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RESUMO

A resposta inflamatéria € uma reacgdo estereotipadmeostatica e geralmente
benéfica do organismo quando h&d uma lesdo. Quanplmaesso inflamatério é
excessivo, aberrante ou prolongado e quando caseauiddo do tecido, surge a
necessidade da utilizacdo de farmacos anti-inflénost No Brasil sdo 1,5 milhdes
os portadores de osteoartrite. Segundo dados dstBhio da Saude atingem cerca
de 80% das pessoas acima dos 70 anos de idadmdafeliretamente a qualidade de
vida deste paciente. As imidazolidina-2,4-dionassetiazolidina-2,4-dionas séo
sistemas heterociclicos que pertencem a uma olEessempostos que apresentam
diversas atividades farmacoldgicas, como: antitamnolntimicrobiana, anti-
inflamatéria, antifiUngica, antiparasitaria, hipoglniante. Os novos derivados
tiazolidinicos e imidazolidinicos foram sintetizadem trés etapas que envolveram
as reacgOes dd-alquilacédo, condensacdo de Knowvenagel e adicadideael. As
estruturas quimicas dos compostos obtidos forandaesente comprovadas por
espectroscopia de RMN, RMN'C, IV, e espectrometria de MS. Foram realizados
estudos delockingdos derivados tioxoimidazolidinicos e o deriva8d fapresentou

a mais alta afinidade (alto score) pelo receptdkRf. Com relacdo aos derivados
tiazolidinicos tiveram sua atividade anti-inflanrédbavaliada. E destacaram-se 0s
derivados tiazolidinicoss@), (5b), (5¢), (5f) e 6d), os quais se mostraram eficazes
em inibir a migracéo celulan vivo em teste de peritonite induzida por carragenina e
0s compostos5@), (5¢) e 6d) foram os mais ativos da série e mostraram-se
significativamente  eficientes. Os  derivados tiadoicos  reduziram
significativamente os niveis de NO, sendo o congpestb) o mais eficiente da
série. E o derivado5f) apresentou-se eficaz no teste de contorcdes abadiem

induzidas por acido acético.

Palavras-chave: indometacina, tiazolidina, tioxdmzolidina, PPAR



ABSTRACT

The inflammatory response is stereotyped reactmmeostatic in the body and
generally beneficial when there is an injury. Whe inflammatory process is
excessive, abnormal or prolonged and cause tisssieudtion, the necessity of the
use of anti-inflammatory drugs. In Brazil there atés million people with
osteoarthritis. According to Ministry of Health dateaches about 80% of people
above 70 years of age, directly affecting the duadif life of this patient. The
imidazolidine-2,4-diones and thiazolidine-2,4-disn&re heterocyclic systems that
belong to a class of compounds that exhibit divetsmacological activities such
as antitumor, antimicrobial, antiinflammatory, @&mtgal, antiparasitic,
hypoglycemics. The new derivatives imidazolidinesd athiazolidines were
synthesized in three steps involving the N-alkglatireactions, condensation
Knowvenagel and Michael addition. The chemical dties of the compounds
obtained were properly supported 1y NMR spectroscopy-*C NMR, IR, and MS
spectrometry. Were performed docking studies ofdiimidazolidines derivatives
and derivative §d) had the highest affinity (high score) by PPAReceptor. With
regard to derivatives thiazolidines had their amtemmatory activity evaluated.
And stood out derivatives thiazolidingsa, (5b), (5¢), (5f) and 6d), which proved
effective in inhibiting cell migration in vivo tegteritonitis induced by carrageenan
and the compound$4), (5¢) and 6d) were the most active of the series and were
significantly effective. Thiazolidines derivativaggnificantly reduced the levels of
NO, and the compound beingh], the most efficient series. And derivativ&g) is

made effective in the writhing test induced by axcatid.

Keywords: indomethacin, thiazolidine, tioxoimidadahe, PPAR
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1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade, varias civilizagdes possuiatac@es de produtos
naturais que eram usados como tratamentos parvesabs males. No final do
século XIX, quando a atuacdo do quimico organintésco passou de basicamente
trés atividades: elucidacdo estrutural de compostgrais, investigacdo de reacdes
basicas e preparacdo de novas substancias quipdcasa busca por medicamentos
menos toxicos, que resultou na introducdo de sobist sintéticas na terapéutica e
seu uso foi amplamente disseminado no século X>OWIAS, 2003).

Nos dias atuais, existe uma busca incessante pmsrammpostos Uteis no
tratamento de diversas doencas. Esse objetivocros centros de pesquisas, nas
universidades e nas industrias farmacéuticas, disdesenvolver novos principios
ativos mais eficazes e menos toxicos que poderoldafos através da sintese de
novos compostos ou por modificacBes estruturais nemiéculas ja conhecidas,
direcionados pela relacdo estrutura quimica e bighdgica (MICHAELLA, 2009).

Os farmacos sdo substancias usadas para impedauram doencas em
homens e animais. A introducdo de novos farmacdsrapéutica é necesséria para
o aperfeicoamento do tratamento de doencas jéeaiest ou recém-identificadas ou,
ainda, para a implementacgéo de tratamentos maiscseg eficazes (OLIVEIRA et
al., 2008).

O desenvolvimento de um farmaco pode surgir atrdeésxperimentos com
produtos naturais ou sintéticos, que tenham siidde com compostos, com
reconhecida atividade para outras doencas ou atraee alvos metabdlicos
especificos para uma determinada célula ou org&CRUZ, 2009).

Os quimicos organicos lancam mao de varias egiaatéara introduzir
novos farmacos na terapéutica, porem as modifisagéeestrutura quimica de uma
molécula se mostra a medida mais promissora, ja @odem alterar
significativamente suas propriedades fisicas, quasie bioldgicas e também o
mecanismo de acdo em nivel molecular. Estas censisa transformacéo quimica

de moléculas conhecidas, com o objetivo de aumemtppbténcia e seguranca,
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garantindo, assim, um melhor perfil farmacocinéti@ farmacodindmico
(WERMUTH, 2004). Nos ultimos anos se tem verificaoio crescente interesse da
comunidade cientifica nas classes de compostosoh&ticos de origem sintética.
Diversas moléculas sintéticas podem ser obtidasrar gle derivacbes de anéis
heterociclicos, devido a sua potencialidade conatoppo para o desenvolvimento
de novos farmacos.

Dados recentes demostraram que a inflamacdo estiiada a varias
patologias, dentre elas: diabetes, obesidade, dodecParkinson e doenca de
Alzheimer, cancer, e outros distirbios (FRANKS E ASISKY, 2012;
EIKELENBOOM et al, 2012.; DURRENBERGER et al, 201RARALIS et al.,
2009). Sabendo da severidade dos danos causadosppmesso inflamatério
cronico, surgiram as drogas anti-inflamatorias n&steroides (AINES)
(MCCORMACK, 2011). No entanto, tratamento com AINgE&de ser prejudicado
pela ocorréncia de efeitos adversos (SOSTRES ,e2@l10), o que levou a uma
remocdao de certos agentes anti-inflamatérios décali

Neste contexto, os nudcleos imidazolidinicos e tidzocos destacam-se na
literatura por suas potenciais aplicacdes teraggsititais como: antitumoral,
antimicrobiana, anti-inflamatéria, antifangica, ipatasitaria, hipoglicemiante, entre
outras.

Desta forma, desenvolvemos a sintese, caractevizstéutural e avaliacdo de
anti-inflamatéria de sete derivados tioxoimidaziolidos e seis derivados
tiazolidinicos. Os compostos obtidos foram car@&ddps através de técnicas
espectroscépicas como a ressonancia magnéticaanutte’H e °C além de
infravermelho, tendo suas estruturas confirmadapdsAa caracterizacdo 0s

derivados foram submetidos a avaliacdo do poteani#inflamatorio.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Sintetizar, caracterizar estruturas e avaliar rpoé atividade anti-

inflamatdria de novas moléculas tioxoimidazolidasie tiazolidinicos.

2.2. Objetivos especificos

» Sintetizar as novas moléculas 3-benzil-5-benzild2+tioxo-
imidazolidin-4-ona 8a-g e 3-benzil-5-benzilideno-tiazolidina-2,4-
diona 6a-e);

« Caracterizar estruturalmente os compostos sintEt&zgor métodos
espectromeétricos, tais como infravermelho, ressoadamagnética

nuclear de hidrogénios e carbono 13 e espectrangrmassas;

» Avaliar através de estudos deckingmolecular usando a estrutura da
enzima Peroxisome Proliferator-Activated Receptam@a (PPAR)

os derivados tioxoimidazolidinico84-g);

« Avaliar a atividade anti-inflamatéria dos compostodetizados atraves

de peritonite induzida por carragenina em camunoing

» Determinar a concentracdo de NO no exsudato inftamoade animais

tratados com 0s compostos em estudo;

» Avaliar a atividade antinociceptiva dos derivadazdlidinicos no

modelo experimental de nocicepc¢ao induzida porcéaaético.
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3.Revisao de Literatura

A inflamacdo é um mecanismo evolutivo de grandeefieio para a
manutencdo da homeostase do organismo, que podés/sido em trés fases, que
vai da permeabilidade vascular aumentada, reswtand edema e inchaco, que é
seguido por infiltracdo celular, e finalmente, dwdblastos proliferam, fornecendo
novas tecidos conjuntivos para reparar a lesdoespasta inflamatéria pode ser
apropriada, fisioldgica e necessaria a presengiades celulares ou stress (ABBAS
et al, 2012.; MILLERet al, 2009). Os processos inflamatorios sdo as respast
diferentes estimulos, tais como agentes patogén@®scélulas danificadas ou
antigenos em inflamacéo crénica ou doencas autoem(PEPP/At al, 2011).

Tanto a inflamacgéo aguda como a crénica desempentzapel essencial na
restauracdo da homeostase (IWASAKI, 2010). No émtass mecanismos pelos
qguais leucécitos ativados combatem os antigenaod8ludas tumorais e elimina os
restos de tecido em areas de inflamacédo levam dugfio de oxidantes e/ou
citocinas citotoxicas (DAVI, 2005; CAIN, 2009). Aascata inflamatéria €
caracterizada por uma resposta inicial imediatas ap deteccdo de antigenos que
conduz o recrutamento dos neutréfilos para o laealdano através da acdo de
mediadores (Figura 1), isto € seguido pela subsgéguevasdo de mondcitos /
macréfagos, que se tornam o principal tipo de aélulunoldgica presente apos 48
horas (FRODE, 2001; BERGER, 2002). A ativacao ddraélos leva a secrecao de
citocinas que amplificam a resposta inflamatériasuitando ndo apenas na
infiltracdo de linfocitos, mas também em alterac@esculares, edema e destruicédo
enzimatica. Granulécitos migram para os locais mféarnacdo e promovem a
geracdo de metabolitos de &cido araquiddnico eieenos por lipoxinas (SZELES,
2007).
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Figura 1- Esquema simplificado do processo inflameat
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Esquema simplificade de processo inflamatario

A resposta inflamatodria libera mediadores inflamag) incluindo fatores
guimicos, ou seja, histaminas, prostaglandinas,didiréna, serotonina, e
leucotrienos. As prostaglandinas e os tromboxaéospsoduzidos atraves da agao
enzimatica de fosfolipase A2 (PLA2) e ciclo-oxigead e 2 (COX-1 e COX-2)
sobre o &cido araquidonico (AfEsquema L As prostaglandinas tem um tempo de
vida curtoin vivo, porque sdo metabolizadas rapidamente por oxiddgéenzima
citosolica chamada de 15 hidroxiprostaglandinadiegenase (15-PGDH) (WEH.
al, 2010).

