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RESUMO

A inflamagdo é uma resposta complexa envolvendo componentes celulares e moleculares,
denominados de mediadores da inflamacéo. De forma geral os principais componentes para o
desenvolvimento da inflamagdo s&o: vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular,
ativacdo e adesdo celular e coagulacdo. Apresenta-se na clinica por cinco sinais
caracteristicos, os sinais cardinais da inflamac&o: dor, rubor, calor, edema e perda da fungéo
do membro atingido. O aumento da expectativa de vida de forma descontrolada e sem os
devidos cuidados com a saude, levou a uma crescente prevaléncia de doencas artriticas, como
a osteoartrite e artrite reumatoide, e com isso nos Ultimos anos o numero de prescrices de
anti-inflamatorios ndo-esterdides (AINES) aumento significativamente. No entanto, os efeitos
adversos associados aos anti-inflamatdrios, sdo cada vez mais comuns, 0 que nos leva a cada
ano a busca por compostos novos mais eficientes. Os derivados do grupo tiazol,
especificamente a tiazolidinona, tem sido relatado na literatura, como potenciais agentes anti-
inflamatorias. Neste estudo, avaliou-se a atividade anti-inflamatoria de novos derivados
tiazolidinicos utilizando uma estratégia de sintese répida e eficiente. Os cinco derivados foram
obtidos com rendimentos que variaram de 63-79% e caracterizados por RMN (33C e H), IV e
MS. No teste de toxicidade em dose Unica as novas tiazolidinonas sintetizadas ndo
apresentaram variacdo nos parametros fisiolégicos e comportamentais, bem como nenhum
efeito toxico significativo durante e apds a experimentacdo. Foi realizado o teste de edema de
pata induzida por carragenina, afim de verificar a atividade anti-inflamatoria dos novos
compostos. No teste de edema de pata induzido por carragenina, os derivados JF-38 e JF-43
apresentaram 100% de inibicdo do edema na sexta hora (30 mg/kg), enquanto o farmaco
padrdo, indometacina (10mg/kg) apresentou 85,22% de inibicdo. Desta forma, os resultados
indicam que esses dois derivados tiazolidinicos apresentam atividade anti-inflamatoria
promissora.

Palavras-chaves: Quimica medicinal. Anti-inflamatorio. Carragenina.



ABSTRACT

Inflammation is a complex response involving cellular and molecular components, called
inflammation mediators. In general, the main components for the development of
inflammation are: vasodilation, increased vascular permeability, activation and cell
adhesion, and coagulation. The cardinal signs of inflammation: pain, flushing, heat, edema
and loss of limb function are presented in the clinic by five characteristic signs. The
increase in life expectancy in an uncontrolled way and without proper health care has led
to an increasing prevalence of arthritic diseases such as osteoarthritis and rheumatoid
arthritis, and in recent years the number of non-Steroids (NSAIDs) increased significantly.
However, the adverse effects associated with anti-inflammatories, are increasingly
common, which leads us each year the search for new compounds more efficient.
Derivatives of the thiazole group, specifically thiazolidinone, have been reported in the
literature as potential anti-inflammatory agents. In this study, the anti-inflammatory
activity of new thiazolidine derivatives was evaluated using a fast and efficient synthesis
strategy. The five derivatives were obtained in yields ranging from 63-79% and
characterized by NMR (*3C and *H), IR and MS. In the single dose toxicity test the new
synthesized thiazolidinones showed no variation in physiological and behavioral
parameters, as well as no significant toxic effect during and after experimentation. The
carrageenan-induced paw edema test was performed in order to verify the anti-
inflammatory activity of the new compounds. In the carrageenan-induced paw edema test,
JF-38 and JF-43 derivatives showed 100% inhibition of edema at the sixth hour (30 mg /
kg), while the standard drug, indomethacin (10 mg / kg) presented 85, 22% inhibition.
Thus, the results indicate that these two thiazolidine derivatives have promising anti-
inflammatory activity.

Keywords: Medical chemistry. Anti-inflammatory. Carrageenan.
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1 INTRODUGCAO

A cada ano mais de 650 mil idosos sdo incorporados na populagéo brasileira, com isso a
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) estima que até 2025, o Brasil serd o sexto pais do
mundo com o0 maior nimero de pessoas idosas (MOTA et al., 2010). O aumento da
expectativa de vida nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento levou a uma crescente
prevaléncia de doencas artriticas, que tem sido acompanhado pelo aumento das prescri¢fes de
anti-inflamatorios ndo-esterdides (AINEs). Estes sdo os farmacos mais utilizados para no
tratamento do comprometimento musculo-esquelético e doencas artritica, como a osteoartrite
e artrite reumatoide (SCARPIGNATO & HUNT, 2010); também muito utilizado pela sua
eficacia no tratamento da dor e febre geral, bem como os seus efeitos antiplaquetario, na
profilaxia de eventos cardiovasculares e cerebrovasculares (LEE & CRYER, 2011).

Os AINEs s&o mais frequentemente administrados por via oral; sendo entdo absorvidos
pelo sistema digestivo e metabolizados pelo figado ou os rins. Podem também ser
administrados por via tdépica ou por injecdo intramuscular (ZILTENER, LEAL &
FOURNIER, 2010). O seu mecanismo de acdo é a inibicdo da sintese de prostaglandinas
(PGs), por meio da inibicdo das ciclooxigenase, enzima responsavel pela primeira etapa dessa
biossintese (CLARK et al., 2013). Ciclooxigenase é a denominacdo geral dessa enzima, visto
que, ela existe em duas isoformas, referidas como COX-1 e COX-2.

A COX-1 é expressa constitutivamente na maioria células de mamiferos sendo
importante positivamente por suas fun¢des de manutencédo, tais como citoprotecdo epitelial
géstrica através da PGl2. J& a COX-2 é expressa constitutivamente ou ap6s a inducéo por
estimulos inflamatorios, hormonais e fatores de crescimento, estando envolvida tanto na
inflamacdo como na reproducdo, fisiologia renal, reabsorcdo Gssea e neurotransmissao
(KOWALSKI & STEVENSON, 2013). Durante o processo inflamatorio, ndo ha variagéo na
quantidade da COX-1, enquanto a COX-2 sofre um aumento dramatico dos seus niveis,
elevando as PGs pré-inflamatoérias (RAO & KNAUS, 2008).

Com isso, o efeito anti-inflamatorio dos AINEs é geralmente o resultado da inibicdo da
COX-2, enquanto que os efeitos colaterais sdo principalmente devidos a inibicdo da COX-1
(CASTAGNETTI & MARIELLA, 2015); os efeitos mais comuns sdo: gastrite, disfuncdo
plaquetaria, comprometimento renal e broncoespasmo (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2007).

A busca por anti-inflamatorios seletivos a COX-2 comecou na década de 90 e, ndo tao tarde,

em 1999 a Pfizer® langou o primeiro inibidor seletivo da COX-2, o celecoxib; em seguida
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a Merck® langou o rofecoxib. Em pouco tempo, ambos, atingiram vendas superiores a um
bilhdo de ddlares nos EUA dentro de 15 meses apds o lancamento. No entanto, estudos
posteriores, demonstraram que o0s inibidores seletivos da COX-2 desajustam o equilibrio
natural entre os processos protrombdticos e antitromboticos, potencialmente aumentando a
possibilidade de um evento cardiovascular trombotico, resultando na retirada de alguns
farmacos dessa classe de medicamentos no inicio dos anos 2000 do mercado, inclusive no
Brasil (RAO & KNAUS, 2008).

Dentro desse contexto, visando a descoberta de novas terapéuticas anti-inflamatérias, a
pesquisa de novos derivados 4-tiazolidinicos se aplica devido a sua grande importancia na
qguimica medicinal e sua diversidade de atividades bioldgicas, tais como anti-inflamatodrias,
anti-proliferativas,  antiviral,  anticonvulsivo, anti-diabético,  anti-hiperlipidémico,
cardiovascular, anti-tuberculoso, antifungico e antibacteriano (TRIPATHI et al., 2014).

Varios métodos para a sintese de 4-tiazolidinonas sd8o amplamente relatados na
literatura. As principais vias sintéticas envolvem trés componentes: uma amina, um composto
carbonilado e um mercapto-acido. A sintese classica se da pela condensacdo de trés
componentes, em duas etapas. As reagdes comecam pela formacdo de uma imina (o azoto da
amina ataca a carbonila do aldeido ou cetona), que sofre ataque nucleofilico do enxofre,
seguida por ciclizagio intramolecular e eliminagdo de agua (MARKOVIC et al., 2005).

Assim, o presente trabalho tem como objetivo sintetizar novos derivados 4-
tiazolidinicos e avaliar sua potencial atividade anti-inflamatdria pelo método de edema de pata
induzido por carragenina.
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2 OBJETIVOS
Geral

Sintetizar e avaliar a atividade anti-inflamatdria de novos derivados (E)-etil-2-((Z2)-2-

(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-bromofenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato
substituidos (LgIT/JF).

Especificos

Sintetizar e determinar as caracteristicas fisico-quimicas de novo derivados das séries
N-(4-bromofenil)-hidrazina-carbotiamida substituidos.

Sintetizar e determinar as caracteristicas fisico-quimicas de novos derivados das séries
(E)-etil-2-((Z)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-bromofenil)-4-
oxotiazolidin-5-ilideno) acetato substituidos;

Caracterizar estruturalmente os compostos através de Ressonancia Magnética Nuclear

de hidrogénio (RMNlH), Ressonancia Magnética Nuclear de carbono treze

(RMN13C), espectroscopia de absorcao vibracional na regido do infravermelho (1V) e
Espectrometria de Massas (EM);

Realizar ensaio de toxicidade aguda dose Unica;

Avaliar atividade anti-inflamatéria através da metodologia de edema de pata induzido
por carragenina em camundongos;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A INFLAMACAO

Lesdo tecidual, traumas mecanicos ou invasdo por agentes infecciosos podem ser
mecanismos causais de uma inflamacgdo. Esses, seguidos dos quatros sinais cardinais da
inflamacdo: dor, rubor, calor e edema, caracterizam 0 seu processo inicial; muitas vezes
ocorrendo alteracdes funcionais na area atingida (GALLIN et al., 1982).

Estes sinais sdo provenientes da dilatacdo de arteriolas e aumento da permeabilidade
vascular por acdo de mediadores inflamatoérios. O aumento do fluxo sanguineo na érea lesada
produz eritema e calor, assim o0 aumento da temperatura ativa as reacdes metabdlicas e
liberam calor adicional. O edema surge com aumento da permeabilidade (VERGNOLLE,
2008). Sem inflamacéo, a reparacdo tecidual seria impossivel e os 6rgdos danificados se
tornariam comprometidos permanentemente (ROBBINS et al., 2005)

A instalacdo do processo inflamatdrio pode ser dividida em trés fases. A inflamacao
aguda refere-se a resposta inicial a lesdo tecidual; ¢ mediada pela liberacdo de substancias
como histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas e leucotrienos, e, em geral, precede
0 desenvolvimento da resposta imune. A resposta imune aparece, quando as células
imunologicamente competentes sdo ativadas em resposta a organismos estranhos ou
substancias antigénicas, liberadas durante a resposta inflamatéria aguda ou crbnica. A
inflamacdo cronica envolve a liberacdo de diversos mediadores que ndo sdo proeminentes na
resposta imune. Entre eles, estdo o interferon e interleucinas (SILVA et al., 2002).

Sendo de forma geral os principais componentes para o desenvolvimento da inflamacéo
0s seguintes eventos: (a) vasodilatacdo; (b) aumento da permeabilidade vascular; (c) ativacdo
e adesdo celular; (d) e coagulagédo (SAYERS, 2002).

A inflamacdo é uma resposta complexa envolvendo componentes celulares e
moleculares, denominados de mediadores da inflamacdo. Estes estdo envolvidos na génese e
manutencdo dos eventos caracteristicos do processo, ligando-se a receptores especificos nas

celulas-alvo, estimulando ou ndo a liberagdo de outros mediadores (ZHOU et al., 2007).

3.1.1 Principais mediadores da inflamacao
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Os mediadores da inflamacdo podem ser originados do plasma, de células e de tecidos
necroticos. Os de origem celular, normalmente, estdo armazenados em granulos intracelulares,
sendo secretados apos o primeiro estimulo de inflamacdo. Como exemplo, temos a histamina,
que se encontram armazenadas em granulos nos mastdcitos (ROBBINS et al., 2005). Outros
mediadores pré-formados sdo a bradicinina e serotonina (SERPELL, MAKIN & HARVEY,
1998). Sendo as primeiras aminas vasoativas a serem liberadas pelos macrdfagos, mastocitos
e plaquetas, a histamina e serotonina (BESSON, 1999).

Outros mediadores sdo sintetizados na sua origem, a exemplo temos as prostaglandinas,
tromboxanos e citocinas. Esses sdo chamados de derivados do acido araquidénico (AA) ou
eicosanoides (BOYCE, 2005). Os fosfolipidios de membrana, principalmente, fosfatidilcolina
e fosfatidiletanolamina sdo hidrolisados pela enzima fosfolipase A2 (PLA2) originando o AA
(CARVALHO, CARVALHO & RIOS-SANTOS, 2004) e assim, apds acdo de duas enzimas
diferentes, as ciclooxigenases (COX) e a lipoxigenase (LOX) os principais mediadores séo
sintetizados, entre eles as prostaglandinas (PG) (MEOTTI, 2006) (Esquema 1).

