17 NO:2 3 6,98 15,66 + 1,44 68,15
0,3 6,98. 10-1 18,91 + 3,75 61,56

LPSF/GQ-22 CHs 3 8,47 16,73 + 1,87 65,98
LPSF/GQ-23 CHs 0,3 718104 17,75 + 0,93 63,91
Piroxicam 3 9,05 15,06 * 1,91 69,37
Salina 49,18 + 1,91 -

PMN = Leucdcitos polimorfonucleares. Camundongos tratados oralmente com o0s novos
derivados tiazolidinicos nas doses mencionadas. Cada valor representa a média * erro padrao
de n = 6 animais. O percentual de inibicao foi calculado de acordo com a equacao: Atividade
antiinflamatéria % = (m-m’/m) x 100
Daniel Tarciso Martins Pereira

O composto 5-(3-bromo-4-metdéxi-arilideno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina2,4-diona
(LPSF/SF-15) (29) revelou-se o mais efetivo dentre os testados na dose de 3 mg/kg,
alcangando um nivel de inibigao (78,21 %) da migragao celular superior ao piroxicam,
droga padrao (69,37 %) (Figura 22). Também observamos inibicdo da migragao celular
com 0s compostos 5-(3-bromo-arilideno)-3-(4-nitrobenzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/SF-13) (28) (68,17%), o 5-(3,4,5-trimetoxiarilideno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-



2,4-diona (LPSF/SF-17) (30) (68,15 %) e o 5-(3-bromo-4-metdxi-arilideno)-3-(4-metil-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ22) (24) (65,98%) na dose de 3 mg/Kg.
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Figura 22 — Estrutura quimica do 5-(3-bromo-4-metoxi-arilideno)-3-(4-nitro-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-15) (29)

Adicionalmente, a substituicdo do grupamento arilideno pelo grupo 1Hindol-3-il-
metileno na posigédo 5 do nucleo tiazolidinico levou a uma acentuada redug¢do na inibigéo
da migracéo celular observada no derivado 5-(1H-indol-3-ilmetileno)-3-(4-nitro-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-10) (26) (47,14%), na dose 3 mg/kg (Figura 23).
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Figura 23 - Estrutura quimica do 5-(1H-indol-3-il-metilideno)-3-(4-nitro-benzil)tiazolidina-
2,4-diona (LPSF/SF-10) (26)

5.3.1. Influéncia dos Substituintes na Resposta Bioldgica

Ottana e colaboradores (2005a) verificaram que derivados tiazolidinicos com
grupamento arilideno de configuragao (Z), geralmente conduzem a inibigdo da COX-2.
Ao mesmo tempo, a introdugdo de um substituinte na posicdo para deste grupamento
representa uma contribuicdo positiva na inibicdio da COX-2, com excecdao do
grupamento 4-SO2CHs. Adicionalmente, este estudo demonstrou que o grupamento 4-
OCHs é muito mais ativo do que o seu analogo 3-OCHs em igual concentragao e que
substituicbes bioisostéricas do atomo de oxigénio pelo de enxofre resultando em 4-

SCHs, conduz a um melhoramento na resposta (Figura 24).

N
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R

R = 3-OCHS3; 4-S-CHS3; 4-SO2CHS3; 4-OCH3; 4-Cl; 3,4-(OCH3)2
Figura 24 - Estrutura quimica do 5-arilideno-2-fenilimino-3-propil-tiazolidinona

Considerando-se os representantes da série LPSF/SF, destacamos o derivado
LPSF/SF-15 (29) com percentuais de inibicdo da migracao celular de 78,21% e 53,13%,
para as doses de 3 e 0,3 mg/kg respectivamente (Grafico 1). Nos derivados substituidos
com o grupamento nitro em posigao para do grupo benzilico (LPSF/SF), destacamos a
contribuigdo do grupamento metoxi em para no grupo arilideno que se associa aos
efeitos elétron-retirador do atomo de bromo (LPSF/SF 15) (29), como relevantes para a
atividade antiinflamatéria. A retirada o grupamento metoéxi em para conduz ao derivado
LPSF/SF-13 (28) que apresenta apenas os efeitos eletrénicos do atomo de bromo na
mesma posicao, contribuindo para reducdo moderada na atividade antiinflamatéria.
Quando substituimos o grupamento nitro (LPSF/SF-15) (29) (78,21%) na posi¢ao para
do grupo benzilico por um grupamento metila (LPSF/GQ-22) (24) (65,98%), observamos
uma redugao da atividade antiinflamatéria. Este resultado sugere que o grupamento nitro
na posigao para do grupo benzilico representa uma contribuicdo quimica positiva para