Esquema 1: Sintese de Prostaglandinas
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Esses fatores quimicos produzem a resposta infaimalocal como por
exemplo, a vasodilatagdo, a estimulacdo da dor, cmmo atrair macréfagos. Os
macrofagos liberam citocinas, tais como Fator dgase tumoral (TNFe), IL-1 e
IL-6 (Interluecinas), que prolongam ainda mais gposta inflamatéria sistémica e

inicia a atracdo sistemética de leucdcitos e libddc (JOSHUAet al, 2014).

Nos seres humanos, tanto a COX-1 como a COX-2 gad@ssas em muitos
tecidos, apesar de o pensamento inicial em que>&Z€staria totalmente ausente
em tecidos normais, mas apenas induzida por estnmflamatérios (GOSEPATH
et al, 2004; ZIDARet al, 2009). Uma alteracdo no equilibrio das atividade
corpo entre a COX-1 e COX-2 tem sido sugerido, peenos em parte, para a
manifestacdo dos efeitos adversos, incluindo caapdes gastrointestinais,
reduzida producao renal, distarbio hemorragicoents cardiogénico (MEADE et
al., 1993). Alguns anos atras uma nova variant€@x-1, denotada por COX-3 tem
sido identificado, com seu papel pouco compreenfZitANDRASEKHARAN et
al., 2002; DAVIESet al,, 2004).

Outro fator importante relacionado a inflamagéo esioeceptores ativadores
da proliferacdo dos peroxissomos (Peroxissome f@rator-Activated Receptor,
PPAR), por serem receptores nucleares que deseampephpel importante na
regulacdo e controle do desenvolvimento da infl&#ma(HONG, 2008). Essas
substancias endogenas também atuam no processamatdkio, s6 que
negativamente para deter o processet(dl, 2011;. SERHAN, 2010; PERRETTI E
D'ACQUISTO, 2009; DUFTON PERRETTI, 2010; HEBEDét al 2011). De
acordo com Fajast al, 2001 achavam que a atividade do PPAR fossealifaiao
metabolismo lipidico e homeostase da glicose. Poo@inos estudos mostraram que
a ativacdo do PPAR controla negativamente viasdragionais essenciais a sintese
de moléculas pro-inflamatéria, tais como as citasie as moléculas de adesao
envolvidos na migracdo de neutrofilos para focdlanmatorios (DI PAOLAet al,
2010.; PARKet al, 2012.; JUNGBAUER & MEDJAKOVIC, 2012; CHACKO et

al., 2011). Alguns estudos demonstraram a relagaatigacdo dos PPARs com a
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inibicdo da COX-2 para o tratamento da inflamac@lo eancer (PANCIONEt al,
2009; MEYERet al, 2009). Esse fato ficou evidenciado em outrodesiguando o
uso associado de agonistas de PPAR e inibidore€@¥-2 melhoraram os
resultados terapéuticos, especialmente por redwgfoproliferacdo de células
tumorais (HAZRAet al, 2008; BILITY et al., 2010.; SUNt al, 2009). O que torna

essas estruturas alvos relevantes no combate ids patologias.

3.1. Anti-inflamatdrios

Os anti-inflamatérios se apresentam como um grupterbgéneo de
moléculas, dentre eles merece destaque os amtiviatbrio ndo esteroides (AINES),
gue apesar de muitas vezes nao estarem relaciogasi@samente, possuem acoes
terapéuticas em comum, tais como: atividade anaklésanti-inflamatoéria e
antipirética. Esses efeitos tornam essa classardefos a primeira escolha para o
tratamento de doencas inflamatérias como, por ekengesordens reumaticas
(FIORUCClet al, 2001).

A histéria do desenvolvimento dessa classe de raedinto é fascinante e
remonta ao século XIX. O acido acetilsalicilico, dos primeiros dessa classe, foi
sintetizado em 1897 por Felix Hoffman, dois anosismtarde, a molécula foi
comercializado pela empresa Bayer sob o nome @erites’. Ela foi seguida em
1960 pela indometacina e o ibuprofeno. Desde erntéoneros compostos com
efeito anti-inflamatério semelhante foram sintediza e comercializados (MAREK
et al, 2013).

Estima-se que, globalmente, cerca de sete mil esllte délares sdo gastos
em AINES por ano, que corresponde a 2,5% de todosiGares gastos em
prescricdo do mundo. Milhdes de AINES sdo prexrénualmente nos EUA, e
cerca de 30 milhdes sdo tomadas sem receita mésitee os varios AINES, o
diclofenaco de sédio ou potassio € o AINE maisizaiilo em todo o mundo
(MCGETTIGAN et. al, 2013; PALMAS, 2014).
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No entanto, com o sucesso vem também os problenaasficacia clinica dos
AINES que tem sido acompanhado por uma variedaddei®s colaterais durante
terapias de curto e longo prazo. A maioria dessagostos sdo acidos com uma
biodisponibilidade elevada. Eles sao altamenteltigaes proteinas plasmaticas e sao
metabolizados pelo figado (KNIGHTe® al,, 2009). Seu uso na maioria das vezes se
da por doses terapéuticas em periodos curtos deotemsao geralmente, bem
tolerados (ESSEXt al, 2013).

Os AINEs sdo usados para aliviar a dor e o desdonfssociado com
doencas crénicas, como a artrite reumatoide (R®DPUBNYY et al, 2009) e
osteoartrite (OA) (MCCARBERG, 2009). Alguns dos A$ incluindo o &cido
acetilsalicilico, sdo também indicado para outrasngas como a artrite juvenil,
artrite psoriatica, sindrome de Reiter, lUpus erd®so sistémico, febre reumatica,
trombose, pericardite, doenca de Kawasaki, got&iteargotosa, espondilite
anquilosante, e dismenorréia (AMERICAN SOCIETY OBS$PITAL 2010).

Os AINES tiveram o mecanismo de acéo descritagrateeira vez em 1971
por Vane e Piper, que demonstraram que os AINE&esde exercem seus efeitos
através da inibicdo da biossintese das enzimas €O2bnsequentemente das
prostaglandina e prostandides (CONAGHAN, 2012)isadgimas da COX (COX-1 e
COX-2) séo as primeiras a converter o acido ardqitcd em prostaglandinas (PG),
gue apols sucessivas transformacdes dao origem @ssarpides primarios,
incluindo as prostaglandinas PGD2, PGE2, PGF2, R&2omboxano A2. Os
efeitos analgésicos, antipiréticos, anti-inflama®re adversos dos AINES sao
causados por inibicdo da enzima COX (HARIRFOROOSHAMALI, 2009;
ROBERTS, 2001) e consequente bloqueio da formaga®#@ e de compostos
relacionados com reducéo na producao de PGE2 e(FGI2GERALD, 2003).
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3.1.1. Classificagdo dos AINES

Os AINES sao classificados com base na sua estrqtiimica (Tabela 1) ou
com base na inibicado seletiva de enzimas ciclooege. A seletividade da COX-2
pelos AINES é relatada de forma diferente, depeshmlelo método utilizado, e séo
divididos em dois grupos principais: inibidoreses®bs ciclooxigenase (COX) -2
(coxibes) e AINES nao seletivos (JAMALLI, 1998).

Tabela 1: Classificacdo dos AINES com base na stmatera quimica

Classe quimica Composto Estrutura Quimica

COOH

. 0.
Salicilatos Acido acetilsalicilico Y

N
Derivados dgo-aminofenol Paracetamol OH@/ Y
Ao . - . CHO CHs
Acido indolacético Indometacina m

e
(o]
2
HOCCH,
Acidos heteroaril acéticos Diclofenaco
NH
cl
i cHy
Acidos arilpropiénicos Ibuprofeno CH,CHCH; < >CHCOOH
o 0

N

S
oo . . N—CHs
Acidos endlicos Piroxicam 7\
CONH@
N

OH




27

CHCH,CCHs
Alcanonas Nabumetona ‘O
CHg

Os AINES tradicionais tém uma série de efeitos embge que afetam

principalmente os sistemas gastrointestinal, reradrdiovascular. O mais comum é

relacionado ao trato digestivo. Dor abdominal, querre em 10% a 20% de
individuos, apos alguns dias ou semanas apos atdmgee AINES diarias, é o
sintoma habitual de gastrite induzida por AINES (REXK L et al, 2013)

Com a maior duracdo do tratamento e na preseecaothorbidades
associadas, riscos maiores podem surgir. No geratatamento com AINEs é
complexo, pois envolve uma decisédo com base em eiseneficio de acordo com a
condicdo atual do paciente. Todos esses aspeatdani o uso dos AINES néo
seletivos. Nesse contexto surgiu a necessidadetidaucado de medicamentos com

uma maior eficacia e menos efeitos secundarios (WGet al, 2003; ESSEXet
al., 2013).

3.2. Imidazolidinas e Tiazolidinas

O anel imidazolidinico e tiazolidinico presente emitas moléculas que
apresentam um efeito biolégico sdo denominados ostop heterociclos de 5
membros contendo trés atomos carbonos, onde doissempam-se como
grupamentos carbonilicos ou tiocarbonilicos, unmétde nitrogénio na posicao trés
e na posicdol pode ser um atomo de enxofre quespamde ao nucleo tiazolidinico
ou o grupamento NH que corresponde a imidazolifhigura 2).

Figura 2-Representacado Estrutural da Imidazolidund@iazolidina
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A imidazolidina teve sua sintese iniciada por Bager 1861 quando esse
pesquisava as reacfes do acido urico (FINKBEINEFG51 BATEMAN, 1980).
Porém sé com Klason em 1890, que surgiu no labdoatéd primeira
tioxoimidazolidina sintética, através do aqueciroemto hidrocloreto de etil-
aminoacetato em presenca de tiocianato de potéddsis. tarde, outros trabalhos
foram publicados, apresentando novos métodos ¢maagio desta substancia. E a
tiazolidina teve a sua sintese descrita inicialegur Brown em 1961, assim como
Singh et al. em 1981, apresenta em seus trabalbdesrde preparacdo atraves de
reacbes de ciclizacdo envolvendo &cideaceto-halogenado ou &cidae-
mercaptoaceético com tiouréa (PANICO, POWELL & RIGR{E993apudLIESEN,
2008).