FOSFOLIPIDEO DE MEMBRANA

1 PLA2

ACIDO ARAQUIDONICO

CoX 1 1 LOX

VIA DAS PROSTAGLANDINAS E VIA DOS LEUCOTRIENOS
TROMBOXANOS

Esquema 1. Vias de sintese dos principais mediadores quimicos, derivados do acido araquiddnico (AA),
ciclooxigenases (COX) e lipoxigenase (LOX), através da acdo da enzima da fosfolipase Az (PLA.). Fonte: Autor.

Citocinas sdo proteinas soluveis, de baixo peso molecular, secretadas pelos leucdcitos e
outras células do organismo, principalmente em resposta a estimulos antigénicos, que atuam
como mensageiros do sistema imune. Citocinas que agem em outros leucdcitos sdo

denominadas interleucinas (IL). As IL estdo envolvidas na resposta e na apresentacao de
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antigenos, principalmente pelos linfocitos T auxiliares; algumas tem funcdo de controlar o
trafego basal e anti-inflamatdrio de leucocitos (VIANNA et al., 2011)

A transformacédo do AA a prostaglandinas ocorre por catalisacdo da reacdo pela COX.
Nessa primeira etapa, insere-se duas moléculas de oxigénio no AA, dando origem a
prostaglandina G2 (PGG2) (MOREIRA, 2003). A mesma enzima, por sua atividade
peroxidase, catalisa a reducédo desta prostaglandina para formar a PGH2. As PGG2 e PGH2
apresentam pouca atividade e servem como substrato para a formacdo de diferentes
prostaglandinas e tromboxanos ativos, incluindo PGD2, PGE2, PGFa, prostaciclina (PGI2) e
tromboxanos (CHANDRASEKHARAN & SIMMONS, 2004). Os esquemas de sintese das

PG podem ser visualizados na figura 1, a seqguir.
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Figura 1. Esquema de sintese das prostaglandinas. (1) Reacdo com a COX; primeiro passo oxidacao e apés a
redugdo a PGH: por sua acéo peroxidade. (11) ReacOes de isomerizagdo que ocorrem em células especificas do
organismo, sintetizando as PGs: PD2, PF2., PE2, Pl2 € 0 tromboxano A.. Fonte: Adaptado de
CHANDRASEKHARAN & SIMMONS, 2004,
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A maioria das PG estdo envolvidas em processos fisioldgicos como vasodilatagdo ou
vasoconstricdo, contracdo e relaxamento da musculatura brénquica e uterina, ovulacéo,
metabolismo 6sseo, aumento do fluxo sanguineo renal (resultando em diurese, natriurese e
estimulacdo da renina), supressdo da secrecdo A&cido gastrica, regulacdo de atividade
quimiotética celular, resposta enddcrina e angiogénese. J& seus efeitos patoldgicos, como
eritema e aumentos do fluxo sanguineo local, hiperalgesia, ocorre provavelmente devido a
sensibilizacdo de nociceptores; no aumento da temperatura corporal, ha estimulagdo de
citocinas sobre o hipotalamo. Quando sua producao é aumentada, ha aumento da sensibilidade
a dor e febre, além da resposta inflamatoria. As PGs sdo capazes da acdo anti-inflamatdria
devido a supressdo da sintese de IL-1 e sintese de Fator de Necrose Tumoral (TNF)
(HILARIO et al., 2006).

O principal produto da segunda via, o 5-hidroperoxieicosatetraendico (5-HETE), um
quimiotatico para neutréfilos, é convertido na grande familia chamada de leucotrienos. Essa
classe de enzimas sdo uma familia de substancias farmacologicamente ativas, sollveis,
localizadas no citosol e encontradas predominantemente nos pulmdes, plaquetas, células
endoteliais, monaocitos, mastocitos, eosindfilos e linfocitos B (MONTUSCHI, 2007).

Outro mediador envolvido no processo inflamatério é o dxido nitrico (NO). Ele é
biosintetizado pela conversdo da L-arginina pela enzima 6xido-nitrico sintase (NOS). Séo
conhecidas trés isoformas da NOS: a Oxido-nitrico sintase neuronal (nNOS), a forma
endotelial (eNOS) e a forma induzida (iINOS) (WONG & MARDSEN, 1996). A iNOS ¢
produzida por macréfagos, neutréfilos, plaguetas e outras células ativadas por citocinas,
causando danos oxidativos letais as células (BARRETO, CORREIA & MUSCARA, 2005).

Os niveis de NO produzidos durante a inflamacdo aguda ou crénica podem lesionar 0s
tecidos de forma direta, através de danos a proteinas, lipidos e DNA ou indiretamente,
modulando a atividade dos leucdcitos. Os niveis elevados derivado metabolitos do NO tém
sido encontrados no sangue, urina ou fluido sinovial de doentes afetados por doencas
inflamatdrias (por exemplo, artrite reumatdide ou sepse) e muitos agentes diferentes
conhecido para causar uma resposta inflamatdria também causar rapida acumulacdo do NO
em varios modelos experimentais. Com isso, 0 seu papel em varios modelos de doencas

inflamatdrias tem sido bem abordado nos ultimos anos (FARO et al., 2014).
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3.1.2 COX e suas isoformas

Existem trés isoformas da COX: COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-1 é amplamente
distribuida e expressa a forma constitutiva. As prostaglandinas PGE e PGI2 s&o sintetizadas
pela COX-1, que é chamada de constitutiva devido a sua presenca no organismo ocorrer de
forma fisiologica. Algumas de suas funcBes sdo: manter a integridade da mucosa géastrica
proporcionando protecdo as células epiteliais através da inibicdo da secrecdo gastrica
estimulada pela alimentacdo, histamina ou gastrina e reduzem o volume de secrecdo, a acidez
e 0 contetdo de pepsina. Além disso a COX-1 também é encontrada no prosencéfalo, onde as
prostaglandinas podem estar envolvidas em funcdo de integracdo, como a modulagdo do
sistema nervoso central (CARVALHO, CARVALHO & RIOS-SANTOS, 2004).

A COX-2 é expressa em situacfes em que estd ocorrendo o fenémeno da inflamacéo,
principalmente por células envolvidas no processo, como macréfagos e mondcitos. A presenga de
citocinas (interleucinas) estimulam sua producdo. Mas, em alguns tecidos ela € expressa de forma
constitutiva, como nos pulmdes, rins, endotélio vascular, cérebro e aparelho reprodutor feminino
(JOUZEAU et al., 1997; CHAHADE, GIORGI & SZAJUBOK, 2008)

Além das duas isoformas primeiramente identificadas, mais recente, uma terceira
forma, a COX-3 foi identificada, ela é codificada pelo mesmo gene que a COX-1, com a
diferenca de que a COX-3 mantém um intron que ndao € o mesmo que na COX-1. A sua
expressao foi determinada em cérebros de ratos, principalmente em hipotalamo e hipofise
(OKSUZ et al., 2015; CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

As ciclooxigenases sdo alvos bioldgicos dos medicamentos AINES. A inibicdo da COX
afeta diretamente o metabolismo do AA, inibindo assim a formacéo de eicosanoides, dentre eles

0s principais responsaveis pelos efeitos pro-inflamatdrios, as PG (FLOWER, 2003).

3.2 ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS (AINES)

O primeiro AINE de que se tem conhecimento foi o &cido acetilsalicilico. Da casca
do salgueiro (Salixal bavulgaris), Leroux em 1829, cristalizou a salicilina. Mais tarde, Pina
em 1836, isolou o acido salicilico. Kolbe e Leutemann, em 1859, conseguiram obter o acido
salicilico através de sintese e volta de 1874 estava sendo produzido industrialmente.
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E finalmente em 1899, foi introduzido na prética clinica o &cido acetilsalicilico (AAS) (Figura
2), apos estudos feitos por Hoffmann. Ele quimico da Bayer, descobriu estudos prévios feitos
por Gerhardt que acetilava o acido salicilico, minimizando seus efeitos adversos (GROSSER,
SMYTH & FITZGERALD, 2012).

COOH
(@]
Y
(@)

Figura2. Estrutura do 4cido acetilsalicilico (AAS). Fonte: Autor.

Estruturalmente eles sdo constituidos de uma porcdo acidica (&cido carboxilico ou
endis) ligado a um grupo planar aromético (Figura 3), logo a maioria sdo &cidos organicos
fortes com o0 pKa entre 3-5. O grupo &acido é essencial para atividade inibitéria COX, além de
servir como um grupo de ligacdo importante (Ligacdo idnica) com proteinas plasmaticas. O
grupo &cido, também é o local principal de metabolismo por conjugagdo, sendo a principal via
de eliminacdo para muitos AINES a glicuronidacdo (ASIRVATHAM, DHOKCHAWLE, &
TAURO, 2016).

= | COOH
Qf LS

Figura 3. Estrutura tipica de um anti-inflamatdrio ndo esteroidal (AINES). Fonte: Adaptado de
ASIRVATHAM, DHOKCHAWLE & TAURO, 2016.

Os varios tipos de AINES inibem de forma diferente as isoformas das ciclooxigenases
(COX-1 e COX-2), com isso sédo classificados em: inibidores ndo seletivos da COX e inibidores
seletivos da COX-2 (FITZGERALD, 2003). O mecanismo de acdo desses farmacos sO foi
elucidado em 1971, por John Vane, que recebeu o prémio Nobel propondo que os anti-
inflamatdrios semelhantes ao &cido acetilsalicilico tinham acéo devido a inibicdo das isoformas da
COX (VANE & BOTTING, 2003; FLOWER, 2003; VANE & BOTTING, 1998).

Além da classificacdo dos AINES de acordo com a sua seletividade, eles sé&o
formados por uma extensa classe de compostos heterogéneos com estruturas quimicas
variantes, podendo ser distribuidos em classes, de acordo com seu grupo quimico (SILVA,
MENDONCA & PARTATA, 2014). Assim, abaixo, segue tabela 1 e tabela 2 com a
classificacdo da maioria dos AINES disponiveis na terapéutica.
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Tabela 1. Classes de anti-inflamatérios ndo esteroidais ndo seletivos da COX, com respectiva estrutura quimica

Classe
Farmacoquimica
Derivados do
Acido Salicilico

(Saliciatos)

Derivados

Pirazoldnicos

Derivados do

Para-aminofenol

Derivados do
Acido
indolacético e
Acido
Indenoacético
Derivados do
Acido n-
fenilantranilico
(fenamatos)
Derivados do
Acido

pirrolalcanoico

Derivados do
Acido

Fenilacético

de um representante da classe.

Farmaco Representante de Cada Grupo*
Acido Acetil Salicilico*, COOH
Salicilato de Sodio, Salicilato de O\n/
o]
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MENDONCA & PARTATA, 2014.
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Tabela 2. Classes de anti-inflamatérios nédo esteroidais seletivos da COX-2, com respectiva estrutura quimica

de um representante da classe.

Classe Farmacoquimica Farmaco Seletividade
Derivado da sulfonanilida Nimesulida < 8
o//S “NH
©
N+
0~ "0

Derivado do Acido Etodolaco H

_ - N COOH

indolacético /o

31



32

Derivado Rofecoxib

Furanonadiarilsusbtituido

Derivado Celecoxib

Pirazoldiazrilsusbstituido

Derivado Etoricoxib

Birpiridinicodiarilsubstituido

Derivado Valdecoxib

Isoxazoldiarilsubstituido

Fonte: Adaptado de SILVA, MENDONCA & PARTATA, 2014.

Eles se apresentam de forma heterogénea em relacdo a seus varios tipos de estruturas
quimicas, possuindo em comum trés acdes farmacoldgicas: acdo anti-inflamatdria, antipirética e
analgésica. Ja sdo mais de 50 AINES diferentes no mercado, mas nenhum deles é considerado
farmaco ideal no controle dos sinais e sintomas da inflamagdo (RANG et al., 2007).

Prescri¢cOes de agentes anti-inflamatérios € comum nos Estados Unidos da América
(EUA), o que reflete o envelhecimento da populacdo e o aumento concomitante em doengas
musculoesqueléticas, particularmente osteoartrite e artrite reumatoide. De outubro de 2011 a
setembro de 2012, os cinco principais AINES foram responsaveis por quase 86 milhdes de
prescricdes dispensadas para 44 milhdes de pacientes. Este nivel de utilizacdo e aceitagédo
reflete as propriedades anti-inflamatérias e analgésicas bem reconhecidos desta classe e
farmacos (BELLO & HOLT, 2014).

Ja no Brasil, estudos especificos sobre a utilizacdo dos AINES, bem como sobre os
fatores relacionados ao seu uso, sd0 raros ou mesmo inexistentes, embora o conhecimento
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destas questdes seja imprescindivel para o emprego terapéutico adequado desta classe (COELHO-
DE-SOUZA et al., 2013). Sdo amplamente vendidos em farmacia, desconsiderando restricdes de
uso, indicagdes, toxicidade e interagbes medicamentosas contraindicadas. Muitas vezes sdo
prescritos sem objetivo terapéutico definido e geram custos desnecesséarios. Além de serem
agentes com potenciais efeitos adversos (FERREIRA & LOPES, 2016).