acao inibitéria da migragao celular, provavelmente devido aos efeitos elétron-retirador do



grupo nitro (Graficos 1 e 2) (Figura 25).
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Figura 25- Derivados tiazolidinicos sintetizados pelo LPSF/GPIT/UFPE
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Grafico 1 - Percentual de Inibigdo da migracdo celular dos derivados 5-arilideno-3(4-
nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF). O percentual de inibicdo foi calculado de
acordo com a equacgao: Atividade antiinflamatéria % = (m-m’/m) x Grafico 2 - Percentual
de Inibicdo da migracao celular dos derivados 5-arilideno-3(4-metil-benzil)-tiazolidina-
2,4-diona (LPSF/GQ). O percentual de inibicao foi calculado de acordo com a equagéo:
Atividade antiinflamatéria % = (m-m’/m) x 100
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Surpreendentemente, os dados obtidos neste experimento com os derivados da
série LPSF/GQ demonstram que a atividade inibitoria relacionada a migracdo de PMN
reduziu com o aumento da dose administrada. Resultados contrarios foram achados
com os derivados da série 5-arilideno-3-(4-nitro-benzil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF),

com excegéo do composto LPSF/SF-10 (26).

Devido a néao realizacdo de testes especificos nenhum mecanismo de agao
antiinflamatério relacionados a estes compostos pode ser sugerido. Entretanto, os
resultados obtidos mostram-se significativos, fato este que sugere um estudo mais

aprofundado destas séries de compostos.

ESTUDO DE MODELAGEM MOLECULAR

6. ESTUDO DE MODELAGEM MOLECULAR

6.1. Estudo da estrutura e analise conformacional dos derivados 5-arilideno3-(4-
metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona  (LPSF/GQ) e  5-arilideno-3-(4-nitrobenzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF)

A estrutura e a analise conformacional dos representantes da série LPSF/GQ e

LPSF/SF, explorados quanto a sua atividade antiinflamatéria, foram obtidas utilizando o



método AM1 (DEWAR et al., 1985), do programa BioMedCache [BioMedCAChe version
6.1, Copyright ©2000-2003 Fuijitsu Limited, Copyright©1989-2000, Oxford Molecular Ltd.,
http:///www.CACheSoftware.com], usando os valores de default para critério de

convergéncia.

Os resultados obtidos nestes calculos estido de acordo com os estudos realizados
anteriormente por Mourdo e colaboradores (2005) com derivados 5arilideno-

tiazolidindnicos e confirmam o isbmero configuragdo Z como o mais estavel.

6.2. Forma de ligacdo dos derivados 5-arilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina2,4-
diona (LPSF/GQ) e 5-arilideno-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF) no
sitio ativo da COX-2

Utilizando, como alvo, o complexo enzimatico SC-558/COX, simulacdes
computacionais foram realizadas para explorar o modo de ligagdo dos representantes
das séries LPSF/GQ e LPSF/SF, candidatos a agentes antiinflamatoérios. O programa
usado para esses calculos foi o FlexX, que é um programa de “docking” que considera a
flexibilidade do ligante (RAREY et al., 1996).

A estrutura cristalina da enzima COX-2 complexada com o inibidor SC-558
seletivo para COX-2 (1-phenylsulfonamide-3-trifluoromethyl-5-parabromophenylpyrazole)
(Figura 26), esta disponibilizada no banco de dados do RCSB Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb) (6COX — cddigo — PDB). A conformacao e orientagao espacial
do SC-558 extraido do complexo cristalografico inibidorenzima foi usado como modelo
para a avaliagdo dos compostos representantes das séries 5-arilideno-3-(4-metil-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) e 5arilideno-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/SF) no sitio ativo da enzima. O sitio ativo foi definido com os atomos a uma
distancia de raio de 6,5A° do ligante co-cristalizado. O modelo de interagdo proposto
para os ligantes no sitio ativo da 6COX foi determinado como sendo a conformacéao de
maior estabilidade (melhor “docking”) dentre as 30 conformagdes geradas no modelo
ligante de acordo com a fungdo “score” do programa FlexX, ou seja, a estrutura que
apresenta a energia de ligacdo mais favoravel (energia de binding). As geometrias
destes compostos foram, subsequentemente, otimizadas usando o campo de forga
Tripos com cargas Gasteiger-Huckel (Sybyl version 7.2, Tripos Associates Inc., St.
Louis, Missouri, USA).