Véarios métodos de tionacdo destes nucleos forarorithss na literatura.
Klason (1890), foi o primeiro cientista a consegow laboratério a primeira
tioxoimidazolidina sintética, pelo aquecimento ddrtcloreto de etil-aminoacetato
em presenca de tiocianato de potassio. Mais taodéros trabalhos foram
publicados, apresentando novos métodos de preparatg que em 1966 Edward,
relatou em seu artigo de revisdo sobre tioxoimilidinas, mudancas produzidas
pela substituicdo do oxigénio por enxofre, printiEnte sobre o aumento da
polarizacdo do grupo tiocarbonila.

A tiazolidinonas podem ser tionadas utilizando-seagente de Lawesson,
denominado  quimicamente  1,3-ditio-2,4-difosfatanpb-@ssulfeto-2,4-bis-(4-
metoxifenil), como descrito por Andrade et al. efd02 para a sintese de
tioxotiazolidina a partir de tiazolidina-2,4-diorean dioxano anidro (Esquema 2). A
velocidade desta reacdo é dependente da densigadmiea existente na carbonila
e limitada pela temperatura (CLAUSEN, THORSEN, &WASSON, 1981). Em
compostos contendo duas ou mais carbonilas, sqiremiramente tionacdo aquela
que for mais rica em elétrons. A conversdo do gregrbonila em tiocarbonila é
atribuida a ilideos de ditiofosfin@-CHs;O-CsH4-PS), formados a partir da quebra
do anel de quatro membros, contendo atomos derédsfoenxofre alternados,
existente no reagente de Lawesson (CAVA & LEVINSANR85). O mecanismo
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reacional envolve um intermediario de quatro memis®@melhante a oxafosfetana,

observada na reagdo de Wittig, para formacédo deeldrs a partir de aldeidos e
cetonas (SOUSAt al, 2005;apudLIESENet al., 2008).

Esquema 2: Reacéo de tionacéo da tiazolidina
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S N - > S N Rend. = 53%
N TH Dioxano anidro N TH en ’
H Refluxo H
(0] (0]

Tiazolidina-2,4-diona

4-tioxo-tiazolidin-2-ona

S S
AN
Reagente de Lawesson = H3CO I‘:’\ /P OCHj3

As imidazolidinas-2,4-dionas sdo acidos fracos,idteva dissociagdo do
préton ligado ao atomo de nitrogénio na posi¢cabeacordo com Edward e Chin
(1963) dentre os derivados imidazolidinicos abanastrados as imidazolidina-2,4-

ditionas sdo as que apresentam um carater acidofones como mostra a figura 3

Figura 3: Ordem crescente de acidez dos derivadidgzolidinicos
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3.2.1. Reatividade das Imidazolidinas e Tiazolidira

Os nucleos imidazolidinicos e tiazolidinicos, sascstiveis a muitas reacoes,
como relata Lopez e Trigo (1985), por exemplo arfigd correlaciona os tipo de
reacoes e suas possiveis localizagbes no anelidiakm. Vale ressaltar que as

mesmas reacdes sdo possiveis nas imidazolidinas.

Figura 4: Reatividade das tiazolidinonas

Condensacéo
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diazoénio
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3.2.1.1.N-alquilacao

De acordo com Orazi et al. (1965) as reacoeN-diuilagdo podem ocorrer
na posi¢cdo 3 com haletos de alquila tanto com stégeproticos como aproticos
(Esquema 3). Como relatado em 1974 por Orazi etaljuilacbes em N3 sédo
conhecidas em compostos imidazolidinicos e tiaotids, e ocorrem em condicfes
basicas (GOES®t al, 2004; ARAUJCet al,, 2011).

Esquema 3: Reagfes Nealquilagcéo

o]
0]
Cl N
H MeOH r<
H(N/ ) _MeOH -}
\ ROH
(o]
(0]



31

As metodologias descritas na literatura diferemnapena base e no solvente
utilizados na formacédo dos sais intermediariostrdenos métodos encontradas na
literatura, constam as reac6es com carbonato dasgiot e dimetilformamida
(XIAO-FANG et al., 2003); hidréxido de potassio e etanol (SONAWANBARI,
2011); hidréxido de sédio e etanol (BARR@SEal, 2010); metdxido de sbdio e
metanol (MADHAVAN et al., 2006), hidreto de sédidetrahidrofurano (GOESt
al., 2004), formando anion que ataca facilmente dstdmde alquilaBARROS et
al., 2010; ARAUJCet al, 2011).

3.2.1.2. Condensacéao

Em 1951, Phillips e Murphy relataram em seus traisbs principais fatores
gue causavam influéncia na reatividade das reaf®e®ndensacdo com um grupo
metileno livre na posicdo 5, a susceptibilidadecddoono da carbonila a ataques
nucleofilicos; a reatividade do composto que aprtese grupo metileno; a forca da
base catalitica; as condi¢cdes da reacdo, comonestmnal, temperatura e tempo; o
grau relativo de estabilizacdo por ressonancigododutos, e fatores estéricos. Mas,
as reacOes mais frequentes sao as reacOes de Kagele as reacbes de adicao de
Michael, na qual o grupo metileno livre da posi¢adacilmente condensa com
aldeidos, resultando na formacdo de uma insaturé€sguema 4) (MEUSEL &
GUTSCHOW, 2004).

Esquema 4: Reacédo de Knoevenagel de imidazolidiaidna
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A reacdo de adicdo de Michael dara origem a devvadbstituidos na posigcéo
5, trata-se da reagao entre compostos com metilrmque reagem com compostos
carbonilicosa, p-insaturados. Esta reacao inicia-se da formacaandecarbanion
com posterior introdugcdo de um compostp p-insaturado seguindo para
condensacédo, onde a reacdo se equilibra com urmaegpabcado apos acidificacao
do meio (McLEOD, 1983), (MOURAGt al, 2005)

Estas reacdoes de Knoevenagel e de Michael podentatalisadas por
trietilamina, dietilamina, acido acético e acetd® sodio, morfolina, piperidina,
entre outros. O uso de catalisadores organicos gargbhém como alternativa das
reac0es de condensacdo, e nesse sentido diversadpsesyém utilizando a
biocatélise em reacfes de condensacdo (PRAGIAR, 2011; SONOWANEet al,
2010. Sonowanet al 2010) realizaram estudo com a utilizagdo de é&pasmo

catalisador em condensacgéo de Knoevenagel e oéteetentes resultados.
3.3. Atividade Bioldgica dos Derivados Imidazolidiicos e Tiazolidinicos

Os derivados imidazolidinicos e tiazolidinicos deam-se por apresentarem
acao bioldgica diversificada (Figura 5).

Figura 5: Imidazolidinas e Tiazolidinas e suas agielogicas
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Em 1992, Lima com os derivados 3-(4-cloro-benzibemzilideno-
imidazolidina-2,4-dionas, assim como Amorim ettanbém no mesmo ano com o0s
derivados 3-(4-bromo-benzil)-5-benzilideno-imidadimia-2,4-dionas (Figura 6)
estudaram a atividade antimicrobiana e antifandestes compostos, com éxito para

ambos autores devido a atividade de tais prodwosef aCandida albicans.

Figura 6: Derivados imidazolidinicos com atividauatgibidtica

(0 O

3-(4-cloro-benzil)-5-benzilideno- 3-(4-bromo-benzil)-5-benzilideno-
imidazolidina-2,4-dionas imidazolidina-2,4-dionas

Em 2005, Albuquerque et al., avaliaram a atividadgquistossomicida de
derivados tioxoimidazolidinicos, onde os vermesltadude S. mansontiveram a
mobilidade reduzida apés 24 horas de contato com deivados
tioxoimidazolidinicos. Também foi observado quecompostos 3-benzil-5-(4-fldor-
benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-onas  l=stituidos (Figura 7)
demonstraram baixos niveis de toxicidade quanddréstnados em altas doses nos

camundongos.

Figura 7: Derivado 3-benzil-5-(4-flior-benzilidenbmetil-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona
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Ainda em 2010 Pitta et. al. patentearam uma sérieamnpostos quimicos
anélogos da clonidina, a 3-benzil-imidazolidina-@idna substituidos na posi¢édo 2
e/ou 6 do anel benzilico por halogénios, como n¥éwnta 3-(2-cloro-6-fluoro-
benzil)-imidazolidina-2,4-diona (PT-31), e seu usoapéutico como analgésico,
sedativo e adjuvante de outros analgésicos (F@jur interacdo entre o PT-31 e 0s
receptoresu2-adrenérgicos foi comprovada em estudos pela s@vecompleta do
efeito analgésico quando associado a ioimbina, gantsta especifico destes
receptores. Sudo et. al. (2010) demonstraram a agéoociceptiva e a maior
afinidade do PT-31 pelo recept@2a-adrenérgicos que clonidina. Este efeito pode
ser explicado pela analigesilico, onde a ligacao de hidrogénio formada entre o PT-

31 e o residuo de ILE-190 aumenta a afinidade.

Figura 8:Estrutura do PT-31 e seu anélogo a clonidina
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Nos ultimos anos as imidazolidinas estdo entreclasses de moléculas
promissoras no combate a inflamacgéao, como citacSasttal. (2005), que descreve
0S mecanismos de ac¢do como inibidora da sinteggradtaglandinas, através da

inibicdo da enzima cicloxigenase 2 (Figura 9).
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Figura 9: 5-benzilideno-3-(4-fluoro-benzil) -4-timmidazolidin-2-ona substituidos

com atividade anti-inflamatdria

Posteriormente outro estudo mostrou a acdo dogades imidazolidinicos
(Figura 10) no combate a inflamacdo, através dhicéd dos receptores de
prostaciclinas, com acdo analgésica e anti-inflarregtsem o desenvolvimento de

efeitos colaterais cardiovasculares (ZHAO, 2008).