Os inibidores ndo seletivos da COX induzem varios tipos de efeitos adversos, sendo o
principal os efeitos gastrointestinais. Dispepsia, nauseas, vomitos e lesdo gastrica, com risco
de hemorragia ocorrem devido a supressdao das prostaglandinas gastroprotetoras na mucosa.
Além de danos renais, distlrbios hepaticos, reacGes cutdneas e riscos gestacionais e fetais
(RANG et al., 2007; PINHEIRO & WANNMACHER, 2010). A toxicidade induzida por
AINE é geralmente atribuida ao bloqueio da atividade da COX-1, enquanto que a acdo anti-
inflamatoria resulta do bloqueio da COX-2, por se apresentarem de forma constitutiva e
indutiva, respectivamente (SILVA, MENDONCA & PARTATA, 2014). Estes surgiram com
a finalidade de reduzir os efeitos gastrintestinais dos inibidores tradicionais. Todavia, essa
seletividade acarreta um desequilibrio entre os fatores anti- e pré-trombéticos, com
predominio de tromboxano (TXA2) em detrimento de prostaciclina (PG12), o que desencadeia
uma série de complicacdes cardiovasculares (MENDES et al., 2012).

Os primeiros farmacos inibidores seletivos da COX-2 surgiram na clinica na década de
90, dentre eles temos o celecoxib e o rofecoxib (Figura 4). O grupamento sufonil é a por¢édo
da molécula responsavel pelo reconhecimento seletivo dos residuos de aminoacidos da COX-
2 (AL-TURKI, 2015). Esses novos medicamentos foram uma saida para os efeitos adversos
causados pelos inibidores néo seletivos da COX, comprovadamente evidenciado por estudos
clinicos, tanto sua eficacia como a reducdo dos efeitos gastrointestinais (CANNON &
BREEDVELD, 2001; CHEN, RAO & KNAUS, 2006).

NN O

F,.C—”
— O / Rofecoxib

Celecoxib J O

Figura 4. Primeiros farmacos seletivos da COX-2 Fonte: CHEN, RAO & KNAUS, 2006.

No entanto a busca pelo farmaco anti-inflamatério ideal ndo acabou nesse momento.
Mais recentemente, nos anos 2000, estudos demonstraram os efeitos adversos e riscos do uso
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de inibidores seletivos da COX-2, no que diz respeito a sua acdo no sistema cardiovascular e
renal (BOERS, 2001; PARENTE, 2001; ARAUJO et al., 2005).

No sistema cardiovascular, observam-se altas concentracdes de COX-1 em plaquetas e
células endoteliais vasculares, essa, responsavel pelo efeito pro-trombético, promovido pelo
aumento na agregacdo e adesdo plaquetaria, estando ainda associada a vasoconstricgdo e ao
remodelamento vascular. A COX-2 resulta na formacdo de PGIl2, promovendo efeito
antitrombdtico, vasodilatacdo e reducdo da agregacdo e adesdo de plaquetas, identificada em
amostras obtidas de placas ateromatosas coronarianas e carotideas, reforcando a participacéo
dessa enzima no processo inflamatdrio aterosclerdtico. Assim, esses sistemas enzimaticos
mantém um equilibrio entre os processos hemorragicos e a trombose. Os inibidores da COX-
2, reduzem a producdo de PG vascular, dessa forma afetam o equilibrio entre TXAz e PGlz, 0
que leva ao aumento de eventos tromboticos e cardiovasculares. Essas alteracdes da fisiologia
da cascata do AA, teoricamente, explicam 0 aumento na ocorréncia de eventos
cardiovasculares associados ao uso de inibidores seletivos da COX (ABRAHAM, et al., 2007,
RODRIGUEZ, TACCONELLI & PATRIGNANI, 2008).

Varios guestionamentos sobre o papel dos inibidores seletivos da COX-2 na terapia
anti-inflamatoria e analgésica foram levantados, ja que a eficacia é similar a dos AINEs néo
seletivos, a custo consideravelmente mais alto e menor seguranca cardiovascular
(CHAHADE, GIORGI & SZAJUBOK, 2008).

A liberacdo de PGs, principalmente a PGl2 e a PGEz2, estdo aumentadas em doengas
glomerulares subjacentes, insuficiéncia renal, hipercalcemia e por substancias
vasoconstrictoras (angiotensina Il e norepinefrina). A secrecdo desses Ultimos é aumentada
em estados deplecdo de volume (como insuficiéncia cardiaca congestiva, cirrose e perda de
agua e sal pelo trato gastrintestinal ou renal). Nesses contextos, as PGs vasodilatadoras agem
preservando o fluxo renal sanguineo e a filtracdo glomerular por diminuicdo da resisténcia
pré-glomerular. Isso é particularmente importante quando ocorre hipovolemia, situagdo em
que as PGs antagonizam o efeito vasoconstrictor da angiotensina Il e da norepinefrina. Na
doenca glomerular, entretanto, o aumento na producdo de PGs parece manter a taxa de
filtracdo glomerular na presenca de importante reducdo na permeabilidade do capilar
glomerular (CHAHADE, GIORGI & SZAJUBOK, 2008).

E devido, em grande parte, a atenuagio desses mecanismos contra-regulatérios mediados
pelas prostaglandinas que os AINEs comprometem a funcéo renal, especialmente em pacientes de
alto risco, que ja apresentam reducdo da perfusdo renal. Com isso, a inibi¢do da sintese de PGs

por AINEs, pode levar a uma isquemia renal reversivel, um declinio da presséo
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hidrostatica glomerular e insuficiéncia renal aguda (IRA) (BRADEN et al, 2004; ATLOUNI,
2010).

Diante desses estudos, no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria -
ANVISA em 2008 divulgou nota técnica cancelado o registro de alguns inibidores seletivos
de COX-2 no pais, como informacdes a cerca de outros que ainda estariam em circulacdo no
mercado, desde que alteragdes nas bulas fossem tomadas (ANVISA, 2008). Atualmente, no
Brasil, apenas o celecoxibe e o etoricoxibe sdo comercializados, ambos com retencdo de
receita médica e com clara indicacdo dos riscos de complicacdes cardiovasculares
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Com isso, a busca por novos farmacos anti-inflamatorios com os novos conhecimentos
e tecnologias das ultimas décadas resultou em um processo mais proativo e dedutivo no
desenvolvimento de farmacos. Neste contexto, o desenho de candidatos a farmacos passou a
ser orientado pela compreensdo do sitio de reconhecimento molecular da enzima central ou
alvo envolvido na fisiopatologia. Caso a estrutura do alvo néo seja conhecida, o planejamento
teria como base um ligante eficiente (BARREIRO & FRAGA, 2015).

3.3 A QUIMICA MEDICINAL E A INTRODUCAO DE NOVOS FARMACOS

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada — IUPAC, a
Quimica Medicinal envolve a invencdo, a descoberta, o desenho, a identificacdo e a
preparacdo de farmacos; Segundo Wermuth (2009) é uma disciplina baseada na quimica, além
de envolver aspectos das ciéncias biologicas, médicas e farmacéuticas (Figura 5) e tem como
principal objetivo estudar e interpretar o modelo de acdo ao nivel molecular, seu metabolismo

e a determinacéo da relacdo entre estrutura quimica e atividade biologica.
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Figura 5. A interdisciplinaridade do processo de descoberta racional de farmacos. Fonte: BARREIRO, 2002.

Segundo Barreiro (2009), os novos farmacos, capazes de atuar em qualquer alvo

terapéutico sdo descobertos por planejamento racional a partir da identificacdo e otimizagdo

do composto protétipo. Na figura 6 esta descrito 0s principais passos para obtencdo de um

novo farmaco.

‘ Inovacao farmacologica

Modificagdo 4
molecular
i ioli ——] Novo Protétipo
Biorreceptor s Bioligante
2 g \ 4 protétipo > otimizado
T Simplificagac Desenho
Molecular estrutural
alvo-terapéutico
‘-I e BiOENSAIOS ‘l' y
Hibridagso Auséncia de
Molecular toxicidade
1 Série .
Abordagem Bioisosterismo == congénere Elr:rs‘?clgz
Fisiologica v
Analogo-ativo
Contribuicdes E’nSG?itl)s
farmacoforicas pré-clinicos

Figura 6. Etapas hierarquicas do processo de descoberta de um novo farmaco. Fonte: BARREIRO, 2009.

Assim, o planejamento de fArmacos é considerado como uma etapa crucial na descoberta de

novos farmacos, uma vez que é nessa fase onde serd desenhada uma nova entidade quimica,
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baseada em estudos preliminares, as quais poderdo originar um farmaco com menor
toxicidade, menores efeitos colaterais e maior poténcia (LIMA, 2007).

O conhecimento das estruturas de alvos macromoleculares ou de complexos do tipo
ligante-receptor permite a aplicacdo de estratégias de planejamento de FArmacos Baseado na
Estrutura do Receptor (SBDD, do inglés structure-based drug design). Em contraste, quando a
estrutura do alvo eleito ndo é conhecida, métodos de planejamento de Farmacos Baseado na
Estrutura do Ligante (LBDD, do inglés ligand-based drug design) podem ser utilizados,
explorando propriedades e caracteristicas de séries de ligantes bioativos (GUIDO,
ANDRICOPULO & OLIVA, 2010).

Na aplicacdo de estratégias de planejamento molecular para desenho de ligantes do alvo
selecionado utiliza-se de técnicas de modificagdo molecular classicas da Quimica Medicinal, tais
como bioisosterismo, homologacéo, simplificacéo e hibridacdo molecular (LIMA, 2007).

Bioisostéros sdo compostos resultantes da substituicdo de &tomos ou grupo de atomos
por outros semelhantes quimicamente. Essa substituicdo bioisostérica produz um novo
composto, estruturalmente similar ao original, mas que ird produzir efeitos bioldgicos
diferentes, sendo possivel prever esses efeitos a partir de propriedades fisico-quimicas
adquiridas com a substituicdo (BARREIRO & FRAGA, 2005). O termo surgiu da aplicacéo
do principio do isosterismo, em moléculas bioativas, que defendia que atomos ou grupos de
atomos com estrutura eletrénica e propriedades fisico-quimica semelhantes apresentavam o
mesmo comportamento no sistema bioldgico (KOROLKOVAS & BURCKHALTER, 1988),
se destacando como ferramenta da quimica medicinal por permitir a identificacdo de novos
derivados terapeuticamente Uteis (BORTOLOZZO, 2013).

Além disso, com as mudancas das propriedades fisico-quimicas do composto-prototipo
a tecnica tem por objetivo melhorar a afinidade, a eficacia e/seletividade para um determinado
alvo biologico; otimizar as qualidades farmacocinéticas e diminuir os efeitos adversos
(PATANI & LAVOIE, 1996; LIMA & BARREIRO, 2005).

Na hibridacdo molecular temos como objetivo a concepcao de novos compostos a partir da
unido de dois grupos farmacoforicos de dois derivados bioativos, no qual originara um novo
hibrido com as propriedades dos compostos que o originaram (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

Outra técnica bastante aplicada seria o Desenho de Analogos, uma vez que envolve
menos riscos de insucessos, pois parte de um farmaco com perfil farmacologico conhecido. O
grande potencial dessa abordagem em Quimica Medicinal pode ser ilustrado pela frase de James
Whyte Black, laureado com o prémio Nobel em 1988: “a mais frutifera base para o descobrimento

de novos prototipos a farmacos € partir de firmacos conhecidos”. Essa estratégia
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pode produzir avancos terapéuticos quando sao obtidos melhores perfis de acdo farmacoldgica
e/ou de toxicidade (SILVA, 2013).

A introducdo de novos compostos no mercado farmacéutico é necessaria para aperfeicoar
0 tratamento de doengas recém identificadas ou ja conhecidas, nesse caso, atuando no
desenvolvimento de fa&rmacos mais seguros e eficazes. Desde o final do século XIX a busca por
medicamentos resultou na inclusdo de substancias sintéticas na terapéutica e seu uso foi
amplamente disseminado no século XX. Assim, diversas substancias podem ser obtidas através da
sintese de novos compostos ou por modificacdes estruturais em moléculas ja conhecidas,

baseando-se na relacdo entre a estrutura quimica e a acdo bioldgica (MIOLO, 2013).

3.4  QUIMICA DAS TIOSSEMICARBAZONAS

As tiossemicarbazonas constituem uma classe importante de moléculas que tém sido
estudadas nos Ultimos 50 anos pela sua versatilidade farmacologica (CAPUTTO et al., 2011).
Por possuirem vérias aplicagcdes farmacoldgicas como agentes antitumorais, antibacterianos,
antivirais, antiprotozoarios, citotdxicos, dentre outras e importantes propriedades quimicas,
esse grupo é alvo de muitas pesquisas, principalmente em Quimica Medicinal (BERALDO,
2004).

Podem ser definidas como compostos organicos nitrogenados pertencentes a familia
das iminas, também denominadas bases de Schiff, ocupam lugar especial entre os ligantes
organicos, uma vez que apresentam varios atomos doadores de elétrons e diferentes modos de
coordenacdo, dependendo dos reagentes de partida e das condi¢cOes de reagdo para sua
obtencdo (SILVA, 2013). A estrutura quimica e a numeragdo dos seus atomos segundo a
IUPAC (FAVRE & POWELL, 2013) é mostrada na figura 7.
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Figura 7. Representa¢éo quimica do nucleo das tiossemicarbazonas e sua numeragao de acordo com a IUPAC.
Fonte: Autor.

Do ponto de vista sintético, apresentam como caracteristica principal sua versatilidade

de obtencdo, assim como sua vasta aplicacdo como intermediarios de muitos nucleos
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importantes. Geralmente, apresentam baixo custo de sintese, além de grande economia de
atomos, ja que, com excec¢do da adgua que é liberada na sua obtencéo, todos os outros a&tomos
dos compostos reagentes estardo presentes na molécula final (TENORIO et al., 2005).