6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de validar o protocolo de “docking”, o ligante conformacional SC-558 (Figura
26) foi retirado da estrutura cristalografica do complexo COX-2/ligante e em seguida,
realizado o “docking” no sitio ativo. A analise estrutural do complexo SC-558/COX-2

indicou que o inibidor seletivo interagiu com os aminoacidos His90 e Leu352 (Figura 27).

Br

H2N N s
0’/“3\

!
o}

Figura 26 - SC-558, inibidor seletivo da COX-2
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Figura 27 — Modo de ligagdo do ligante SC-558 ao sitio ativo da COX-2. Principais
ligacbes de hidrogénio (em amarelo) formadas entre o radical amino e o atomo de
oxigénio do ligante SC-558 e os aminoacidos His90 e Leu352 no sitio ativo da COX-2.

Adicionalmente, o piroxicam (Figura 28), inibidor ndo seletivo da COX, utilizado
como padrao de referéncia na avaliagao da atividade antiinflamatoria dos representantes
das séries LPSF/GQ e LPSF/SF, interage com o sitio da COX-2 por meio de liga¢des de

hidrogénio com os aminoacidos Ser530 e Val523 (Figura 29).
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Figura 28 - Piroxicam, derivado oxicam, inibidor ndo seletivo da COX

WALEZ3

Figura 29 — Modo de ligagao do piroxicam ao sitio ativo da COX-2. Principais ligagdes de
hidrogénio (em amarelo) formadas com os aminoacidos Ser530 e Val523

O perfil de ligagao dos compostos representantes das séries 5-arilideno-3(4-metil-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ) e 5-arilideno-3-(4-nitro-benzil)tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/SF) no sitio ativo da enzima COX-2 foi comparado com o perfil do
composto SC-558.

O representante mais ativo da série LPSF/GQ, o composto 5-(3-bromo-4metoxi-
arilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-22) (0,3 mg/kg)
(24) interage com a COX-2, através de ligagdo de hidrogénio entre o oxigénio do

substituinte p-metdxi do grupamento arilideno e o aminoacido Glu343 (Figura 30 e 31).
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Figura 30 - LPSF/GQ-22, derivado da série LPSF/SF, candidato a agente
antiinflamatadrio

Figura 31 — Perfil de ligagdo do LPSF/GQ 22 ao sitio ativo da COX-2. Principais ligacbes
de hidrogénio (em amarelo) formadas com o oxigénio do substituinte pmetdxi do
grupamento arilideno e o aminoacido Glu343.

A analise estrutural do complexo SC-558/COX-2 demonstra que a forma de
ligacdo do inibidor seletivo da COX-2 ocorre através de ligagbes com os aminoacidos
His 90, GIn 192,e Arg 513, localizados no fundo do sitio ativo da COX-2. O composto 3-
(4-nitro-benzil)-5-(3,4,5-trimetoxi-arilidideno)-tiazolidina-2,4diona  (LPSF/SF-17)  (30),
apresentou a menor energia de ligagao livre (-27,044 Kcal/mol) ou seja, conformagao
estrutural com a menor energia de ligagdo. O modo de ligagédo do composto LPSF/SF-17
(30) (68,15 %) com o sitio ativo da COX-2 ocorre através de ligagbes de hidrogénio,
entre os atomos de oxigénio dos substituintes 3,5-metdxi do grupamento arilideno com
os aminodacidos Glu343 e Arg288 e, entre o substituinte nitro do grupamento benzilico

com os aminoacidos His323, Tyr473 e Ser289 (Figura 32).



Figura 32 — Modo de ligacao do LPSF/SF-17 ao sitio ativo da COX-2. Principais ligagbes
de hidrogénio (em amarelo) formadas entre os atomos de oxigénio dos substituintes 3,5-
metdxi do grupamento arilideno com os aminoacidos Glu343 e Arg288 e, entre o
substituinte nitro do grupamento benzilico com os aminoacidos His323, Tyr473 e
Ser289.