Figura 10: Derivado imidazolidinico com atividad#ianflamatoria
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Vérios trabalhos descrevem o potencial dos derivdidaolidinicos frente as
mais diversas cepas de microorganismos (DESAI.ef@l1; LIU et al.,, 2011).
Igualmente alguns analogos da série 5-benzilideberzil-tiazolidina-2,4-diona,
como 0s compostos 5-(2-cloro-benzilideno)-3-(4-bwdmenzil)-tiazolidina-2,4-
diona (CR) e 5-(4-fluoro-benzilideno)-3-benzil-tidizlina-2,4-diona (RA), tém sido
investigados quanto a sua acdo antimicrobiana eomkgmando ativos frente a
Mycobacterium flavuse a Bacillus cereus(Figura 11)(ALBUQUERQUE et al.,
1999).
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Figura 11: Derivados tiazolidinicos com acéo andiobiana
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Nos ultimos anos, as tiazolidinadionas (TZDs), camsoglitazonas (Figura
12), vem se apresentando como ligantes de PPAR$ofama atividade anti-
diabética dessa classe de compostos tenha sidificéela hd mais tempo, apenas
em 1995 foi demonstrado que estas eram agonistBRPAR. Esses farmacos atuam
como anti-hiperglicémicos, ja que agem melhorandeesasténcia a insulina e
diminuindo os niveis plasmaticos de glicose no hman(eEHMANN et al., 1995;
WILSON et al., 1996; HOUSEKNECHT et al., 2002).

Figura 12: Rosiglitazona e Pioglitazona.
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Depois da descoberta da acdo das tiazolidinas soBP&Rs, com maior

énfase para PPAR diversos estudos vem sendo realizados com essiEsutas,
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principalmente na Universidade Federal de Pernambisando a obtencéo de bons
resultados sob diversas patologias como: hipoglmete (Pitta et al., Br, IP-
0300997-1, 2003; MOURAO et al., 2005; Da Costa de#tt al., 2007),
antimicrobianas (ALBUQUERQUE et al., 1999), anfiamatérias (UCHOA, 2004;
SANTOS et al, 2005; COUTO, 2006; PEREIRA, 2007;: MNGIAES, 2007;
BARROS et al., 2010) além de exercer efeitos sabesterodogénese, e por tal
efeito, pode ser aplicado no tratamento da sinddor@vario policistico (COUTO et
al., 2011).

Os derivados da 2,4-tiazolidinadiona podem tambi&ar &omo agentes anti-
inflamatérios, uma vez que modulam vias de singdiga da inflamacdo e
demonstram, experimentalmente, diminuir a migracéte leucdcitos
polimorfonucleares. Alguns estudos realizados cenivddos arilideno-tiazolidina-
2,4-dionas demonstraram uma melhor atividade afiimatoria destes em relacéo
ao farmaco de referéncia, rosiglitazona, fato ggfdo pelo estudo de docking, onde
estas moléculas se apresentaram como fortes lggadde PPAR (Figura 13)
(BARROS et al., 2010).

Figura 13: Derivados arilideno-tiazolidina-2,4-dasn

O derivado tiazolidinico SF29 (Figura 14), sirgatlo e avaliado por Moreira
et al. (2013), foi capaz de inibir as formas epingastas e amastigostas da doenca
de Chagas, além de causar lise na forma triponoéstdpT. cruzi levando a morte
do protozoario. Neste estudo, os valores dg ¢ClIGy foram determinados para a
forma amastigota (forma clinicamente importanteapar doenca causada pelo
T.cruz). O SF29 foi capaz de inibir o crescimento dasmfg amastigotas

intracelulares em baixas concentracdes apos 96 liwaratamento. Um critério
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importante na busca de compostos ativos contrasifesaintracelulares com
potencial terapéutico € sua baixa toxicidade pasacélulas hospedeiras de
mamiferos. Utilizando-se o método do Azul de Trypan observado que o SF29
ndo demonstrou quaisquer efeitos de toxicidade @mentracdes de até 32 M em
macrofagos do peritbneo.

Figura 14: Derivado SF29
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Salamone et al. (2012) sintetizaram varios dedgsada Troglitazona, um
composto que ja demonstrou possuir atividade aaltiédica, além de exibir
atividade anti-proliferativa contra varias linhageocelulares. Foi realizada uma
avaliagao da influéncia dos compostos derivadosesabviabilidade das culturas
celulares primarias de hepatécitos humanos. Esgastigacdo permitiu, pela
primeira vez, um estudo de relagdo estrutura-aiednesta familia de compostos.
Os derivados sintetizados por Salamone et al. (20Rigura 15) demonstraram
resultados antiproliferativos favoraveis, e baixaxididade em relacdo aos

hepatdcitos, quando comparados com a Troglitazona.
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Figura 15: Derivados 6b e 8b, em comparacéo conoglifazona
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Azizmohammadi et al. (2013) sintetizaram derivadias tiazolidina-2,4-
diona, imidazolidina-2,4-diona e 2-tioxotiazolidlrena, com potencial atividade
anti-neoplésica, e em seguida testaram os seusseieibitorios sobre a viabilidade
celular de células cancerosas e ndo cancerosagésalo ensaio de reducdo MTT.
Esta pesquisa revelou resultados favoraveis comgaelao perfil de citotoxicidade,
inclusive em comparacdo com a Cisplatina, um agenteneoplasico padréo.
Dentre os derivados que demonstraram possuir bivalaate anti-proliferativa
encontra-se 0 (Z)-3-etil-5-(8-metdxH2cromen3-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona
(derivado 6s), o qual foi 0 composto mais poteotera a linhagem celular MOLT-4

(leucemia linfoblastica aguda humana), com um vaééolG;, de 13,2 uM, a0 mesmo
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tempo em que demonstrou pouca ou nenhuma atividadga outras linhagens
celulares (Figura 16).

Figura 16: Derivados tiazolidinico, Azizmohamma@i2

Desse modo, é possivel perceber a importanciadaldsos imidazolidinicos
e tiazolidinicos, com relacdo a aplicabilidade dgata. No entanto, é necessario um
aprofundamento e uma complementacédo dessas pesquisgentido de produzir
farmacos cada vez mais eficazes, seguros e comsnaf@ibos colaterais, 0s quais
possam melhorar a qualidade de vida do paciente.
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PARTE EXPERIMENTAL
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4. Sintese e Comprovacdo Estrutural dos Derivadosmidazolidinicos e
Tiazolidinicos Substituidos

Os derivados 2-tioxoimidazolidin-4-ong&afg) e tiazolidina-2,4-dionasbé-
e) respectivamente foram sintetizados a partir dgaeantre as 3-benzil-2-tioxo-
imidazolidin-4-onas e da 3-benzil-tiazolidina-2j&ths ), com aldeidos
aromaticos (representado no esquema 5). A tiamalidj4-dionaX), foi N-alquilada
em presenca de hidréxido de potassio, formandd patassio da tiazolidina, que
reage com o haleto de benzila em meio alcodlicee@da. Ja os derivados 5-
benzilideno-2-tioxoimidazolidin-4-onas7)( foram obtidos a partir da reacdo de
adicdo de Michael em meio basico. Em seguida sofreuma reacdo dél-
alquilagdo também em meio basico. Os derivados n3HmEeno-2-
tioxoimidazolidin-4-onas 1) e 5-benzilidénico-tiazolidindnicos foram isolades
uma unico forma de isdbmero em estudos de crist#iagie raio-X e RMRN;3 tendo
a configuracdoZ sido favorecida como a mais estavel. Todos os ostop
sintetizados tiveram suas estruturas quimicasdades por espectroscopia de IV e
RMN'H (Esquema 5).

Esquema 5: Derivados 2-tioxoimidazolidin-4-onamedlidina-2,4-dionas
o (0]
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4.1. Parte Quimica

4.1.1. Materiais: Reagentes e Equipamentos
4.1.1.1. Reagentes

Para obtencéao dos novos derivados propostos mabthio foranutilizados
reagentes e solventes que apresentavam a espgEmfiddA. provenientes das
marcas Acros Organics, Sigma/Aldrich, Merck, Riedel Haén e Vetec. Foram
utilizados aldeidos arométicos substituidog3-bromo-benzaldeido, 4-bromo-
benzaldeido, 3-bromo-4-metéxi-benzaldeidal-Cloro-benzaldeido 4-Metoxi-
benzaldeido, 4-Fenil-benzaldeido, 5-Bromo-2-meb@nzaldeido, 2,4-Dimetoxi-
benzaldeido, 4-Benziloxi-benzadej@metoxi-5-bromo-benzaldeido, 2,4-dimetoxi-
benzaldeido, 3,4,5- trimetéxi-benzaldeido), haletds benzila substituidos,
trietilamina, morfolina, benzeno, cianoacetato ti@,estanol absoluto, hidroxido de

sédio, acetato de etilashexano.

4.1.1.2. Equipamentos

Os espectros no infravermelho foram obtidos em atsdetometro FTIR
Bruker Modelo IFS 66, em pastilhas de KBr e exmresam crit. Os espectros de
RMN 'H e RMNC foram obtidos em espectrofotdmetro Varian Mod®les 300 e
400 MHz. Os espectros foram realizados utilizarel@@mo solvente o DMSQGsd
As multiplicidades dos sinais sdo indicadas petgsiiates abreviacdes: singleto (s),
dubleto (d), duplo dubleto (dd), duplo tripleto )(dtripleto (t), quadrupleto (q),
multipleto (m). Os deslocamentos quimicd@ {oram expressos em ppm e 0S
acoplamentos em Hz. Os pontos de fusdo foram medidoequipamento Quimis
Modelo 340.27 nao calibrado, em tubos capilaressaseem banho de silicone. A
cromatografia analitica em camada delgada foratuadfa em placas Merck silica

gel 60 ks4 de 0,25 mm de espessura. A revelacéo foi feitaraaiacdo ultravioleta
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(254 ou 366 nm). As cromatografias em coluna foraalizadas em silica gel 60
Merck ou Vetec (230-400 Mesh).

4.1.2. Metodologias de Sintese

4.1.2.1. Método Geral de Sintese dos Esteres 2-QiaB-fenil-acrilatos de etila
4)

Em um baldo foram adicionados quantidades equie®lde benzaldeidos
substituidos, cianoacetato de etila, 5 gotas ddofima e 40 mL de benzeno. A
mistura foi agitada a 110°C por 24 horas, com ré&oale agua formada utilizando-
se aparelho de Dean Stark. Em seguida, a solugdlofdi resfriada até temperatura
ambiente e posteriormente em banho de gelo. Pordsntristais formados foram
coletados em funil sinterizado. Foram obtidos osmustos derivados representados

abaixo (Figura 17).

Figura 17: Estrutura geral dos ésteres 2-cianaB-éerilatos de etila4)
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4.1.2.2. Método Geral de Sintese dos Derivados intediarios 5-benzilideno-2-

tioxoimidazolidin-4-ona (7)

Em um baldo foi adicionado a mistura equimolarodimidazolidin-4-ona
(6) e os 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila substitsi @), 10 mL de etanol e 5 gotas
de morfolina. A mistura foi agitada nas mesmas mdes até refluxo (4h),

acompanhadas por analise cromatografica em camelgadd (CCD). Apods, a
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solucéo final foi resfriada até temperatura ameienfposteriormente em banho de
gelo. Por fim, o precipitado formado foi coletado funil sinterizado, e lavado com
etanol e agua destilada, ambos os solventes aofitendo os compostos derivados

abaixo representados (Figura 18).