As tiossemicarbazonas apresentam-se como sistemas com extrema deslocalizacéo
eletronica, principalmente quando h& grupos aromaéticos ligados ao carbono da imina
(PALENIK, RENDLE & CARTER, 1974). A figura 8 mostra a influéncia nos comprimentos
de ligagdo devido a deslocalizacdo dos elétrons m nas tiossemicarbazonas (TENORIO et al.,

2005).

1,685
1285 1,377 1354 | 1,327
C——N——N——C——NR;R,

Figura 8. Representacdo dos comprimentos de ligagdo, em Angstron, das ligagdes na molécula de
tiossemicarbazona. Fonte: TENORIO et al, 2005.

A obtencéo das tiossemicarbazonas (esquema 2) pode ser realizada de maneira direta,
onde ha a condensacdo da tiossemicarbazida, obtida comercialmente, com aldeidos ou
cetonas; ou também de maneira indireta, onde inicialmente ha a prévia preparacdo da
tiossemicarbazida, fazendo-se reagir hidrazina (NH2-NH2) com reagentes como isotiocianatos,
acidos tiocabamoiltioglicolicos, ditiocarbamatos, seguida de reacdo com 0 composto
carbonilado de interesse (aldeido ou cetona) (TENORIO et al., 2005).
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Esquema 2. Métodos de obtengdo das tiossemicarbazonas pelas formas indiretas (A) e direta (B). Fonte:
adaptado de BARBOSA, 2014.
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Devido as tiossemicarbazonas serem compostos bastantes versateis quimicamente,
possuindo diversas formas de sintese com bons rendimentos e boa estabilidade, além de fécil
manuseio e armazenamento, proporciona a utilizacdo desta classe como intermediarios na
sintese de varios nucleos importantes. Juntamente a sua fraca capacidade em modular um
alvo, por existirem poucos pontos de ligacGes com os alvos bioldgicos, varios derivados sdo
descritos na literatura, entre eles as 4-tiazolidinas, bioisésteros ndo-classicos das
tiossemicarbazonas (HERNANDES et al., 2010; OLIVEIRA FILHO et al., 2015).

3.5 QUIMICA DAS 4-TIAZOLIDINONAS E IMPORTANCIA BIOLOGICA

A 4-tiazolidinona (TZD) é um sistema de anel heterociclico com mdaltiplas aplicacdes;
sdo uma forma saturada de tiazol, contendo trés atomos de carbono, nas posicdes 2,4 € 5, um
atomo de nitrogénio (posicdo 3) e um atomo de enxofre (posi¢do 1) (Figura 9), sendo de
grande interesse nas diferentes areas quimica medicinal (SINGH et al., 1981; THOMPSON &
ELLMAN, 1996). O anel tiazolidinico geralmente é sélido, possuindo ponto de fusdo com
decomposicdo, no entanto a ligacdo de um grupo alquila ao nitrogénio baixa o ponto de fuséo.

Os substituintes arila ou alquila volumosos tornam o anel um pouco solivel em agua

(BROWN, 1961).
e) N
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Figura 9. Representagdo quimica do nucleo 4-tiazolidina (TZD) e sua numeragéo de acordo com a IUPAC.
Fonte: Autor.

3.5.1 Métodos de obtencéo

Varios meétodos para a sintese de 4-tiazolidinonas sdo amplamente relatados na literatura.
As principais rotas sintéticas envolvem trés componentes: uma amina, um composto de carbonila,
e um grupamento tiol ou mercapto (JAIN et al., 2012). A reac¢do ocorre com formacéo inicial de
uma imina, a mesma sofre um ataque nucleofilico do enxofre, seguido de uma ciclizagdo

intramolecular com eliminacdo de 4gua (Esquema 3) (AGRAWAL et al., 2013).
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Esquema 3. Proposta de mecanismo reaC|onaI de formacdo da 4-tiazolidina. Fonte: Adaptado de AGRAWAL et
al., 2013.

Em 1982 Okawara, Nakayama & Furukawa, (apud OKAWARA et al., 1986) relatam a
sintese de 5-bromoalquil-2-iminotiazolidin-4-onas obtidas a partir de tiodreias N,N-

dissubstituidas e cloretos de 1,4-dibromoacil (Esquema 4).

NaOH Q
CHZC|2
e
(HaC)4
Br(CH2)4CHBrCOC|

Esquema 4. Sintese do 5-bromoalquil-2-iminotiazolidin-4-ona. Fonte: Adaptado de OKAWARA et al., 1986.

Em 1999, Diurno e colaboradores relatam a sintese two-pot da TZD, através de uma
mistura equimolar de benzaldeidos substituidos e 3- (N, N-dimetil amino)-1-propilamina em
benzeno seco sob refluxo e destilacdo azeotropica com recolhimento da 4gua no Dean-Stark.
Apds, o cido mercaptoacético foi adicionado, gota a gota. O tratamento foi feito com etanol

anidro, éter dietilico e saturado com é&cido cloridrico (HCI), obtendo-se entdo cloridratos de

tiazolidin-4-ona. (Esquema 5).

A: Benzeno/refluxo
B: Benzeno/refluxo/HSCH,COOH

.g “CHO CH,
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HzN/\/\’}J/ 3 A Z NE \CHS S S
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3 \ -
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Esquema 5: Sintese two-pot de 4-tiazolidinas dissubstituidas. Fonte: Adaptado de DIURNO et al., 1999.

Tratamento semelhante foi relatada por Barreca et al., 2001 e Rao et al., 2003. Neste,
foram utilizados como reagentes anilina, 2-a4cido mercaptoacético e aldeidos aromaticos
substituidos em tolueno seco, mantidos sobre agitacdo por 48h. Apo6s houve neutralizagdo da

solucdo adicionando-se bicarbonato de sodio (Esquema 6).
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Esquema 6. Sintese de 4-tiazolidinas através do modelo multicomponente one-pot. Fonte: Adaptado de
BARRECA et al., 2001.

Em 2002 Singh et al., relatam mais uma rota de sintese onde 0 grupamento com a
porc¢do azo é do carbonato de amonio ((NH4)2COs3), os demais reagente sdo 0s comuns as rotas
descritas anteriormente, 2-acido mercaptoacético e grupo cetona (Esquema 7), o produto

possui uma dupla substitui¢do da posicéo 2 do anel.

cl
cl cl cl cl cl Q
1 2
0 0
J yola
Reagentes: )—/
Cl o cl

(1) Clorobenzeno/AlCl; anidro
(2) HSCH,COOH/(NH,),CO4
Esquema 7. Sintese de derivados 4-tiazolidinico 2-dissubstituido. Fonte: Adaptado de SINGH et al., 2002.

A ciclizacdo das TZD pode ser obtida empregando-se o reagente N,N-diciclo-
hexilcarbodiimida (DCC). Os outros, s&o 0s comuns a rota, aldeidos substituidos e 2-4cido
mercaptoacético (Esquema 8).

Descrevem rota semelhante a anteriormente descrita Srivastava, Hag e Katti, (2002), no
entanto, utilizam de uma cetona como composto carbonilado e uma variedade de aldeidos,
com substituintes doadores e retiradores de elétrons (Esquema 9). Os rendimentos variaram de
51 a 95%, assim foram considerados excelentes, visto 0s reagentes empregados nessa rota e
com pouca descricdo na literatura até entao.

Sintese em uma so etapa (one-pot) foi descrita por Cunico et al, (2007). Utilizaram-se
de reagentes os compostos valina (1), benzaldéidos substituidos (2) e 2-a4cido mercaptoacético

(3) na proporcdo de 1:1:3, por 16h refluxo, agitacdo e remoc¢édo de agua de forma azeotropica.
O solvente utilizado foi tolueno seco, como descrito no esquema 10.
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HsCO H;CO Oji )\
3 NH, 3 N~ R
R-CHO
* ” (A)
OH 1a OH

Reagentes (1a):

HSCH,COOH/ DCC/THF
R4-NH,
" o}
\QLN,R1
R,-CHO _— = R3 B
1b s/k ®
+ R2
Rs o
o ou
Reagentes (1b):
DCC/THF

Esquema 8. Sintese de novos derivados 4-tiazolidinas com o N,N-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC). Fonte:
Adaptado de KAVITHA et al., 2006 (A) e RAWAL et al., 2004 (B).

- O (V Rl
R-COH ou (j

(i) O»_\

-

HSCH,COOH ij

Reagentes comum as duas rotas (i) e (ii):
DCC/THF
Esquema 9. Sintese com o N,N-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC), variando a fonte carbonilada com o reagente

ciclohexanona (b) (produto B) e aldeidos substituidos (a) (produto A). Fonte: Adaptado de SRIVASTAVA, HAQ &
KATTI, 2002.
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HSCH,COOH

(i): tolueno/110°C/16h

Esquema 10. Sintese de 4-tiazolidina utilizando como fonte de amina o aminoacido valina (1). Fonte: Adaptado
de CUNICO et al., 2007.

Em 2008, Chen et al., relatam a sintese de TZD hibridos com carboidratos, tendo como
produtos dois diasteroisdmeros (1) e (2) numa propor¢do média de 1:1, sendo separados por
coluna cromatografica de silica em gel (Figura 10).

HO Ar

Ar
: HO
& ey S,
O"\_o cfé‘_/ 0"\_o Cfé*-J
‘”7L\(f "7L\(f

(1) ()
Figura 10. Produtos diasteroisdmeros de sintese metodoldgica classica de TZD (Aldeido/Acido Mercaptoacetico/DCC)
hibridos com carboidratos em meio metandlico por 1 hora em temperatura ambiente Fonte: CHEN et al., 2008.

Mais recente, em 2011, Pratap et al., propuseram a sintese de novos 2,3-diaril-4-
tiazolidina catalisada pelo fungo, Saccharomyces cerevisiae, porpulamente conhecido no
Brasil como fermento bioldgico. A presenca da enzima lipase € a responsavel pela catalise,
acelerando a formacdo de iminas. Concluiram que a ciclocondensacéo foi barata e facilmente
disponivel (rendimento entre 51-71%), tornando o protocolo rentavel e amigavel

ecologicamente (Esquema 11).

LEL D Saccharomyces R 7/ )\R]
| N+ — | 1 HSCH,COOH cerevisiae N / —
L K THF, ta N

R R, s\)t 0

Esquema 11. Sintese de novas TZDs empregado como agente catalitico o fungo Saccharomyces cerevisiae Adaptado
de PRATAP et al., 2011.
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Ottana et al., (2005), relatam a sintese de arilideno-2-imino-4-thiazolidinonas de forma
indireta. Primeiramente, aril isotiocianato (1) reage com uma amina primaria (2) fornecendo o
correspondente derivado de tioureia (3) e apds, na presenca de cloreto de cloroacetila e

trietilamina a temperatura ambiente, fornecem os correspondentes isoméricos do 2-imino-

@

_N._N
S CsHy” S ¢}
S

N

@ CHFNT NH

tiazolidin-4-onas (Esquema 12).

=S CyH
(1) (2) 3) 3

NN
©/ \\Vfo
(i): Et;N/CHCly/4h/ta S

(i1): CICH,COCV/Et;N/CHCl5/12h/ta

Esquema 12. Sintese indireta de novas 4-tiazolidinas, através de intermediario derivado da tioUreia. Fonte:
Adaptado de OTTANA et al., 2005.

Outro método de preparacdo TZDs, relatado em 1998 por Berseneva, € através da
reacdo envolvendo compostos que apresentam a funcdo tioamida, como as
tiossemicarbazonas, com  compostos  carbonilados  o,p-insaturados, com 0
diacetilenocarboxilato de dimetila (DMAD) ou anidrido maléico. Neste caso, a posi¢do 5 do
anel tiazolidinico é substituido por duas func@es, respectivamente, éster ou acido carboxilico,
como demonstrado na figura 11 (TENORIO et al., 2005; AQUINO et al., 2008).

R2 R2

N, # sy-NaN
O:<\l/\l// T @N S =0
S 3¢ S &
OM R1 R1
(1) (2) OH

—0
Figura 11. Representacdo de tiazolidin-4-ona com substituicdo na posicao 5 pela funcédo éster (1) e funcédo acido
(2). Fonte: Autor.
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3.5.2 Reatividade do anel tiazolidinico

Por possui varios sitios reativos, o anel heterociclico tiazolidinico é passivel de sofrer
varios tipos de reacdes, o que implica no grande numero de novos derivados. As modificacfes

podem ocorrer de varias maneiras, como descrito abaixo (JAIN et al., 2012):

1. Os substituintes nos 2, 3 e 5 posi¢des podem variar, mas a maior diferenca na estrutura e
propriedades é exercida pelo grupo ligado ao atomo de carbono na posic¢do 2 (R e R1 (2)) ou
na posicao 3 (X (3)), da figura 12);

2. As variacdes nos substituintes ligados ao &tomo de azoto e o 4tomo de carbono de metileno
s8o possiveis para as estruturas representado por 2 e 3,

3. O grupo carbonila da 4-tiazolidinona é altamente ndo reativo. No entanto, em alguns casos,
a tionacdo na posicao 4 é possivel com o reagente de Lawesson (GOUVEIA et al., 2009).

2L31 RHNJg )\

R4

(1) (2) 3)

Figura 12. Estrutura do nlcleo 4-tiazolidina com substituintes nas varias posic¢des. Fonte: JAIN et al., 2012.

S x=0,8

Segue esquema 13 com 0s principais processos quimiosseletivos passiveis de ocorrer
com o ndcleo 4-tiazolidina. (LIESEN et al., 2008).