Na Tabela 7, estdo expressos os resultados de “docking” para os
representantes das séries 5-arilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ) e 5-arilideno-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF),
conforme modelo de interagao proposto para os ligantes no sitio ativo da COX-2
de acordo com a fungao “score” do programa FlexX.

Tabela 7 — Resultados de “docking” dos ligantes das séries LPSF/GQ, LPSF/SF, e
piroxicam na COX-2.
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A analise do modo de ligagao no sitio ativo da COX-2 dos compostos LPSF/GQ-
22 e LPSF-SF-17, em relagcdo ao composto SC-558, demonstra claramente que estes
ligantes estdo ancorados em residuos diferentes no sitio ativo, ou seja, em regides

diferentes, indicando que estes compostos nao séo seletivos para COX-2 (Figura 33)
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Figura 33 — Modo de ligagdo dos compostos LPSF/GQ-22, LPSF/SF-17 e SC-558 ao
sitio ativo da COX-2 (em vermelho).

Derivados da tiazolidina-2,4-diona, a exemplo da rosiglitazona, atuam como
agonistas sintéticos dos receptores ativados pelo proliferador peroxissémico - PPARYy,
envolvido em uma ampla variedade de fungdes fisiolégicas e patoldégicas como o cancer,
aterosclerose, diabetes tipo 2 e doengas neurodegenarativas, como a doenga de
Alzheimer’'s (TSUKAMOTO et al., 2004; SUBBARAMAIAH et al., 2001).

Atualmente, tem havido um grande interesse na fungcdo do PPARy no evento
inflamatorio. DEVCHAND et al. (1996) foi o primeiro a relatar que camundongos
deficientes em PPARYy apresentavam um aumento na resposta inflamatéria induzida por
leucotrieno B4 e acido araquiddnico. Diferentes agonistas tiazolidinicos PPARy atuam
inibindo diferentes fungdes imunes em macréfagos; células endoteliais; linfocitos T e B e
células dendriticas (FEINSTEIN et al., 2005). Estudos realizados por KATO et al. (1999)
tem demonstrado que derivados da tiazolidina-2,4-diona atuam inibindo a expressao do
mMmRNA PAI-1 induzido por TNF-a, e provavelmente, este mecanismo é regulado pelo
PPARy, em concentragbes micromolares (10-20uM), reduzindo este fator de risco
associado a aterosclerose. Rosiglitazona e troglitazona, derivados tiazolidiicos agonistas
do PPAR v, inibem a inflamagdo em modelos de colite. A rosiglitazona também atua
inibindo o edema induzido por adjuvante completo de Freund e carrragenina (OLIVEIRA
et al, 2007). No cérebro humano, a alterada expressdao de mRNA da COX-2 esta
relacionada como uma evidéncia do mal de Alzheimer. SUBBARAMAIAH et al. (2001),
relata que agonistas PPARYy tais como a troglitazona suprimem a ativagao transcricional

da COX-2 em células humanas.

Estas evidéncias e os resultados da atividade antiinflamatéria dos representantes
da série LPSF/GQ e LPSF/SF, fornecem a base para a investigacdo do “docking” no

PPARYy (tabela 8).
Tabela 8 — Resultados de “docking” dos ligantes das séries LPSF/GQ, LPSF/SF e
rosiglitazona.



LPSF/GQ-22 -14,602
LPSF/SF-10 -22,910
LPSF/SF-13 -22,679
LPSF/SF-15 26,547
LPSF/SF-17 -27,972
Rosiglitazona -34,029

Utilizando como alvo a estrutura da macromolécula do PPARYy, obtida do banco
de dados de proteinas RCSB Protein Data Bank (http//www.rcsb.rg/pdb) onde a
rosiglitazona esta co-cristalizada com essa enzima com cédigo 2PRG — PDB, observou-
se que os representantes das séries LPSF/GQ e LPSF/SF, quando comparados com o
ligante Rosiglitazona, encontram-se ancorados nos mesmos residuos ligante no sitio
ativo da enzima. A rosiglitazona forma ligacbes de hidrogénio com os aminoacidos
Ser289, His323, GIn286, His449 e Tyr473, enquanto que o composto LPSF/SF-13,
mostra-se sobreposto a rosiglitazona, ligando-se, através de ligagdes de hidrogénio, aos
aminoacidos His449, Tyr473 e GIn286 (Figura 34).