Figura 18: Estrutura geral dos derivados 5-bereniled2-tioxoimidazolidin-4-onarj

4.1.2.3. Método Geral de Sintese dos Derivados Fieié8)

Em um baldo foi adicionado a mistura equimolar dbesivados 5-
benzilideno-2-tioxo-imidazolidina-4-onas substitngd8) e o hidroxido de potassio
previamente dissolvido em metanol, a temperatufsiente por 1 hora, até completa
solubilizacdo dos reagentes. Em seguida foi adacioro brometo de 4-metilsulfonil-
benzila, a mistura foi agitada & 2C0por 24 horas, acompanhadas por anélise
cromatogréafica em camada delgada (CCD). Apos, ac8olfinal foi resfriada até
temperatura ambiente e posteriormente em banhcelde Bor fim, o precipitado
formado foi coletado em funil sinterizado, e lavadon solventes apropriados a frio,

obtendo os compostos derivados abaixo representgignsa 19).

Figura 19: Estrutura Geral dos Derivados 5-bereaila 3-(4-metil-sulfonil-benzil)-
2-tioxo-imidazolidina-4-on#83)
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41.2.4. Método Geral de Sintese dos Derivados intediarios 3-benzil-
tiazolidina-2,4-diona (3)

Em um baldo de fundo redondo se adicionou a ti@(i® g — 0,1316 mol) e
o0 acido monocloroacético (12,7 g — 0,1346 mol) @ameente dissolvido em agua
destilada. Aqueceu-se a mistura por 18 horas. Eyoids deixou-se o produto
obtido em repouso por 24 horas na geladeira. Fammae cristais brancos, cuja
purificacdo foi realizada através de cristalizacgiesessivas em agua destilada. Em
seguida, foi adicionada em baldo de fundo redoadigzolidina-2,4-diona (5 g —
0,0427350 mol), e uma solucdo equimolar de hidwxieé sodio (1,7094 g —
0,0427350 mol) previamente dissolvido em uma mastétianol/agua (6:4). A mistura
reacional foi submetida apenas a agitacéo, e aparsnacao do sal (30 minutos), o
cloreto de benzil (5,46 mL — 7,6504 g — 0,04273%0) foi adicionado. Em seguida
a mistura foi aquecida lentamente até a temperattebilizar em 70C. Apos 24
horas, foi realizada uma placa cromatografica, omediicou-se que a reacdo havia
terminado. O precipitado obtido correspondenteaaotidina N-alquilada 8), foi

purificado através de lavagem com etanol geladzéstalizacao (Figura 20).

Figura 20: Estrutura da 3-benzil-tiazolidina-2,4+th @)

41.25. Método Geral de Sintese dos Derivados 3rk#-5-benzilideno-
tiazolidina-2,4-diona (5)

Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado aerzi-tiazolidina-2,4-

diona @) e os aldeidos arométicos substituidt)sI mL de morfolina (catalisador) e



47

30 mL de etanol. A mistura reacional foi subme@idegitacido e aquecida lentamente
até a temperatura estabilizar em’ 6 A reacdo foi acompanhada por analise de
cromatografia em camada delgada (CCD) atravésdaiensa de eluicdo adequado.
Apbs 4 horas, foi realizada uma cromatografica amarla delgada, onde observou-
se que a reacao havia terminado. O tratamentostibnem filtracdo a quente, e logo
em seguida foi realizada a purificacdo através rilgtatizacdes sucessivas em

solvente adequado (Figura 21).

Figura 21: Estrutura dos derivados 3-benzil-5-Hefeno-tiazolidina-2,4-dionéb)

5. Estudo de Modelagem Molecular
5.1. Metodologia

As geometrias das imidazolidinas e tiazolidinasaror inicialmente
otimizadas usando o programa SPARTAN &értan ‘08 Tutorial and User’s Guide;
Wavefunction: Irvine, CA, 2008seguindo os critérios de convergéncia padrdo. A
preferéncia pela configuracZada dupla ligagdo exociclica foi confirmada.

A afinidade relativa desses compostos em relacaseao potencial alvo
bioldgico foi avaliada através de estudosidekingmolecular usando a estrutura da
enzima Peroxisome Proliferator-Activated Receptoam@a (PPAR), co-
cristalizada com rosiglitazona (farmaco comercial rdferéncia). A estrutura da
enzima foi obtida a partir do banco de dados deéepra PDB Protein Data Bank,
http://www.pdb.ory sob o coddigo PDB 2PRG. O programa GOLD 4.0 (JOREA.,
1997) foi utilizado para realizar os calculosdiekingmolecular. O sitio ativo foi
definido como todos os residuos contidos no rai®,8eA a partir do ligante co-
cristalizado, a rosiglitazona. Foi realizadceedockingdo ligante rosiglitazona como
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teste do protocolo do programa. O perfil de ligag&aposto para as imidazolidinas
foi determinado pelo maior score dentre as 10 methsolucdes geradas de acordo
com a funcao de pontuacdo GOLDSCORE.

6. Parte Bioldgica

Os testes foram realizados no Laboratério de Bamieaspara Pesquisa de
Farmacos — LBPF, Departamento de Antibidticos daveétsidade Federal de
Pernambuco. Os animais foram mantidos de acordcasomormas Internacionais do

Conselho de Laboratorio de Animais Experiment&@d AS).

6.1. Material

Foram utilizados camundongos machos adultos albisagss Mus
musculus) pesando entre 30 e 55g provenientes do Centr@edguisas Ageu
Magalhdes e mantidos no Biotério do Departamentardibioticos da Universidade
Federal de Pernambuco. Os animais foram acondubi@n@m gaiolas de polietileno
com grades de aco inoxidavel e maravalha como tobetendo acesso livreagua
e ragcdo balanceada, mantidos num ambiente com tem@e de 22°C+ 2 e
luminosidade controlada, proporcionando um cichyazlescuro de 12 horas. Todos
os animais foram submetidos a jejum, com a retidadeacdo cerca de 4 horas antes

do inicio do experimento.

6.2. Métodos

6.2.1. Peritonite Induzida por Carragenina

Para a realizacdo do teste os animais foram dogdeim grupos de 6

animais. Para o grupo padréo foi administrada dekasona, droga anti-inflamatoria
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de referencia, por via oral na dose de 0,5 mg/kgruUpo controle recebeu veiculo
(Solucédo salina a 0,9%) e para cada grupo testedoiinistrado um derivado
tiazolidinico na dose de 10 mg/Kg por via oral.

Os animais receberam os derivados tiazolidiniéase(. O grupo padrao
recebeu a dexametasona e o grupo controle a sadatiia 0,9%. Uma hora apés o
tratamento, a inflamacao foi induzida pela admiaggto intraperitoneal de 0,1
mL/10 g de carragenina (1% em salina, p/v). Quaimcas apdés a inducdo da
inflamacdo os animais foram eutanasiados em cader@Q, sendo injetado na
cavidade peritoneal 2 mL de uma solugdo de PBSendot EDTA (3 puM). A
contagem de leucdcitos totais foi realizada emisaddr hematologico Horiba ABX
micros 60. Os exsudatos foram centrifugados e ulitmada do sobrenadante
armazenado a — 20°C para analise de citocinas enigess de NO (PRASAD e
GUPTA, 2005).

6.2.2. Contor¢des Abdominais Induzidas por Acido Adtico

Para a realizacdo do teste os animais foram dogdeim grupos de 6
animais. Para o grupo padrao foi administrado ibiemo, por via oral na dose de 10
mg/kg. O grupo controle recebeu veiculo (Solucdimaa 0,9%) e para cada grupo
teste foi administrado um derivado tiazolidinicodese de 10 mg/Kg por via oral.

Os animais receberam o tratamento via oral comeasatios tiazolidinicos
5a (4-bromo), 5¢ (3,4,5-trimetoxi) e5d (4-metdxi, 3-bromo). O grupo padréao
recebeu o ibuprofeno e o grupo controle a solugdin&a 0,9%. Apds uma hora, o
acido acético 1% foi injetado (0,1mL/10g do pesadinal) na cavidade peritoneal
dos animais para induzir contragdes da musculahaaminal e/ou alongamento dos
membros posteriores. Dez minutos apés a aplicagddcilo, os camundongos
foram colocados em gaiolas de polietileno transpgase onde foram observados e
registrou-se o numero de contor¢des abdominaisitiP® minutos. A porcentagem
de inibicdo das contorcbes abdominais foi calculadmparando a média de
contor¢des do grupo tratado com o0 a média de grapwole (KOSTER, 1959).



50

6.2.3. Determinacao dos Niveis de Oxido Nitrico

Para avaliacdo a producdo de oxido nitrico (NO)arforanalisadas as
concentracdes de nitrato (metabolito estavel do pi®3entes no sobrenadante do
exsudato obtido da peritonite induzida por carragenUma aliquota de 50 pL de
cada amostra foi transferida para uma microplacawada com 50 pL de reagente
de Griess (sulfanilamida 1%, 0,1% natftiletilenonadiiao dicloridrato, 5% KPOs) por
10 minutos em temperatura ambiente protegido daAlibsorbancia foi medida em
540 nm em leitor de microplacas ELISA e a conceawade nitrato foi calculada
baseada em uma curva padréo de nitrato de sOdUSTHRINI et al., 2008).

6.3. Analise dos resultados

Os resultados foram expressos como media + desdodp. As andlises
estatisticas foram realizadas com auxilio do so@#w&raphPad versdo 5.0
(GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). Uilizze Analise de Variancia
ANOVA One-way seguido do teste de Newman-Keuls MidtComparison Test,
com nivel de significancia de 0,05%.
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RESULTADOS E DISCUSSOES



52

7. Resultados e Discussao
7.1. Estudo quimico

Os produtos sintetizados tiveram seus respectiwesanismos reacionais
propostos de acordo com estudos ja publicados.afacteristicas fisico-quimicas
dos compostos obtidos, tais como massa molecwatpe fusédo, rendimento e a
razdo de frente (Rf), estdo representadas junt@ncent a analises espectroscopicas.

7.1.1. Mecanismos reacionais

A seguir apresentaremos 0S mecanisSmos reaciomaEgios para cada
composto do diagrama de sintese.

7.1.1.1.1. Tiazolidina-2,4-diona
Esquema 6: Mecanismo reacional da sintese daitawml,4-diona

]
. C -
FoN=" N\ HN X sz/ Y
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O mecanismo reacional para obtencdo da tiazol@ldhaliona é explicado
pelo ataque nucleofilico do par de elétrons lidesatomo de enxofre ao carbono 2
do &cido cloroacético, eliminando acido cloridriedevando a formagdo de um
intermediario. Por ataque nucleofilico intramolecutlo par de elétrons livres do
nitrogénio do grupo amino ao carbono carbonilicopree a ciclizagdo, com
eliminacdo de agua. O grupo imino em posicao 2iclo sofre hidrdlise, liberando
amonia, conduzindo a tiazolidina-2,4-diona (SIL\2803) (Esquema 6).