0 (1) Oxidacao
3 (3) N-alquiagéo e Reagdes de Mannich
Tionagao
|\ 5 (5) Condensagéao de Knovenagel
2 Adigao de Michael
Diazotacéao
Esquema 13. Principais reacGes do anel tiazolidinico; na posi¢do 1 (enxofre) reages de oxidacédo; 3 (nitrogénio)
reacOes de N-alquilacdo e reacGes de Mannich; 4 (carbonila) reacfes de tionagdo via reagente de Lawesson e 5
(carbono metilénico) reacGes de condensacdo com aldeidos, cetonas ou com sais de diazonio. Fonte: Autor.

As diferentes atividades biologicas das TZDs podem ser atribuidas ao grande nimero
de analogos estruturais, possuindo entdo um grande interesse cientifico. Diversos trabalhos
relatam um amplo espectro de atividades bioldgicas de acordo com os varios tipos de
substituintes nas posic¢des 2, 3 e 5 do anel, promovendo também modifica¢bes nos parametros
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fisico-quimicos e estruturais (lipofilicos, eletrénicos, polares e estéricos) das moléculas
(LIESEN et al., 2008; JAIN, VORA & RAMAA, 2013). Serdo descritas, a seguir, as

principais atividades biologicas apresentadas por esses compostos.

3.5.3 Principais atividades bioldgicas das 4-tiazolidinas.

Tiazolidinonas com substituicdes nas posi¢cdes C-2 e N-3, possuem diversos graus de
inibicdo contra bactérias e fungos. Cerca de todas as posicdes de 4-tiazolidinona foram exploradas
para melhorar a atividade antibacteriana e antifungica. Os estudos de Relagdo Estrutura Atividade
(REA) de derivados tiazolidinbnicos mostraram que eles sdo mais eficazes em bactérias gram-
negativas em relacdo a bactérias gram-positiva (JAIN et al., 2012).

Vérios estudos com ou sem substituintes na posicdo 5 foram explorados, como
também associados a outros grupos farmacoféricos (DEEP et al., 2014; DESAI et al., 2012;
PANSARE et al., 2014). A substituicdo na posicdo 5 do anel tiazolidinico aumenta a agéo
antimicrobiana, Omar et al., (2010), avaliou a atividade antibacteriana e antifungica de
derivados tiazolico 5-substituidos e a mesma molécula ndo substituida, concluindo que todos
0s compostos 5-arilidenos possuem forte atividade antibacteriana e forte atividade frente ao
fungo F. fulvum, sendo a ndo substituida com menores valores de inibigao.

Novos derivados 4-tiazolidinas com potencial atividade antibacteriana foram estudados
por Reddy et al., 2010, concluindo que os compostos, 2-imino-5 - [(Z) -1 (arilo/heteril)-
metilideno] -3- [5- (2-0x0-2H-3-cromenilo) -1,3 oxazol-2-il] -1,3-thiazolan-4-onas (Figura 13)
sintetizados tinham em sua grande maioria atividade antibacteriana significativa. Os grupamentos

que merecem destaque foram o metilfenil (a) e dimetiaminofenil(b).

0
N
/ %N»\/\Ar
0" y-s
oo HN
e AN oa
N
(a) | (b)

Figura 13. Ndcleo basico dos derivados 2-imino-4-tiazolidinas com atividade antimicrobiana estudados por REDDY et al.,
(2010) e seus respectivos substituintes arilidenos mais significativos para a atividade.
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Em 2008, estudo de QSAR de novos derivados 5-arilidenos 4-tiazolidinicos, sugerem
que a atividade depende do substituinte na porcéo aril. Dentre 0s compostos estudados as
moléculas pequenas sdo mais ativas e a variacdo da polaridade determina atividades
diferentes, sugerindo que as apolares sdo as mais ativas (VICINI et al., 2008). Abaixo segue

figura 14 com o protétipo da molécula estudada.

O
gl
— R

Figura 14. Nucleo bésico de novos 5-arilidenos 4-tiazolidinicos. Fonte: VICINI et al, 2008

Derivados 2-hidrazona-4-tiazolidina foram sintetizados e avaliados biologicamente
frente ao Toxoplasma gondii. D'ascenzio et al., 2014, investigaram 74 novos derivados dos
quais 14 tiveram atividade similar ou melhor do que a droga utilizada como referéncia
(trimeropima) e ainda menores valores de citotoxicidade (Figura 15 (1A)). Anos antes, em
2010, LIESEN et al., avaliaram derivados 4-tiazolidinas com substituicdo acido acético na
posicdo 5 para esta mesma patologia, em comparacdo com tiossemicarbazonas e 1,3,4-
tiadiazoles, evidenciando que essa substituicdo ndo foi significativa para tal atividade (Figura
15 (1B)).

R
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(1A) (1B)
Figura 15. Derivados 4-tiazolidinicos estudados com potencial atividade anti-Toxoplasma gondii.

Nos anos 2000, alguns estudos avaliaram o potencial anti-retroviral das TZDs. Estudo
de SAR realizado por Rao et al., 2004, conclui que a atividade anti-HIV é fortemente
dependente da natureza dos substituintes em C-2 e N-3 do anel tiazolidinona. Assim nos anos
seguintes avalisou-se o potencial dessa classe de compostos (Figura 16), variando os
substituintes do grupamento fenil nas posic¢des de interesse (RAO et al., 2004; RAWAL et al.,
2007; RAWAL et al., 2008). Estudo publicado por Balzarini et al., 2007, sintetizou 2-
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adamantil-tiazolidin-4-onas, no qual o grupamento adamantil ndo teve qualquer influéncia na

atividade anti-HIV.

R (@)
R, ]X/I\\i\ AR 0
R / r
N Ry "N d Jg
/N Ry S
Ry™ "N~ ™N S 7\
o) Br

RAO et al, 2004 RAWAL et al, 2007 RAWAL et al, 2008

Figura 16. Ndcleos basicos de 4-tiazolidinas estudadas nos anos 2000 com potencial atividade anti-HIV.

Nos Gltimos anos alguns estudos foram publicados avaliando-se a atividade
anti-inflamatoria de novos derivados 4-tiazolidinas substituidas. Por possuir um nucleo
farmacoférico e substituintes que se ligam de diversas formas ao sistema bioldgico, essa
atividade merece destaque atualmente, sendo a TZDs descritas como potentes anti-
inflamatdrios (TRIPATHI, 2014).

Em 2005, Ottana et al., j& evidenciava possivel mecanismo de acdo dos agentes
anti-inflamatorios derivados das tiazolidinas, onde demostrou através de técnicas
computacionais que a série de novos 5-arilideno-2-imino-4-tiazolidinonas tinham maior
afinidade pelos diferentes tipos de COX (COX-1 e COX-2), a depender de seus substituintes.

Novos derivados 5-arilideno-2-(1,3-tiazol-2-ilimino)-1,3-tiazolidin-4-ona (1) foram
estudados frente a sua acdo anti-inflamatéria; os compostos mais lipofilicos (ClogP maiores),
se mostraram mais potentes na inibicdo do edema de pata induzido por carragenina, modelo in
vivo para avaliacdo de atividade anti-inflamatéria (Tabela 3) (APOSTOLIDIS et al., 2013).

Tabela 3. Resultados da avaliacdo anti-inflamatdria de novos derivados 5-arilideno-2-(1,3-tiazol-2-ilimino)-1,3-
tiazolidin-4-ona através da metodologia de inibigdo de edema de pata induzido por carragenina e respectivos

logP.

Compostos R R1 % ClogP
4a H 3-OH 33,7 -
4b H 3,5-di-OCHs, 4-OH 39,0 0,393
4c H 2-OCHs 50,0 £2,2 1,530
4d H 2,5-di-OCHs 26,0+1,1 2,490
4e H 4-CHs 47,0 1,927
4f H 3-F 56,57 1,571
49 H 4-F 65,6 1,571
4h H 3-Br 42,7 2,291
4i H 4-Br 42,2+1.3 2,291
4j H N(CHs)2 67,314,5 2,260
4k H 2,6-di-Cl 58,5 2,854
41 H 2,4-di-Cl 9,9 2,854
im H 2,3-di-Cl 45,0 2,734
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4n 4-CHs 2-Cl 43,0+3,4 2,820
40 4-CHs 4-Cl 42,0£3,2 2,820
4p 5-CHs 4-NO2 55,4+3,1 -
4q 4-fenil H 59,3+2,1 3,700
4r 4-fenil 2-Cl - -
4s 4-fenil 3-Cl 51,0+1,8 4,420
4t 4-fenil 4-Cl 27,3%+1,0 4,420
4u H 2-OH, 5-Br 54,4
Indometacina - - 47,0+1,1
R O
N N
N =
H \ ./
R,
(1)
Legenda:

% - percentual de inibicdo do edema de pata induzido por
carragenina Fonte: Adaptado de APOSTOLIDIS et al., 2013

Em 2016, estudo realizado por Abdellatif et al., avaliou novos derivados TZDs frente a
atividade anti-inflamatéria, além de avaliar de acordo com a regra do cinco de Lipinsk os
melhores compostos. Com isso, 0 mesmo encontrou valores de ClogP entre 2,55 e 4,05,

evidenciando o carater lipofilico dos compostos (Tabela 4).

Tabela 4. Percentual de inibi¢do do edema de pata induzido por carragenina e logP de potenciais anti-
inflamatérios 4-tiazolidinicos.

Compostos % ClogP NUCLEO BASICO R
4a 42,3 2,76 R NO2
N>/N
. Isobutil
b 431 4,05 s Y-NH
S\/&O
8¢ 483 3,07 SO,NH, Cl
HN
8d 50,7 2,55 N o F
R4< >—< I
ST CH;,

Fonte: Adaptado de ABDELLATIF et al., 2016.

Sendo o principal modelo usado para avaliar a atividade anti-inflamatdria, o edema de
pata induzido por carragenina. Varios estudos desde a década de 60 utilizam desse método
(NEWBOULD, 1965; PATE1 et al., 1976; RAMAN, 1977 apud SINGH et al., 1981).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

4.1.1 Equipamentos

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN!H):
Espectrometro Varian Modelo Unit Plus 400-300 MHz como solvente o DMSO-d6.
As multiplicidades dos sinais sdo indicadas pelas seguintes abreviacgdes: singleto (s),
dubleto (d), duplo dubleto (dd), tripleto (dt), quadrupleto (q), multipleto (m). Os
deslocamentos quimicos (6) foram expressos em ppm e os acoplamentos (J) em Hz;
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMNC):
Espectrometro Varian Modelo Unit Plus 400-300 MHz como solvente o DMSO-d6;
Espectroscopia de absorcdo no infravermelho (IV): Espectrofotébmetro FTIR Bruker
Modelo IFS 66, em pastilhas de KBr, onde as ondas de absorcdo foram expressas em
cm-1;

Espectrometria de Massas (EM): Foram realizados no aparelho MALDI-TOF Autoflex
I11 (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA.

Calculo dos Pesos Moleculares Tedricos através do software ChemBioDraw Ultra
12.0. Pontos de fusdo: Os pontos de fusdo foram medidos no equipamento FISATOM,
Modelo 431D Série 1511035;

Cromatografia em Camada Delgada (CCD): placas de silica gel 60 F254 da MERCK
de 0,25 mm de espessura. A leitura das mesmas foi realizada através de radiagdo de

ultravioleta (UV) no comprimento de onda (1) de 254 ou 366 nm.

4.1.2 Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados foram: etanol absoluto, acido acético glacial, tolueno, metanol,
dimetilformamida (DMF), acetato de etila, n-hexano, diclorometano anidrido maléico, agua
destilada, tiossemicarbazidas substituidas, 4-bromo fenil isotiocianato, benzaldéidos

substituidos, dietilacetileno carboxilato, sulfato de s6dio anidro, hidrazina, dimetilsulféxido
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deuterado. Os reagentes e solventes utilizados na sintese dos compostos e suas analises
pertencem as marcas Sigma, Aldrich, Acros, Merck, Vetec ou Quimis.

4.1.3 Esquema geral de sintese

O esquema abaixo apresenta a rota de sintese empregada na obtencdo dos compostos
intermediarios, as tiosemicarbazonas, e o produto final, os ésteres 4-tiazolidinicos planejados

5-substituidos (Esquema 14).

LT-03
o)
N=C=$ NHZ _ H
H,N- NH2 + |
CH2C12 Br RS AcOH
EtOH
Br TA
H H
N_ _N. = —

/@ N1 Diacetil boxilat
S e l1aCcctiieno carooxiiato N N
Br >R MeOH Nﬁ
JF-30/31/33/34/42 Ref 65°C %
JF-35/36/38/39/43

R= 4-SCHj, 4-SO,CHj, 4-CF;, 4-N(CHy),, 4-OCF;

Esquema 14. Rota sintética empregada na obtengdo dos novos derivados tiosemicarbazonicos e 4-tiazolidinicos
5-substituidos. Fonte: Autor.

Seguindo metodologia sintética ja consolidada pelo grupo, através de sintese de adi¢cdo
classica entre bromo-isotiocianato e hidrazina obteve-se a tiossemicarbazida comum para todas as
novas tiossemicarbazonas sintetizadas. A partir das mesmas, seguiu-se com metodologia de
ciclizacdo, afim da obtencdo de derivados 4-tiazolidinicos substituidos com a funcéo éster na

posicao 5, obtendo-se cinco novos derivados, candidatos a farmacos anti-inflamatorios.
4.1.4 Metodologias sintéticas
4.1.4.1 Sintese do intermediario hidrazina carbotiamida substituido (LgIT/LT-03)

Pesou-se 1,5g do 4-bromo fenil isotiocinato adicionando-o ao baldo de 250mL e 30mL
do solvente diclorometano para sua solubilizacdo completa. Apos, adicionou-se 0,4367mL
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(2eq.) da hidrazina com uma seringa. Logo vé-se a formacéo de um precipitado. A reacéo foi
mantida & temperatura ambiente e agitacdo por 1h. Seguiu-se com a filtracdo e lavagens

sucessivas com n-hexano para purificacdo (SETH et al., 1996).