Figura 34 — Modo de ligagdo dos compostos LPSF/SF-13 (roxo) e rosiglitazona (azul)
sobrepondo-se simultaneamente no sitio ativo do complexo PPARYy.

Adicionalmente, o composto LPSF/SF-15, interage com o PPAR:, no mesmo sitio
ativo da rosiglitazona, através de ligagdes de hidrogénio, entre os oxigénios do grupo

nitro do anel benzilico em posicdo 3 com os aminoacidos GIn286, His449 e Tyr473.



Estes mesmos aminoacidos também estdo envolvidos na formacdo de pontes de
hidrogénio com o oxigénio em posicao 2 — His449 e GIn286 e com o atomo de nitrogénio
em posicao 3 — Tyr473 na rosiglitazona. O oxigénio do grupo metoxila em posicao para
do grupo benzilideno forma pontes de hidrogénio com os aminoacidos Ser342 e Glu343
(Figura 35).
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Figura 35 — Modo de ligacdo dos compostos LPSF/SF-13 (laranja) e rosiglitazona (azul)
sobrepondo-se simultaneamente no sitio ativo do complexo PPARYy.

Os compostos LPSF/SF13 e LPSF/SF15, representantes da série 5arilideno-3-(4-
nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF), demonstraram uma energia de ligagao no
complexo PPARy da ordem de —22 Kcal/mol e —26 Kcal/mol respectivamente. Deste
modo, acreditamos que estes compostos agonistas do PPARy possam estar

contribuindo para o mecanismo de acao antiinflamatario.
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7. CONCLUSOES

Recentes estudos tém demonstrado o potencial dos derivados tiazolidinicos
contribuindo para a regulacdo da resposta inflamatéria em diferentes modelos

experimentais in vivo e in vitro.

Dezenove novos derivados tiazolidinicos 3,5-substituidos das séries LPSF/GQ e
LPSF/SF foram sintetizados e tiveram suas estruturas quimicas elucidadas por
espectroscopia de infravermelho, ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e

espectrometria de massas.

Seis representantes das séries LPSF/GQ e/ou LPSF/SF tiveram sua atividade
antiinflamatodria investigada no modelo de inflamagado do bolsdo de ar induzido por
carragenina em camundongos. Todos os derivados tiazolidinicos testados
demonstraram uma atividade antiinflamatéria, com um percentual de inibicdo da
migragao celular variando entre 34,97 a 63,91% para a dose de 0,3 mg/Kg. Destacamos
o derivado 5-(3-bromo-4-metdxi-benzilideno)-3-(4-nitrobenzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/SF-15) (29), com 78,21% de inibicdo da migragao celular, na dose de 3 mg/kg,

perfil de atividade superior ao farmaco piroxicam.

Algumas caracteristicas estruturais dos compostos sintetizados das séries
LPSF/GQ e LPSF/SF que contribuiram efetivamente para a acao antiinflamatéria foram
identificadas, particularmente a presenga dos substituintes metdxi e fenil em posicéao
para no grupo benzilideno. Deste modo, estes substituintes conduziram na
potencializagdo da inibicdo da migracéo de leucdcitos polimorfonucleares para o local da

inflamacao.

Os resultados obtidos com os representantes das séries LPSF/GQ e/ou LPSF/SF,
no modelo de inflamagao do bolsdo de ar induzido por carragenina, sdo importantes e
comprovam o potencial dos derivados tiazolidinicos substituidos em posi¢céo 3 e 5 como
candidatos a agentes antiinflamatarios.

Adicionalmente, os resultados obtidos nos estudos de modelagem molecular com

os representantes das séries LPSF/GQ e/ou LPSF/SF sugerem um provavel mecanismo



antiinflamataério, para os compostos estudados, mediado via PPARY.

Este trabalho aponta perspectivas para um estudo aprofundado com os demais
compostos destas séries, com a realizagao de ensaios farmacoloégicos complementares
e determinacdo da DE50 a fim de esclarecer o mecanismo de agao antiinflamatério,
associado com a identificacdo e otimizacdo destas séries de compostos através das
diferentes estratégias fundamentadas na Quimica Medicinal, obtendo-se novos
derivados tiazolidinicos candidatos a farmacos antinflamatorias mais especificos e

menos toxicos.
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