7.1.1.1.2. DerivadodN-alquilados

Esquema 7: Mecanismo reacional de N-alquilacao
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Segundo Finkbeiner (1965), o mecanismo reacicaalintese dos compostos
N-alquilados ocorre em duas etapas. Na primeiragtaptomo de hidrogénio ligado
ao nitrogénio presente na posicdo trés do hetémocm qual se apresenta
suficientemente &acido para ser suprimido por ag@oumha base (hidréxido de
potassio, hidréxido de sddio ou carbonato de pmigasonduz a formacdo de um sal
de sodio. Na segunda etapa, o sal de sédio olgatgercom um agente nucleofilico e



54

ataca o haleto de benzila substituido, formandomass compostodN-alquilados
(Esquema 7).

7.1.1.1.3. Derivados condensados
Esquema 8: Mecanismo de condensacao
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De acordo com Liesen et al. (2008), o grupo nadilea posicdo 5 do anel
imidazolidinico ou tiazolidinico, devido a sua aZd possui reatividade
caracteristica, e condensa com aldeidos ou cetonagacao do tipo Knoevenagel.
A reacdo de Knoevenagel pertence a classe gerabddensacdes do tipo alddlicas,
catalisadas por bases (Tietze & Beifuss, 1991), &c& al.(1962), Kohler e Corson
(1923) e Cope (1937) defendem o mecanismo de caaftélico como sendo o
provavel para a reacdo de condensacao. De acondcest® mecanismo, a reacao

ocorre em trés etapas: (a) desprotonagcédo do compast metileno ativo; (b) adicao
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do carbanion ao composto carbonilico; (c) elimioagie &agua, a partir do

intermediario aldélico.

7.2. Anadlise Espectroscopica

A caracterizacdo dos derivados imidazolidinicogiazolidinicos foram
realizadas através das analises espectroscopicessslenancia magnética nuclear
(RMN'H' e RMN™C) e infravermelho (IV). Na espectroscopia de wdranelho
foram observadas as bandas de absorcdo caracteristos grupos funcionais
presentes nas estruturas. Na espectroscopia dendiesga magnética nuclear de
hidrogénio, foi possivel verificar os picos caraisticcos das absorcdes referentes aos
hidrogénios presentes nas estruturas das moléemastudo. Na espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de carbono, foiic@did o nimero de carbonos para
cada estrutura quimica. Os deslocamentos quiméderam expressos em ppm e
0s acoplamentos em Hz. Por fim, abaixo podem seorgrados os resultados

espectroscopicos do infravermelho e RiiNe RMN-*C dos produtos finais.
7.2.1. Derivados Tiazolidinicos

3-(2,6-difluoro-benzil)-5-(4-bromo-benzilideno)-tizolidina-2,4-diona (5a)

Ci17H10BrFNO,S; MM = 408.958 g/mol;
Rdt: 55%;

P.F.: 174°C,

R.f.: 0,48n-Hex/AcOEt (9:1)
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IV (v cm™ KBr)
1749 C=0, 1694 C=0, 1607 (C=C), 1070 (C-N).

RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO)

4.91 ppm (s, 2H, Ch), 7.55 ppm (d, 2H, J= 8.39 Hz, CH benzilidenoy37ppm (d,
2H, J=8.39 Hz, CH benzilideno), 7.10 ppm (t, 2&,7399 Hz, CH benzil), 7.42 ppm
(m, 1H, CH benzil), 7.91 ppm (s, 1H, =QH

RMN *°C (400 MHz, ppm, DMSO)
166.2, 164.6, 162.1, 159.6, 132.3, 132.1, 132.0,813130.7, 130.5, 124.2, 121.6,
111.7,111.5, 110.7, 110.5, 33.6.

3-(2,6-difluoro-benzil)-5-(3-bromo-benzilideno)-tizolidina-2,4-diona (5b)

F 0

N

e

O Br

—

Ci17H10BrF:NO,S; MM = 408.958 g/mol;
Rdt: 53%;

P.F.: 158°C;

R.f.: 0,5n-Hex/AcOEt (9:1)

IV (v cm™ KBr): 1740 C=0, 1685 C=0, 1607 (C=C), 1125 (C-N).

RMN 'H (400 MHz, PPM, DMSO)

6 4.91 ppm (s, 2H, -NCH), 6 7.13-7,07 ppm (m, 2H, =CH- benzi),7.46-7.39 ppm
(m, 1H, =CH- benzil)p 7.49 ppm (t, 1H, J=7,6Hz, =CH- benzilidend)7.58 ppm
(d, 1H, J= 7,6Hz, =CH- benzilidenop 7,68 ppm (d, 1H, J=6,8Hz, =CH-
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benzilideno),s 7,83 ppm (t, 1H, j+1,6Hz, =CH- benziliden®),7,91 ppm (s, 1H,
=CH-).

RMN **C (400 MHz, ppm, DMSO)

166.11 (C4), 164.54 (C4), 162.16 (C4), 159.69 (Q85.24 (C4), 133.12 (CH),
132.93 (CH), 131.69 (CH), 131.33 (CH), 130.65 (CH)8.09 (CH), 122.55 (CH),
122.43 (CH), 111.72 (CH), 111.53 (CH), 110.67 (38,72 (CH).

3-(2,6-difluoro-benzil)-5-(3,4,5-trimetoxi-benziliceno)-tiazolidina-2,4-diona (5c¢)

OCH3

H3CO

CaoH17F2NOsS; MM = 421.079 g/mol;

Rdt: 44%;

P.F.: 136 - 137°C;

R.f.: 0,65n-Hex/AcOEt (9:1)

IV (v cm™ KBr)

1747 C=0, 1682 C=0, 1605 (=CH-), 1124 (C-N).

RMN *H (400 MHz, PPM, DMSO)

3.73 ppm (s, 3H, OC#), 3.82 ppm (s, 6H, OCH 4.91 ppm (s, 2H, Chl, 6.92 ppm
(s, 2H, CH benzilideno), 7.09 ppm (t, 2H, J= 8.48H benzil), 7.42 ppm (g, 1H,
J=7.6Hz, CH benzil), 7.87 ppm (s, 1H, =CH-).

RMN *C (400 MHz, ppm, DMSO)
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166.46 (C4), 164.70 (C4), 162.07 (C4), 159.59 (Q43.19 (C4), 139.63 (C4),
133.65 (CH), 130.59 (CH), 128.32 (C4), 119.74 (C¥)1.67 (CH), 110.98 (C4),
107.64 (C4), 60.17 (CH}, 55.99 (CH), 55.99 (CH), 33.62 (CH).

3-(2-cloro-4-fluoro-benzil)-5-(3-bromor-4-metoxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-
diona (5d)

Cl e)
H
N __
P
F o Br
OCHj3

C1gH12BrCIFNGOsS; MM = 454.939 g/mol;
Rdt 80%;
P.F.: 201°C:;

R.f.: 0,5n-Hex/AcOEt (9:1)
IV (v cm™ KBr): 1682 (C=0), 1624 (C=0), 1588 (C=C), 1151 N{-

RMN *H (400 MHz, ppm, CDG): § 3.96 ppm, (s, 3H, -OC#} 5.00 ppm (s, 2H,
CHy), 6.98 ppm (d, 1H, J= 8.8Hz, CH benazil), 7.45 pfdod, 1H, 4= 8.8Hz, J=
2.4Hz, CH benzil), 7.71 ppm (d, 1H, J= 2Hz, CH bBn5.95 ppm (dt, 1H, ¥
8.4Hz, J= 2.4Hz, CH benzilideno), 7.20 ppm (ddd, 1h& 8.0Hz, J= 2.4Hz, CH
benzilideno), 7.26 ppm (s, 1H, CH benzilideno) 97ppm (s, 1H, =CH-).

RMN *3C (400 MHz, ppm, DMSO)3 167.10 (C4), 165.82 (C4), 163.41 (C4),
161.00 (C4), 157.82 (C4), 135.32 (CH), 134.24 (082.64 (CH), 130.88 (CH),
130.49 (C4), 127.19 (CH), 119.83 (C4), 117.35 (C4)7.10 (CH), 114.19 (CH),
112.23 (CH), 56.50 (C}), 42.42 (CH).
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3-(2-cloro-4-fluoro-benzil)-5-(2-metoxi-5-bromo-bemrilideno)-tiazolidina-2,4-

diona (5e) cl

Br

OCH,

Ci18H12BrCIFNG;S; MM = 454,939 g/mol;
Rdt: 80%;

P.F.: 135°C;

R.f.: 0,41n-Hex/AcOEt (9:1)

IV (v cm™ KBr): 1739 C=0, 1683 C=0, 1603 (=CH-), 1152 (C-N).

RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO)

3.87 ppm (s, 3H, OCH)\, 4.85 ppm (s, 2H, CH, 7.12 ppm (d, 1H, J= 6.6Hz, CH
benzil), 7.51 ppm (d, 1H, J= 1.8Hz, CH benzil),37gm (dd, 1H, ¥+ 6.3Hz, J=
1.8Hz, CH benzil), 7.18 ppm (t, 1H;=J6.6Hz, J= 2.1Hz, CH benzilideno), 7.35
ppm (dd, 1H, &= 6.3Hz, J= 4.2Hz, CH benzilideno), 7.46 ppm (dd, 1hkk &.9Hz,
J=2.1Hz, CH benzilideno).

RMN 3C (400 MHz, ppm, DMSO)

166.99 (C4), 165.20 (C4), 162.53 (C4), 160.06 (Q47.00 (C4), 134.80 (CH),
132.72 (C4), 131.14 (CH), 130.66 (CH), 128.68 (C7.17 (CH), 123.52 (C4),
122.97 (C4), 116.89 (CH), 114.44 (CH), 112.16 (G&)09 (CH), 42.12 (CH).
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7.2.2. Derivados Imidazolidinicos

5-(4-metoxi-benzilideno)-3-(4-metil-sulfonil-benziji-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
(8a)

H4CO,S

M OCHs
N

CioH18N204S; - M.M.402;
P.F.198-199°C;

Rdt. 38,17%;

Rf. 0,5 Benz/Acoet 6:4

IV cm™ (KBr 1%)
3068 (N-H), 1698 (C=0), 1510 (C=S), 1412 (O=S=0).