4.1.4.2 Sintese dos novos derivados tiosemicarbazonicos N-(4-bromofenil)-hidrazina-
carbotiamida substituidos (LgIT/JF)

Em um baldo de 100mL adicionou-se 1 eq. do benzaldéido para 250mg do N-(4-
bromofenil)-hidrazina-carbotiamida (LglT/LT-03), 156mL de etanol e 20-25 gotas de acido
acético glacial como catalisador da reacdo, mantendo-a em agitacdo por 1h e temperatura
ambiente. Apds o término da reacdo confirmada por CDD, seguiu-se a filtracdo, no caso de
formacdo de precipitado, e purificacdo com lavagens sucessivas com agua destilada ou
recristalizacdo a quente com etanol, obtendo-se o produto puro. Ndo havendo formacéo de
precipitado, colocou-se o baldo em freezer com temperatura a -4°C e ap6s formacdo do
precipitado, seguiu-se a metodologia normalmente (CUNHA & SILVA, 2009).

4.1.4.3 Sintese dos derivados (E)-etil-2-((2)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-bromofenil)-4-
oxotiazolidin-5-ilideno) acetato substituidos (LglT/JF)

Em um baldo de 100mL adicionou-se 100mg da tiosemicarbazona substituida
juntamente com 15mL de metanol até solubilizacdo da mesma, ap6s adicionou-se leq. do
diacetileno carboxilato, mantendo a reacdo sob refluxo a temperatura de 65°C por 1h.
Decorrido o tempo, houve formacdo de precipitado, fez-se placa de CCD confirmando o
término da reacdo. Seguiu-se entdo a filtragdo, lavagens sucessivas com agua destilada. Nao
havendo formacéo de precipitado, colocou-se o baldo em freezer com temperatura a -4°C e
apo6s formagdo do precipitado, seguiu-se a metodologia normalmente (DAREHKORDIA,
SAIDIB & ISLAMIB, 2007).

4.1.5 Caracterizacdo Fisico-quimica e Estrutural

A caracterizacdo fisico-quimica foi realizada através da determinagdo dos seguintes
parametros: Ponto de Fusdo (PF) e Razéo de Frente (Rf). Ja para a analise estrutural utilizou-

se de técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMNH), Ressonancia
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Magnética Nuclear de carbono treze (RMN*C), espectroscopia de absorcdo vibracional na

regido do infravermelho (1V) e Espectrometria de Massas (EM);

4.2 ESTUDO BIOLOGICO in vivo

Os testes foram realizados no Laboratorio de Bioensaios para Pesquisa de FArmacos —
LBPF, coordenado pela professora Dr? Terezinha, localizado no Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos de acordo
com as normas internacionais do Conselho de Laboratério de Animais Experimentais
(ICLAS). Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas sugeridas pelo
Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal (COBEA) e com as normas estabelecidas
pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals. Este projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Pernambuco (CEUA-UFPE), sob protocolo 23076.019618/2016-31.

4.2.1 Animais

Utilizou-se camundongos machos adultos albinos swiss (Mus musculus), pesando
entre 30 e 35g provenientes do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
e Biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Os
animais foram acondicionados em gaiolas de polietileno com grades de aco inoxidavel e
maravalha como cobertura, tendo acesso livre a agua e racdo balanceada, mantidos num
ambiente com temperatura de 22°C + 2°C e luminosidade controlada, proporcionando um
ciclo claro-escuro de 12 horas. Todos foram submetidos a jejum, com a retirada da racédo

cerca de 4 horas antes do inicio do experimento.

4.2.2 Toxicidade aguda em dose Unica

Avaliou-se, quanto a toxicidade aguda, dos novos derivados de acordo com metodologia
recomendada pela Organization for Ecnomic Cooperation and Development (OECD, 2001). Foi
administrado por gavagem a dose de 2000mg/kg do derivado, baseado em experimentos
anteriores. Utilizando-se de 2 grupos contendo 3 animais (fémeas), totalizando 6 animais, sendo o
mesmo realizado em dose Unica. Os compostos da série tiazolidinica foram solubilizados em uma

mistura de solucdo salina e DMSO a 1% e o outro grupo recebeu apenas o veiculo (salina
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0,9%). Apds a administracdo os animais foram observados continuamente nas primeiras duas
horas e depois a cada 24hs durante 14 dias para verificagdo de qualquer alteragéo
comportamental, nas atividades fisioldgicas ou mortalidade. Os parametros comportamentais
observados foram: agitacdo, atividade motora, locomocdo, resposta ao toque, piloerecéo,
ptose, cianose, movimentos estereotipados, sonoléncia, frémito vocal, ataxia, contorgoes,
agressividade, convulsdes, mic¢do, defecacdo, diarreia. Também foi observado o consumo de
agua e racdao. No 15° dia os animais foram anestesiados com tiopental (5 mg/kg) para coleta
de sangue por puncdo cardiaca para avaliagdo hematoldgica através de testes bioquimicos, e
em seguida eutanasiados para coleta dos 6rgéos (figado, rins, baco e estbmago) para avaliagdo

para observacdo macroscopica de lesdes, como hiperemia, Ulceras e necroses.

4.2.3 Teste de Edema de pata induzido por carragenina

Foram utilizados camundongos albinos swiss machos (n=5) os quais foram tratados
por via oral com a série de cinco derivados ésteres na dose de 30 mg/kg, indometacina (10
mg/kg) ou veiculo (salina 0,9%); administrados 1h depois da injecdo da carragenina. O edema
foi induzido pela injecéo de 0,05 mL de carragenina a 1% (v/v) na regido subplantar da pata
posterior direita (WINTER, RISLEY & NUSS, 1962). O volume da pata foi medido antes e
nos intervalos de 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas ap0s a injecao de carragenina pelo pletismémetro (Ugo
Basile). Os resultados foram expressos como a diferenca entre o volume final da pata a cada

tempo (Vf) e o volume inicial (Vi).

4.2 .4 Anélises estatisticas

Os resultados experimentais foram expressos como a média + erro padrdo (E.P.) sendo
pela analise de variancia (ANOVA) one-way e two-way, seguida do teste de comparacgéo de
média, Turkey e Bonferroni. Valores de p menores do que 0,05 (p<0,05) foram considerados
como indicativos de significancia e representados por: *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. Os
calculos foram realizados utilizando o Software estatistico GraphPad Prism versdo 5.0, San
Diego Califérnia, EUA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 MECANISMOS REACIONAIS E ELUCIDACAO ESTRUTURAL

5.1.1 Mecanismo de sintese do intermediario tiossemicarbazida

A sintese do novo derivado N-(4-bromofenil)-hidrazina-carbotiamida (LT-03) se deu
por mecanismos reacional classico de adi¢do, como encontrasse descrito a seguir (Esquema
15):

7

7]
wn

o.. |

Br—N=C=3R H,N-NH, —>  R0.CY NH, —— BN _C. R,
»_/ - N N N N
" B/H H g

R1= Br-fenil
Esquema 15. Mecanismo reacional de sintese do intermediario hidrazina carbotiamida substituido (LT-
03). Ri= Br-fenil. Fonte: Autor

A hidrazina se comporta como um nucledéfilo, por isso o par de elétrons do nitrogénio
ataca o carbono parcialmente positivo do isotiocianato, formando uma estrutura intermediaria
que se rearranja intramolecularmente, resultando na tiossemicarbazida proposta. Os
rendimentos variam entre 70 e 90% (TENORIO et al., 2005). Como as tiossemicarbazidas tem
um potencial toxico, devido a presenca do grupamento NHz, elas sdo empregadas na quimica
medicinal como produtos intermediarios para a sintese das tiossemicarbazonas (AQUINO,
2007).

5.1.2 Mecanismo de sintese dos novos derivados tiossemicarbazonicos e elucidacdo estrutural

O mecanismo de sintese das tiossemicarbazonas se da por condensacdo entre o nucleo
tiossemicarbazida e aldeidos substituidos, método indireto de obten¢do (CUNHA & SILVA,
2009). O esquema 16 descreve esse mecanismo.
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Esquema 16. Mecanismo reacional de sintese de derivados tiossemicarbazénicos. Fonte: Autor.

A reacdo ocorre em meio &cido, o que favorece a protonacdo do aldeido,
desencadeando o ataque nucleofilico do grupamento NH2- da tiossemicarbazida ao ion
oxonio. Apds, ocorre uma desidratacdo, formando a ligacdo azometina (C=NH), caracteristica
das tiossemicarbazonas. A metodologia de sintese aplicada foi de facil realizacdo, obtendo-se
rendimentos entre 61-92% (CUNHA & SILVA, 2009; OLIVEIRA et al., 2015). Todos 0s
rendimentos estdo descritos na tabela 5, assim como as caracteristicas fisico-quimicas de cada
um dos cinco derivados obtidos.

Tabela 5. Propriedades fisico-quimicas e rendimentos para tiossemicarbazonas da série N-(4-bromofenil)-
hidrazina-carbotiamida.

Compostos Rend. (%) PF°C Rf / eluente
LgIT/IF-30 92 196-197 n-hex.:AcEtO (7:3) / 0,44
LqIT/JF-31 90 220-222 n-hex.:AcEtO (4,5:5,5) / 0,52
LqlT/JF-33 77 199-200 n-hex.:AcEtO (8:2) / 0,42
LqlT/JF-34 75 200-201 n-hex.:AcEtO (7:3) / 0,44
LqlT/JF-42 80 192-193 n-hex.:AcEtO (8:2) / 0,36

Fonte: Autor

Para a caracterizacdo estrutural das moleculas foram utilizadas técnicas
espectroscopicas e espectrométricas, como Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e

13C além de Infravermelho (1V) e Espectroscopia de Massas (MS).
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Para a determinacdo de grupos caracteristicos das tiossemicarbazonas, recorreu-se ao
IV, onde foi possivel identificar a presenca da por¢do tiocarbonila (C=S) com estiramentos
variando entre 1504 até 1510 cm™, como também a ligacdo azometina formada (C=N)
variando entre 1539 até 1584. O grupamento NH pode ser observado com bandas de absorcao
acima de 3000 cm™. Os dados da espectroscopia do infra-vermelho (1V) estdo resumidos na
tabela 6 e em seguida temos a figura 17 com um exemplo de espectro de IV com os principais
sinais de estiramentos caracteristicos das tiossemicarbazonas.

Na técnica de RMN'H podemos determinar os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios presentes na molécula. De acordo com Karabatsos et al., (1964), as
tiossemicarbazonas sintetizadas a partir de uma amina primaria podem ser obtidas nas
configuracBes Z ou E (Figura 18), variando as suas frequéncias de ressonancia no espectro de
RMN?H. Costa et al., (2003), verificaram que de modo geral as TSC derivadas de aldeidos
ficaram preferencialmente na forma E (mais estavel), enquanto as derivadas de cetonas
assimétricas a proporcdo das formas isoméricas depende das estruturas dos substituintes

ligados a carbonila.

Tabela 6. Principais frequéncias de absor¢do observadas nos espectros de IV para as tiossemicarbazonas da
série N-(4-bromofenil)-hidrazina-carbotiamida (i).

Compostos C=S C=N N-H R
LqIT/JF-30 1510 1543 3134 SCH3
LqIT/JF-31 1506 1539 3332 SO2CHs
LqIT/JF-33 1504 1543 3125 CFs
LqlT/JF-34 1504 1584 3142 NH(CHzs)2
LqIT/JF-42 1505 1544 3130 OCF3

H H

N_ N
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Figura 17. Regides de vibragdes do 1V do composto LqlT/JF-42 indicando os principais estiramentos dos
grupos presentes na tiossemicarbazona; referente aos NHs (seta amarela), fun¢do azometinica —C=N (seta
azul) e o grupamento C=S (seta vermelha).
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Figura 18. Representacdo das possiveis configuragdes de obtencdo das tiossemicarbazonas ilustrando a
posicao do hidrogénio azometinico. Fonte: OLIVEIRA, 2015.

Como em nossos experimentos de sintese das tiossemicarbazonas s6 foi observada a
presenca de uma Unica mancha nas CCD, podemos sugerir que os compostos foram obtidos
preferencialmente em uma configuracdo apenas, devido haver isomerizagéo da forma Z para a
forma E quando as mesmas estdo em solucdo (OTA et al., 1998). Temperini, Santos &
Monteiro, (1995) ap06s aplicacdo de técnicas espectrométricas de RMN verificaram a
predominancia do isdmero E de derivado tiossemicarbazénico em DMSO e meio aquoso.

Compostos possuindo o isomero Z exibem geralmente o sinal de NNH no intervalo de
14-15ppm, ao passo que aqueles possuindo uma configuracéo E exibem o sinal entre 9-12ppm
(SERDA et al., 2013). Na tabela 7 temos os principais sinais das tiossemicarbazonas
sintetizadas, sugerindo que as mesmas estdo na configuragéo E, pois, o intervalo de sinais de

NNH esta entre 11-12ppm, corroborando com os dados acima.
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Tabela 7. Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN *H para tiossemicarbazonas da
série N-(4-bromofenil)-hidrazina-carbotiamida.

Compostos NNH NH-Ar | N=CH H (Ar) Outros (R)
LqlIT/JF-30 11.872 10.112  8.114 7.273-7.841 2.506 (SCH3)
LqIT/JF-31 12.119 10.293  8.227  7.531-8.187 3.332 (SO2CHs)
LglIT/JF-33 12.075 10.271  8.223 8.145-7560 @ - (CF3)
LqlT/JF-34 11.662 9.952 8.048 6.731-7.697 2.972 (CHa)z2
LqIT/JF-42 11.995 10.201 8,180 8,069-7.401 @ ------- (OCFs)

Fonte: Autor

A ligacdo azometina pode ser confirmada pela presenca de um sinal singleto que varia
de 8.048 até 8.227 ppm. Foi possivel também observar os sinais dos dois tipos de ligacdo N-H
da molécula. O NH hidrazinico variou entre 12.119 — 11.662 ppm, sendo o singleto mais
desblindado da molécula. No caso do NH ligado a por¢do aromatica, eles aparecem com um
sinal singleto na faixa de 9.952 — 10.293 ppm. Em seguido temos a figura 19 exemplificando
os principais pontos do RMN*H caracterizando as tiossemicarbazonas.
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Figura 19. Espectro de RMN *H do composto LqlT/JF-42 indicando os sinais referentes ao NH do grupo
hidrazinico (seta amarela), do NH ligado ao grupo aromatico (seta azul) e do hidrogénio da fungdo azometinica
— C=N (seta vermelha).
Além dos sinais do RMNH, com o RMN*C podemos confirmar a formacéo da

tiocarbonila (C=S), presentes nas cinco novas tiossemicarbazonas sintetizadas, atraves de
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Sinais que variam na faixa de 174.723 — 176.365. Os dois principais descolamentos que
caracterizam a formacdo da tiossemicarbazona estdo na figura 20, sendo eles a ligacédo
azometinica formada (N=CH) e a funcéo tiocarbonila (C=S). E logo abaixo segue a tabela 8,

com as informagGes com os dois principais descolamentos das tiossemicarbazonas.

Y
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Figura 20. Espectro de RMN 2 C do composto LglT/JF-42 indicando os sinais referentes ao carbono da ligagio
azometinica —C=N (seta azul) e do carbono da fungdo tiocarbonila C=S (seta vermelha).

Tabela 8. Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN *3C para as tiossemicarbazonas
da série N-(4-bromofenil)-hidrazina-carbotiamida.

Compostos N=CH C=S
LqlT/JF-30 138.491 175.668
LqlT/AF-31 138.817 176.365
LqlT/JF-33 138.391 176.327
LqlT/JF-34 138.623 174.723
LqlT/JF-42 138.419 176.092

Fonte: Autor.

Afim de finalizar a elucidagéo estrutural, a espectrometria de massas foi utilizada
como ferramenta auxiliar para a caracterizagdo dos compostos desta seérie e para isso foi

utilizada a técnica de TOF (time of flight), onde as amostras sdo ionizadas e um detector capta
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quantitativo desses ions a depender da massa gerada (SILVERSTEIN, WEBSTER &
KIEMLE, 2005).

As massas moleculares tedricas dos compostos foram calculadas no software
ChemBioDraw Ultra 12.0 (m/z calculado) e, ap6s submeter os compostos a técnica, foram
encontrados os valores dos picos do ion molecular (m/z) de cada um deles. Observou-se que
0s mesmos foram semelhantes ao calculado, como visualizado na tabela 9. O pico do espectro
de massas evidencia a ioniza¢do da molécula e confirma a massa molecular do composto,

exemplificado pelo espectro de massas do composto JF-42 (Figura 21).

Tabela 9. Picos calculados e encontrados do ion molecular (m/z) das tiossemicarbazonas da série N-(4-
bromofenil)-hidrazina-carbotiamida.

Compostos m/z calculado m/z encontrado
LqIT/JF-30 379,98 379,95
LqlT/JF-31 411,97 411,95
LqlT/JF-33 401,98 401,96
LqlT/JF-34 377,03 379,03
LqlIT/JF-42 419,99 419,95

Fonte: Autor.
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Figura 21. Espectro de massas do composto JF-42 e o pico do ion molecular (circulo em vermelho).

5.1.3 Mecanismo de sintese dos derivados 4-tiazolodinicos 5-substituidos e elucidagédo
estrutural

Nessa reacdo o atomo de enxofre promove um ataque nucleofilico as ligacdes triplas e
uma tiolactama € formada, seguindo de um ataque intramolecular que leva a cicliza¢do da
tiazolidina com o grupamento éster na posi¢do 5 do anel (Esquema 17) (BENMOHAMMED,
etal., 2014).

Esquema 17. Mecanismo reacional de sintese dos novos derivados ésteres 4-tiazolidinas planejados.
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Todos os derivados ésteres foram caracterizados fisico-quimicamente e os dados estdo

resumidos na tabela 10, a seguir.

Tabela 10. Propriedades fisico-quimicas e rendimentos para os derivados da série (E)-etil-2-((Z)-2- (E)-

benzilidenohidrazona)-3-(4-bromofenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato.

Compostos
LqIT/JF-35
LqlT/JF-36
LqlT/JF-38
LqlT/JF-39

LqlT/JF-43

Fonte. Autor.

Rend. (%) @ PF°C

70

76

63

79

71

196-198

246-248

204-205

220-221

195-196

Caracterizagao
Sélido amarelo
Sélido amarelo
Sélido amarelo
Sélido laranja

Sélido amarelo

Rf / eluente

n-hex.:AcEtO (8:2) / 0,45

n-hex.:AcEtO (6:4) / 0,44

n-hex.:AcEtO (9:1) / 0,40

n-hex.:AcEtO (8:2) / 0,50

n-hex.:AcEtO (9:1) / 0,52

Com finalidade de elucidacdo estrutural técnica espectrométrica de infravermelho foi
aplicada, determinando-se as principais funcdes de ocorréncia dos novos 4-tiazolodina éster
substituido. Na figura 22 podemos evidenciar as regides vibracionais caracteristicos das

TZDs. Nao héa presenca de picos na regido de estiramentos de ligacdo NH (acima de 3000 cm’

1 : : . : : :
), evidenciando que a tiossemicarbazona usada como reagente foi totalmente consumida.

- . « -1 -
Identificou-se a presenca de faixa de absorcdo entre 1719-1726 cm ™, caracteristicas de
lactamas (C=0O ciclico). E ainda podemos observar absorcao tipicas de funcdo éster, descritas
em maiores detalhes na tabela 11.

Tabela 11. Principais frequéncias de absorcao observadas nos espectros de 1V para os derivados da série (E)-
etil-2-((2)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-bromofenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato (ii).

Compostos

LqIT/JF-35
LqIT/JF-36
LqIT/JF-38

LqlT/IF-39

LqIT/JF-43

C=0 lactma

1719

1720

1726

1720

1724

(CCO)
1198
1147
1109

1196

1218

((C=0)-0)

1252

1247

1201

1232

1263

R
SCHs
SO2CHs
CFs
NH(CHs3)z2

OCFs
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Figura 22. Regides de vibragdes do IV do composto LqlT/JF-43 indicando os principais estiramentos dos grupos
presentes nas tiazolidinas; referente a lactama (seta vermelha), picos da funcdo éster (setas azuis) e ainda, ndo ha
picos na regido estiramento de ligacdo NH (em amarelo).

Seguindo a elucidacio, a presenca de sinais no RMNH na parte de campo baixo do
espectro, local de sinais tipicos de carbonos sp?, sugere a formagéo do grupamento etil (-CH.-
CHBa), neste caso com multiplicidades correspondentes, quarteto para 0 CHy e tripleto para o
CHs. Ainda, ndo ha singletos do NH tiossemicarbazonico e sim singletos referentes a ligacéo
olefinica na faixa de 6.758 — 6.835 ppm. A ligacdo azometina é mantida, também confirmada
pela presenga dos picos correspondentes. Segue tabela 12 com os principais descolamentos

quimicos encontrados no RMN!H e figura 23 com o espectro detalhado mostrando os
principais picos.
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Tabela 12. Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN *H para os derivados da série
(E)-etil-2-((2)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-bromofenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato.

Compostos N=CH ' C=CH CH2 CHs Outros (R)
LqlT/JF-35 8.408 6.789 4.301 1.302 2.523 (SCH3)
LqlT/JF-36 8.603 6.835 4.307 1.299 3.256 (SO2CH3)
LqlT/JF-38 8.590 6.822 4.303 1297 - (CFs)
LqlIT/JF-39 8.263 6.758 4.293 1.295 2.996 (CHs)2
LqlT/JF-43 8.526 6.810 4.298 1293 - (OCFs)

Fonte: Autor
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Figura 23. Espectro de RMN *H do composto LqIT/JF-43 indicando os sinais referentes ao grupamento etil na
regido de carbono sp® (setas azuis), singleto olefinico (seta vermelha), o hidrogénio da fungdo azometinica —
C=N (seta amarela) e auséncia de picos acima de 9 ppm, caracteristico dos NHs presentes nas
tiossemicarbazonas (circulo em verde).

A dupla ligacdo exociclica originada no heterociclo da 4-tiazolidinona permite a
formacdo de dois isbmeros geométricos E e Z. No entanto, no espectro de RMN!H s6 é
possivel observar apenas um sinal singleto referente apenas a uma forma isomérica. Os
estudos de cristalografia de raio-X comprovam a preferéncia pela configuracdo Z desses
derivados, provavelmente devido ao efeito estérico do grupamento éster (BENMOHAMMED
etal., 2014).

No RMN®C podemos identificar a auséncia de picos na faixa de 176ppm,
caracteristicos do grupamento tiocarbonila (C=S); ainda podemos identificar sinais referentes
a carbonila ciclica, indicando que houve a reacdo de ciclizacéo, na faixa de 165ppm.
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A presenca de dois sinais abaixo de 100ppm, indicam a formacdo do grupo etila do éster,
substituinte na posicdo 5 do anel tiazolodinico. Deslocamentos quimicos dos principais sinais
estdo discriminados na tabela 13. Em seguida figura 24 mostrando os principais pontos do
RMNZC das tiazolidinas.

Tabela 13. Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN *3C para os derivados da série
(E)-etil-2-((2)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-bromofenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno)acetato.

Compostos C=0 lactama CH:2 CHs
LqlT/JF-35 165.32 61.34 13.89
LqlT/JF-36 165.49 61.57 14.00
LqlT/JF-38 165.47 61.54 13.98
LqlT/JF-39 165.38 61.49 13.99
LqlT/JF-43 165.50 61.54 14.01
Fonte: Autor.
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Figura 4. Espectro de RMN13C do composto LqlT/JF-43 indicando os sinais referentes aos carbonos das ligagbes
sp3 (setas vermelhas) e auséncia de pico da tiocarbonila (C=S) na faixa de 176ppm (em amarelo).

Afim de finalizar a elucidacdo estrutural dos derivados tiazolidinicos, a técnica de TOF foi
utilizada na andlise de EM. Todos os compostos apresentaram pico do ion molecular (m/z)

semelhante a massa molecular calculada no software ChemBioDraw Ultra 12.0. Segue tabela
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14 com os m/z das moléculas estudadas, confirmando ionizagdo da molécula e a massa molecular

do composto, exemplificado pelo espectro de massas do composto JF-43 (Figura 25).

Tabela 14. Picos calculados e encontrados do ion molecular (m/z) dos derivados ésteres 4-tiazolidinas da série
(E)-etil-2-((2)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-bromofenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato.

Compostos m/z calculado m/z encontrado
LqlT/JF-35 503,99 503,90
LqlT/JF-36 535,98 535,84
LqlT/JF-38 525,99 525,81
LqlT/JF-39 501,05 500,99
LqIT/JF-43 541,98 541,77
Fonte: Autor.
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Figura 25. Espectro de massas do composto JF-43 (pico do ion molecular circulo em vermelho).

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

5.2.1 Toxicidade aguda em dose Unica

Avaliou-se 0 nivel de seguranca dos compostos utilizados, aplicando o teste de

toxicidade aguda em dose Unica segundo a OECD. No final do experimento nenhum dos

animais foi a 6bito, como também ndo apresentaram variacdes significativas no perfil clinico,

comportamental, fisioldgico, bioquimico ou alteragbes macroscopicas.
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5.2.2 Edema de pata induzido por carragenina

Apds constada a seguranca dos compostos, os mesmos foram submetidos ao teste de
edema de pata com carragenina, afim de triar os compostos com perfil promissor de inibicdo
da inflamacéo. O teste baseia-se na variacdo do volume das patas traseiras dos camundongos,
ap6s a aplicagdo de algum estimulo inflamatdério. O agente flogistico utilizado foi a
carragenina, a qual induz exsudato rico em proteinas que contém grande numero de
neutrofilos e estimula a metabolizacdo do acido araquidénico pelas vias da ciclooxigenase e
lipoxigenase (LO et al., 1982, ZHANG et al., 2007). A carragenina ¢ um polissacarido de
elevado peso molecular utilizado em farmacologia para induzir inflamacdo (CORSINI et al,
2005), descrita em 1969 nos modelos de pata de camundongos (LEVY, 1969).

Um agente pro-inflamatério € util para avaliar a contribuicdo de mediadores
envolvidos nas alteracdes vasculares associadas a inflamacdo aguda. A inflamacdo induzida
por carragenina imediatamente promove a liberacdo de varios mediadores inflamatérios na
primeira hora, tais como histamina, serotonina e bradicinina; em seguida, as PGs e NO sao
sintetizados e liberados na corrente sanguinea, pela acdo da COX-2 (CORSINI et al, 2005;
LIAO et al., 2014).