RMN'H 300 MHz ¢ ppm, DMSOR)

3,18 (s, 3H, SECHs), 3,82 (s, 3H, -OCH), 4,64 (s, 2H, CH), 6,72 (s, 1H, -CH=),
11,77 (s, 1H, NH), 7,09 (d, 2H, benzilideds, 8,7 Hz), 8,13 (d, 2H, benzilidends
8,70 Hz), 7,78 (d, 2H, benzi= 8,10), 7,90 (d, 2H, benzi)= 8,10 Hz).

RMN *3C (100 MHz, ppm, DMSO-d6)
160,0 (C=0), 55,2 (OCH3), 139,0 (Cq Ar), 133,0 (@, 129,0 (Cq Ar), 127,0

(CH Ar), 121,0 (CH Ar), 114,0 (CH Ar)

MS(EI+) calc. 407,0708; obtido: 407,0780
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5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-metil-sulfonil-benzil)2-tioxo-imidazolidin-4-ona

(8b) H3CO,S
>\\ A cl
N

Ci18H1503NS,Cl - MM.406,5;
PF. 243-244°C;

Rdt. 73,9%;

Rf.0,6 Benz/Acoet 6:4

IV cm™ (KBr 1%)
3125 (N-H), 1706 (C=0), 1510 (C=S), 1410 (O=S=0).

RMN'H 300 MHz ¢ ppm, DMSOR)

3,19 (s, 3H, SECH3), 4,66 (s, 2H, CH), 6,76 (s, 1H, -CH=), 11,93 (s, 1H, NH),
7,53 (d, 2H, benzilidend= 8,70 Hz), 8,18 (d, 2H, benzilidends 8,70 Hz),7,79 (d,
2H, benzil,J= 7,50), 7,92 (d, 2H, benzi= 8,40 Hz).

RMN **C (100 MHz, ppm, DMSO-d6)
170,0 (C=S), 164,0 (C=0), 143,0 (Cq Ar), 139,0 @&} 134,0 (Cq Ar), 132,0 (CH
Ar), 128,0 (Cq Ar), 127,0 (CH Ar).

MS(EI+) calc. 406,0213; obtido: 406,0280
5-(4-metil-benzilideno)-3-(4-metil-sulfonil-benzil}2-tioxo-imidazolidin-4-ona

(8¢)

H3CO,S

M CH,
N
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Ci9H1805N2S, - MM. 386;
PF. 227-228°C;
Rdt.65,4%;

Rf. 0,55 Benz/Acoet 6:4

IV cm™ (KBr 1%)
3063 (N-H), 1711 (C=0), 1512 (C=S), 1411 (O=S=0).

RMN'H 300 MHz ¢ ppm, DMSOR)

2,35 (s, 3H, -Ch), 3,19 (s, 3H, SEH;), 4,65 (s, 2H, Cht), 6,73 (s, 1H, -CH=),
11,84 (s, 1H, NH), 7,28 (d, 2H, benziliderds, 8,10 Hz), 8,05 (d, 2H, benzilideno,
J=8,10 Hz), 7,89 (d, 2H, benzil= 8,40), 8,00 (d, 2H, benzil= 8,40 Hz).

RMN **C (100 MHz, ppm, DMSO-d6)
170,0 (C=S), 162 (C=0), 143,0 (CqAr), 139,0 (Cq,Ar38,0 (Cq Ar), 131,0 (CH
Ar), 129,24 (CH Ar), 127,0 (CHAr), 121,0 (CH Ar).

MS(EI+) calc. 386,0759; obtido: 386,0850

5-(4-benziloxi-benzilideno)-3-(4-metil-sulfonil-beail)-2-tioxo-imidazolidin-4-
ona (8d)

H o

sNeps

H
S

SO,CH3
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C25H2204N2S, - MM. 478;
PF. 210-211°C;

Rdt. 48,5%;

Rf. 0,6 Benz/Acoet 6:4

IV cm™ (KBr 1%)

3118 (N-H), 1702 (C=0), 1504 (C=S), 1405 (0=S=0).

RMN*H 300 MHz ¢ ppm, DMSOR)

3,19 (s, 3H, SE@CHs), 4,65 (s, 2H, CH), 5,18 (s, 2H, -OCH), 6,73 (s, 1H, -CH=),
11,73 (s, 1H, NH), 7,28 (d, 2H, benziliderds, 8,10 Hz), 7,40 (m, 5H, benziloxi),
8,05 (d, 2H, benzilidenal= 8,10 Hz), 7,89 (d, 2H, benzil= 8,40), 8,00 (d, 2H,
benzil,J= 8,40 Hz).

RMN **C (100 MHz, ppm, CDCI3)

170,30 (C=S), 161,80 (C=0), 143,65 (Cq Ar), 139(69 Ar), 137,20 (Cq Ar),
136,60 (Cq Ar), 133,20 (CH Ar), 129,70 (CH Ar), 128 (CH Ar), 127,80 (CH Ar),
127, 66 (CH Ar), 127,06 (CH Ar), 126,99 (CH Ar)

MS(EI+) calc. 478,1021; obtido: 478,1223
5-(4-Fluoro-benzilideno)-3-(4-metil-sulfonil-benzi)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona

(8e)

HsCO,S,

C18H1503N2SF - MM. 390;
PF. 230-231°C;
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Rdt. 52%:;
Rf. 0,56 Benz/Acoet 6:4

IV cm™ (KBr 1%)
3124 (N-H), 1704 (C=0), 1509 (C=S), 1414 (0=S=0).

RMN*H 300 MHz ¢ ppm, DMSOR)

3,17 (s, 3H, SE&CH3), 4,65 (s, 2H, CH), 6,73 (s, 1H, -CH=), 11,84 (s, 1H, NH),
8,09 (d, 2H, benzilidend= 10,40 Hz), 7,20 (d, 2H, benzilidenss 10,40 Hz), 7,90
(d, 2H, benzilJ= 8,00 Hz), 7,80 (d, 2H, benzis 8,00 Hz).

RMN **C (100 MHz, ppm, CDCI3)
170,1 (C=S), 164,9 (C=0), 143,44 (Cq Ar), 139,8 &} 136,4 (Cq Ar), 130,4 (Cq
Ar), 129,6 (CH Ar), 127,5 (CH Ar), 127,0 (CH Ar)16,1 (CH Ar)

MS(EI+) calc. 390,0508; obtido: 390,0552

5-(2,4-dimetoxi--benzilideno)-3-(4-metil-sulfonil-kenzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-
ona (8f)

H3CO,S,

/H OCHs
N

o H OCH;

CooH2005NS, - MM. 432;
PF. 224-225°C;

Rdt. 38,7%;

Rf. 0,52 Benz/Acoet 6:4

IV cm™ (KBr 1%)
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3132 (N-H), 17013 (C=0), 1498 (C=S), 1410 (0=S=0).

RMN'H 300 MHz ¢ ppm, DMSOR)

3,48 (s, 6H, OCH), 3,18 (s, 3H, SECHs), 4,63 (s, 2H, ChH), 6,61 (s, 1H, -CH=),
11,67 (s, 1H, NH), 7,06 (s, 1H, benzilideno), 6(632H, benzilidenoJ= 8,80 Hz),c
8,64 (d, 2H, benzilidenal= 8,80 Hz) 7,9 (d, 2H, benzil)= 8,00 Hz), 7,7 (d, 2H,
benzil,J= 8,00 Hz)

RMN *°C (100 MHz, ppm, DMSO-d6)

170,3 (C=S), 162,3 (C=0), 146,5 (Cq Ar), 139,3 @} 136,6 (Cq Ar), 132,9 (CH
Ar), 129,7 (CH Ar), 127,7 (CH Ar), 115,4 (CH Ar)1%,05 (Cq Ar), 106,3 (CH Ar),
55,7 (OCH3), 55,4 (OCH3).

MS(EI+) calc. 432,0814; obtido: 4320,1144

5-(2-metdxi-5-bromo-benzilideno)-3-(4-metil-sulforitbenzil)-2-tioxo-

imidazolidin-4-ona (89)

SO,CH3

C19H17N20,S,Br - MM. 480;
PF. 248-249°C;

Rdt. 79,8%;

Rf. 0,52Benz/Acoet 6:4

IV cm™ (KBr 1%)
3124 (N-H), 1705 (C=0), 1510 (C=S), 1412 (0=S=0).
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RMN*H 300 MHz ¢ ppm, DMSOR)

3,85 (s, 3H, -OCH), 3,20 (s, 3H, SECH3), 4,62 (s, 2H, ChH), 6,97 (s, 1H, -CH=),
11,96 (s, 1H, NH),(a) 8,90 (d, 1H, benzilidenoJ= 2,40 Hz), 7,52 (dd, 1H,
benzilidenoJ= 9,00 Hz),7,02 (d, 2H, benzilidena= 9,00 Hz),7,83 (d, 1H, benzil,
J=8,70 Hz), 7,91 (d, 2H, benzis 8,10 Hz).

RMN *°C (100 MHz, ppm, DMSO-d6)

170,06 (C=S), 164,61 (C=0), 143,5 (Cq Ar), 139,7¢@%, 133,3 (Cq Ar), 129,9
(CH Ar), 127,03 (CH Ar), 124,5 (CH Ar), 125,1 (CH)A113,7 (Cq Ar), 112,2 (CH
Ar), 56,06 (OCH)

MS(EI+) calc. 479,9813; obtido: 480,1144

De acordo com Kingsbury et al. em 1976 estes ddomsateoricamente,
podem existir nas configuracoes diastereocisomérdak. Os autores utilizaram os
valores das constantes de acoplamento vicinal 3dl)(Calculados a partir da
espectroscopia de RMNC de varios alquenos, para a determinacéo da cwafigo
do isbmero obtido a partir da sintese destes cdwgoSegundo os autores, em
geral, constantes de acoplamento vicinal (3J C4ij)eeo carbono da carbonila
presente no anel e o proton benzilidénico na ordem,3-10 Hz indicavam que 0s
mesmos apresentavam configuragdoPor outro lado, valores das constantes na
ordem de 9,5-16,9 Hz confirmavam a configurag€ao

De maneira analoga, diversos outros autores caafirm a configuracad
ou E da dupla ligacdo em varias moléculas contendo éss arazolidinadinicos,
imidazolidininicos e oxazilidinicos (MENEZES et,al992; LIMA et al., 1992).
Segundo os autores, nos espectros de fRMEmM presenca do reagente de
deslocamento Eu(fod)3, ocorreram mudancas no desEmto quimico do proton
benzilidénico em todas as moléculas analisadas, dmeno néo foi identificado a
presenca do isbmer&s sob diferentes condi¢cdes de sintese. Em conclap@oas o

sinal do proton de configuracdsd foi detectado, apresentando deslocamentos
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quimicos na faixa de 7,72-7,97 ppm. Nos especteoRMN"C, os sinais do CH
arilideno apareceram na faixa de 130,1-132,8 ppenaébrdo com Aquino (2007)
podemos sugerir que todas moléculas obtidas per mda sintética possuem a
configuracad’.