As ciclooxigenases tem acdo sobre o 4&cido araquiddnico convertendo-o em
prostaglandinas. Assim, as mesmas tém uma ac¢do importante na inflamacéao e na hiperalgesia.
As PGE2 e PGIl2 aumentam a formacdo de edema e a infiltracdo de leucdcitos promovendo o
fluxo na regido inflamada (TEIXEIRA et al., 2003). Com isso, o processo inflamatorio se
instala. A carragenina é injetada uma hora antes da admintracdo via oral dos compostos ou

solucdo salina 0.9% (controle negativo) ou indometacina (controle positivo).

A tabela 15 ilustram os resultados obtidos no ensaio de edema de pata induzido pela
carragenina nos novos derivados tiazolidinicos. O controle positivo (indometacina 10mg/Kg)
apresentou efeito anti-edematogéncio significativo desde a primeira hora do experimento. Os
novos compostos foram testados na dosagem de 30mg/kg, sendo mensurado o valor do edema
da pata com um plestismométro a cada hora, durante um periodo de 6 horas.

No grafico 1, pode-se verificar a influéncia dos compostos e dos controles utilizados
na inibicdo do volume da pata dos animais. Nas duas Ultimas horas, para os compostos JF-38
e JF-43 com substituicdo -CFs e —OCFs, respectivamente, ndo hé quase variagdo no volume da
pata, o que fica evidente através do grafico a auséncia das barras na quinta e sexta hora

(amarelo e rosa, respectivamente).
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Tabela 15. Percentual de crescimento do volume da pata (%) comparado com o controle negativo (média £ erro

padro).

Horas Salina 0,9% Indometacina 10mg/Kg  JF-3530mg/Kg JF-36 30mg/Kg
1 26,25 + 2,97 13,61+ 4,30 * 25,45+ 3,75 29,91+ 3,15
2 30,54 £ 3,55 12,42 £ 3,92 *** 32,12+ 2,90 36,32 + 3,13
3 40,18 + 3,60 12,42 + 3,92 *** 40,75+ 1,99 42,84 £ 1,55
4 50,97 £ 5,21 21,08 + 4,86 *** 62,72+ 1,87 51,81+ 2,84
5 56,54 + 4,05 10,17 + 3,10 *** 56,06 + 6,98 45,29 + 3,35
6 43,19 + 4,24 6,38 + 2,58 *** 37,27+ 4,17 38,99 + 0,53

Horas JF-38 30mg/Kg JF-39 30mg/Kg JF-43 30mg/Kg
1 7,42 + 2,84 *** 32,58 +2,43 11,48 +1,09 *
2 9,77 £ 2,64 *** 44,76+ 4,85 * 141 ***
3 10,73 + 3,68 *** 52,88+ 3,85 * 7,38+1,40 ***
4 8,25 + 2,51 *** 61,00 + 3,92 8,35+3,21 ***
5 Q *** 40,70 £ 4,50 ** 0,98+0,98 ***
6 Q *** 31,19+£2,72 Q ***

Legenda:

Os dados foram expressos como a média £ EP de 5 animais por grupo. Os resultados foram considerados
significativos quando * p <0,05; ** p <0,01 e *** p <0,001 (em comparagcdo com o grupo de controle
negativo), determinado por analise de variancia (ANOVA) seguido pelos testes de Bonferroni.

Fonte: Autor.

Gréfico 1. Gréafico em barra com o percentual de inibi¢do do volume da pata (%) comparado com o controle

Fonte: Autor.
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Duas fases distintas estdo envolvidas na resposta inflamatéria aguda. A primeira fase

(0-120 min) relaciona-se a liberacdo de histamina e serotonina, a segunda fase envolve a

estimulacdo de células polimorfonucleadas (120-360 min) que promovem a liberacdo de

cininas, NO e PGs, esses produtos da acdo das COX sob o &cido araquiddnico (VINEGAR,
SCHREIBER, & HUGO, 1969; OLIVEIRA et al., 2016).
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Diante disto, os dados preliminares indicam que os compostos fluorados tém acéo nas
duas fases mediadas pela carragenina, atuando assim tanto nos primeiros mediadores da
inflamacéo ou através da inibicao de citocinas pro-inflamatorias.

Os compostos JF-35 e JF-36 ndo apresentaram variagdo significativa do volume do
edema induzido, apenas uma inexpressiva diminuicdo do edema de 0,84% e 19,89%,
respectivamente. O JF-39 apresentou resultado significativo nas duas fases de acgdo da
carragenina (2h e 5h), no entanto, ndo apresentou variagdo maior do que o controle positivo.
Esses dados evidenciam a incapacidade dos compostos em inibir a produgdo de substancias
pro-inflamatorias enddgenas tanto pela via das amina vasoativas como pela via das COXs, ja
que ndo tiveram o perfil similar a indometacina.

Ja os compostos JF-38 e JF-43 apresentaram variacdo significativa do volume do
edema, em todas as horas, inclusive demonstrando ambos 100% de inibicdo na sexta hora. O
farmaco indometacina, utilizado como controle positivo, apresentou pico de inibicdo de
85,22%, também na sexta hora. Essa acdo promissora na inibicdo do edema de pata nas
ultimas horas, evidencia o perfil similar desses dois compostos com o controle positivo e
demonstra efetividade no controle do edema pelos JFs em questdo (Tabela 16), por ambas as
vias de producdo de agentes pro-inflamatdrios endégenos.

Tabela 16. Percentual de inibi¢do do processo inflamatério (%) dos novos derivados tiazolidinicos.

Horas Indometacina JF-35 JF-36 JF-38 JF-39 JF-43
1 48,15% 3,04% - 71,73% - 56,26%
2 59,33% - - 67,68% - 96,72%
3 69,08% - - 73,29% - 81,63%
4 58,64% - - 83,81% - 83,61%
5 82.01% 0,84% 19,89% 100% 28,01% 98,26%
6 85,22% 0,13% 9,72% 100% 27,78% 100%

Fonte: Autor.

A inibicdo da inducdo do processo anti-inflamatério da substéncia foi estimada em
termos de percentual de inibicdo, calculado de acordo com a formula abaixo:

Percentual de Inibicdo do Processo Anti-inflamatorio (%) = [(n-n”)/n] x 100

Onde, n e n’ indicam a média * erro padrdo do volume do edema nos grupos controle
negativo e grupo teste de cada composto testado em cada hora, respectivamente (PALASKA
et al., 2002).

Além disso, aplicando o teste ANOVA entre o controle positivo e os dois melhores
compostos, foi encontrado que ha significancia nos resultados de inibi¢do na quarta hora do
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teste. Segue Tabela 17 com os dados do percentual de crescimento do volume da pata

comparado com o farmaco padréo, indometacina.

Tabela 17. Percentual de crescimento do volume da pata (%) comparado com o controle positivo (média +
erro padrdo) para os compostos JF-38 e JF-43.

Indometacina

Horas 10mg/Kg JF-38 30mg/Kg JF-43 30mg/Kg
1 13,61 + 4,30 742284 14,47 +3,11
2 12,42 + 3,92 12,31+ 3,33 3,33+2,47
3 12,42 + 3,92 10,73 + 3,68 10,07 £2,92
4 21,08 + 4,86 8,25+251* 8,36 £3,21 *
5 10,17 £ 3,10 0 0,98 + 0,98
6 6,38 + 2,58 0 0

Legenda:

Os dados foram expressos como a média + EP de 5 animais por grupo. Os resultados foram considerados
significativos quando * p <0,05; ** p <0,01 e *** p <0,001 (em comparacdo com o grupo de controle positivo),
determinado por analise de variancia (ANOVA) seguido pelos testes de Bonferroni.

Fonte: Autor.

O bromo, mostrou-se relevante para a atividade anti-inflamatoria de novas tiazolidin-
4-onas quinolonas substituidas. Engquanto os substituintes que ndo possuiam bromo a
atividade anti-inflamatdria ndo foi significativa, 0s mesmos grupos com a substituicdo bromo
mostrou atividade (Tabela 18) (SUTHAR et al., 2013). Justifica-se assim, a manutengdo do
bromo em todos 0s novos 2-amino-4-tiazolidinas avaliados.

Tabela 18. Percentual de inibicdo dos compostos tiazolidin-4-onas quinolonas substituidos avaliados por

SUTHAR et al., (2013), mostrando a diferenca de inibicdo do edema de pata (%) dos compostos sem (15a e 16a)
e com (15b e 16b) substituicdo bromo.

Compostos % NUCLEO BASICO R
15a 5.16 + 0.29 )\/}
CH,
15b 23.29 + 1.42 ﬂBr
S aae S
16a 18.55 + 1.44 )\s p
R S
16b 24.02 +1.76 /E\>75r
S

Fonte: Adaptado de SUTHAR et al., 2013.

As novas 2-amino-4-tiazolidinas que mostraram atividade significativa frente a inibi¢&o do
processo inflamatdrio, apresentam como radicais compostos fluorados; os dois conferem a

molécula maior lipofilicidade. Em 2015, Al-Turki verificou a influéncia de varios substituintes



73

em novos analogos de inibidores da COX-2, constatando que o grupamento 4-clorobenzil se
mostrou eficiente devido ao seu carater lipofilico interagindo com residuos de aminoacidos,
na enzima da COX-2, também lipofilicos. Abaixo segue tabela 19 com o LogP dos

substituintes avaliados, calculados através do software OSIRIS DataWarrior ® versao 4.4.4..

Tabela 19. Dados dos LogP dos grupamentos “R” que variam ha substituicdo dos novos derivados 2-
amino-4-tiazolidinicios, indicando o tipo de contribui¢do que trazem para a molécula.

Horas LogP R

JF-35 0,1395 -SCHs

JF-36 -0,9121 -SO2CHs

JF-38 1,8786 -CFs

JF-39 -0,5618 -N(CHs)2

JF-43 0,8881 -OCF3
Legenda:

Valores negativos indicam carater hidrofilico enquanto valores positivos indicam carater
lipofilico do grupamento.
Fonte: OSIRIS DataWarrior ® versao 4.4.4..

Além disso, estudo de docking realizado em 2012 por ELEFTHERIOU et al.,
demostrou a importancia da manutencdo da posi¢do central da 2-imino-5-metilideno-1,3-
tiazolidin-4-ona; o fragmento desempenha um papel importante na interagdo entre a COX-1,
COX-2, LOX e tiazolidinonas (Tabela 20).

Tabela 20. Estimativa de contribui¢do do fragmento 2-imino-5-metilideno-4-tiazolidina para a interacdo com
as enzimas COX-1, COX-2 e LOX.

Fragmento Estimativa de contribuicdo do fragmento
o)

EQLN COX-1 COX-2 LOX
S&N 100 96 100

(2-imino-5-metilideno-1,3-tiazolidi-4-ona)

Legenda:

COX-1: Ciclooxigenase-1

COX-2: Ciclooxigenase-2

LOX: Lipoxigenase

Fonte: Adaptado de ELEFTHERIOU et al., 2012.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os novos derivados (E)-etil-2-((2)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-3-(4-bromofenil)-4-
oxotiazolidin-5-ilideno) acetato substituidos (LglT/JF) foram sintetizados com bons
rendimentos e dois compostos mostraram-se promissores frente a atividade anti-inflamatéria.

Os intermediarios da série N-(4-bromofenil)-hidrazina-carbotiamida substituidos foram
sintetizados com rendimentos entre 75-92%, sendo caracterizados por técnicas
espectroscopicas e espectrométricas. A ligacdo azometinica (-C=NH), confirma a sintese por
ser caracteristica das tiossemicarbazonas, variando no espectro de RMNH entre 8,048 e
8,227ppm.

Ja os produtos finais da derivados da série (E)-etil-2-((Z2)-2-(E)-benzilidenohidrazona)-
3-(4-bromofenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato substituidos foram obtidos com
rendimentos entre 63-79%. A caracterizacdo estrutural dos compostos ocorreu através de
Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN*H), Ressonancia Magnética Nuclear de
carbono treze (RMN*C), espectroscopia de absorcéo vibracional na regifo do infravermelho
(V) e Espectrometria de Massas (EM); no qual ficou evidente a formacéo da carbonila ciclica
no RMN®3C na faixa de 165ppm para todos os derivados e ainda, a formacdo do grupamento
etila do éster na posicdo 5 do anel tiazolidinicio, facilmente demonstrado pelos quartetos e
tripletos abaixo de 5ppm (regido de carbono sp®) no RMN*H.

Os compostos ndo evidenciaram toxicidade aguda, visto que nenhum dos animais foi a
6bito durante o experimento e ndo apresentou variagbes significativas nos parametros
fisiol6gicos, comportamentais, bioquimicos ou ap6s avaliagdo macroscopica. Faz-se
necessario, como complemento da avaliagdo toxicologica, a realizacdo de estudo
histopatologico dos 6rgéos coletados. A saber: baco, estbmago, rins e figado.

A avaliacdo da atividade anti-inflamatdria através da metodologia de edema de pata
induzido por carragenina em camundongos, verificou o potencial anti-inflamatorio dos
derivados (4-bromofenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato substituidos, no qual o0s
compostos com substituicdo trifluorometdxi (JF-43) e trifluorometil (JF-38) se mostraram
promissores com inibi¢cGes do edema de 100% na 6 hora do experimento. Afim de termos uma
avaliacdo maior dos possiveis mecanismos de a¢do, 0s compostos seguirdo para o teste de

dosagem de citocinas IL-1p ¢ TNF-a.
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