Os espectros de infravermelho mostraram fortes dsadé absorgbes entre
1700 a 1780 cih dando indicio da presenca da carbonila na estrisimtetizada,
essas variacdes nos valores diz respeito ao aceplarsimétrico e assimétrico entre
as vibragdes das carbonilas (KIMURA & NAGAO, 2008)s espectros também
mostram bandas de absorcdo na regido préxima d8cBiEp confirmando a
presenca de N1-H, assinaladas como modos de estitarN-H que fazem ligagéo
de hidrogénio (NYQUIST & FIEDLER, 1995). Os espestrmostraram também
numerosas bandas na regido de 15007'crtFigura 22), comum em
tioxoimidazolidinas, ocorrendo um acoplamento ents vibracbes C-S
(COGROSSI, 1972).
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Figura 22: Espectro de IV do derivado imidazolidini@aj
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Os espectros de RMAH mostraram sinais caracteristicos do N1-H na faixa
proximo de 11,00 ppm. (KLEINPETERt al, 1997). Com vista nos resultados
apresentados, faixas entre 7,8 e 8,0 ppm correspor@ds hidrogénios aromaticos
do grupo benzilico, todos substituidos em posigam do anel benzilico pelo
grupamento sulfonil. Os sinais do grupamento belézilco apresentam
deslocamentos quimicos em duas regides entre 7,80 -ppm. Em trabalho
realizado por Aquino (2007) a configuracZgara o hidrogénio dos derivados 5-
benzilideno-4-tiazolidinonas foi atribuida com baseanélise dos espectros de RMN
1H, isso nos leva a concluir que nossos compogi@santem mesma configuragao.
Os sinais caracteristicos dos grupos =CH ¢ &baireceram em forma de singletos
entre 6,72 - 6,9 ppm e 4,64— 4,65 ppm, respectinn®s sinais caracteristicos dos
grupos =CH e CHapareceram em forma de singletos entre 6,72 pfih® e 4,64—

4,65 ppm, respectivamente (Figura 23).
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Figura 23:Ressonancia Magnética Nuclear do derivado imiddizotio @a)
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7.2.3. Resultados ddocking

As solugbes delocking na estrutura da PPARforam comparadas com a
posicéao dedockingda rosiglitazona no mesmo receptor, como mostmadofiguras
24 e 25.
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Figura 24: Superposicdo das solucdesldekingpara as 7 imidazolidinas (modelo
lines, varias cores) e da rosiglitazona (modelcksg&m vermelho) para o receptor
PPAR«y (modelo cartoon). A rosiglitazona co-cristaliza@xperimental) também
esta representada (modelo stick, em azul). Todégwss foram geradas usando o
programa PyMOL [4].

Figura 25: Viséo detalhada da superposicéo (Figdiralas solugcdes de docking para
as 7 imidazolidinas (modelo lines, varias coredpeosiglitazona (modelo stick em
vermelho) no sitio ativo do receptor PPARmodelo cartoon). A rosiglitazona co-
cristalizada (experimental) também esta represar{taddelo stick em azul).
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As posi¢cbes delocking para os ligantes foram posicionadas junto com a
estrutura do sitio ativo bem caracterizado do PRAREM uma analise mais
detalhada desses ligantes com o sitio ativo, évymsshservar que alguns residuos
importantes estdo envolvidos em interacdes hidta$il(ligacdes de hidrogénio) com
as imidazolidinas e a rosiglitazona, como podevs&o nas figuras 26-27. Um

resumo de todas as interac¢des intermolecularesgardasto na tabela 2.

Figura 26: Solucdo de docking para a molécuda)((modelo stick) e os residuos
importantes (modelo lines em verde) do sitio adaoPPARy. A rosiglitazona co-
cristalizada (experimental) também esté represar{taddelo lines em azul).
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Figura 27. Solucédo de docking para a moléc8ld (modelo stick) e os residuos
importantes (modelo lines em verde) do sitio adaoPPARy. A rosiglitazona co-
cristalizada (experimental) também esta represar{taddelo lines em azul).

HIS23

E possivel constatar que o grupo sulfona (O=S=p}dacdes de hidrogénio
em cada solucdo diocking,0 que confirma a grande importancia do mesmo @ara
ligagdo em PPAR: O anel imidazolidinico também apresenta alta @eoi de
estabelecer ligacdes de hidrogénio com o sitio atovreceptor.

A molécula da série estudada que apresentou a aftaisafinidade (alto
score) pelo receptor PPARfoi a 5-(4-benziloxi-benzilideno)-3-(4-metil-sutid-
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benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona 8d), registrando um score de 74,91 como
mostrado na figura 28.

Figura 28: Solucdo de docking para a molécB) (modelo stick) e os residuos
importantes (modelo lines em verde) do sitio adaoPPARy. A rosiglitazona co-

cristalizada (experimental) também esta represar{taddelo lines em azul).

73

HIs¥23

Esta alta afinidade pode ser confirmada, a niveleowtar, pelo grande
namero de interacdes intermoleculares (ver tabetfu@ estabilizam esta molécula

no sitio ativo da enzima.
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Tabela 2: Com as interagcbes intermoleculares oadasv para as solucdes de

dockingem PPARYy, juntamente com seus respectivos scores. L.Hadchig de

Hidrogénio. C.H.: Contatos Hidrofébicos.

Residuos| 8a 8b 8c 8d 8e 8f 8g| Rosiglitazona
LEU270 C.H.

CYS285| L.H. LH. | LH. | LH. | LA LH.
GLN286 LH. | LH. | LH. | LH. | LH. | LH. LH.
PHE287 C.H

SER289| L.H.

SER342| LH| LH. LH. L.H. L.H.
GLU343 | L.H.

TYR473| LH.| LH.| LH.| LH.| LH.| LH.| LH. LH.
Docking | g6 o5l 63,22| 62,15| 74,91| 62,03| 71,48 70,60 68,04

SCORES
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7.3. Parte Biologica

7.3.1. Peritonite Induzida por Carragenina

E comum a utilizagdo de carragenina em modelogstes anti-inflamatorios
envolvendo animais, dentre eles se destacam odestdema de pata (GOES et al.,
2004), bolséo de ar (BARROS et al., 2010) e peteqUERRA et al., 2011).

Todos os derivados tiazolidinicos sintetizadosstats, com excecao doe),
se mostraram eficientes na inibicdo da migracadareh vivo em teste de peritonite
induzida por carragenina e os compostg, ((5a) e (d) foram os agentes anti-
inflamatérios mais ativos neste teste. Apresentarara atividade anti-inflamatoria
de 81,8%, 80,6% e 77,4%, respectivamente. Estedtadss estdo expressos no

Grafico 1 e na Tabela 3.

PERITONITE
= Controle negativo (salina)
S EZ Dexametasona (0,5 mg/Kg)
*_|>-<’ E2 5a (10 ma/Kg)
£ b 5c¢ 10 mg/Kg)
= 5d 10 mg/Kg)
= 5b 10 mg/Kg)
5 E of 10 mg/Kg)
> 5e 10 mg/Kg)

Derivados Tiazolidinicos

* Diferenca estatisticamente significante em reda@@ grupo controle (p < 0,05)

* Diferenca estatisticamente significante em relagiipadréo (p < 0,05)

p < 0,05. Significativos apés analise de variafaidOVA) de uma via seguido pelo
teste de Newman-Keuls Multiple Comparison Test, ¢otarvalo de confianca de
95%, quando comparados ao grupo controle.

Gréfico 1:Percentual de inibicdo de migracéo de células mofonucleares
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Tabela 3:Numero de PMNL (média + desvio padrédo) e percendeainibicdo da
inflamacéo pelos derivados Tiazolidinic&)( (5¢); (5d); (5b); (5f); (5€), no teste
da peritonite induzida por carragenina.

Tratamento Dose (mg/Kg) PMNL Inibicdo %
(x 10 cél/ml)
Controle - 12,86 +1,0 -

Dexametasona 0,5 2,48+04 80,7
5a 10 24+0,7* 80,6
5c 10 2,34 +0,4* 81,8
5d 10 29+0,7* 77,4
5b 10 536 +1,1* 58,3
5f 10 5,36 + 1,0* 58,3
5e 10 9,7 +0,9* 24,6

* Diferenca estatisticamente significante em ratagd grupo controle (p < 0,05)

p < 0,05. Significativos apds andlise de variaaidOVA) de uma via seguido pelo
teste de Newman-Keuls Multiple Comparison Test, ¢otarvalo de confianca de
95%, quando comparados ao grupo controle.

Fazendo uma andlise separadamente dos substituatgsosicdo 3 (anel
benzilico) e da posicdo 5 (anel benzilidénico) del a&iazolidinico foi possivel
observar que, quanto aos substituintes presentasaidenzilico, os compostos que
apresentaram o grupo 3-(2,6-difluoro-benzil)-tiidoia-2,4-diona foram mais
eficientes que os compostos que apresentaram @ @({p-cloro-4-fluoro-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona, revelando que a substituigdaim atomo pequeno (fltor) por
um atomo de maior volume (cloro) pode ter sido@aspvel por esse resultado.

Contudo, a variacdo da posicdo do atomo de fliosi¢fo 6 pela 2) no anel
benzilico parece ndo exercer forte influencia neultado, haja em vista que o
derivado bd) foi responsavel por 77,4% de inibicdo da migrad&@®MN.

Ja a analise sobre a influéncia que os substituidte anel benzilidénico
exercem sobre a atividade anti-inflamatéria revelpe todos os derivados que
apresentaram melhor resposta possuem substitumatesosicdo 4. Também foi
observado que a substituicdo de um atomo de bramnaum uma metdxila na

posicdo 3 do anel benzilidénico foi responsavel yorleve aumento da resposta
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anti-inflamatoria, demonstrando o importante pagedte substituinte na atividade
anti-inflamatoria.

E possivel ainda, observar que o fato dos deriva@m e (5€) nio
apresentarem substituintes na posi¢ao 4 do anellidénico ressalta que a presenca
de um substituinte nesta posicdo seja respons@vetlpvar seu potencial como
agente anti-inflamatorio. Porém, embora o derivg8f), apresente um grupo
metoxila nesta mesma posicao, gera a hipéteseala gresenca de um substituinte

na posicao 2 do anel benzilidénico possa desfagpeeatividade anti-inflamatoria.

7.3.2. Contor¢des Abdominais Induzidas por Acido Adtico

Diversos estudos utilizam o modelo de contor¢de®minais em ratos para a
determinacdo da atividade antinociceptiva de ddasa tiazolidinicos e
imidazolidinicos (TARANALLI et al., 2009; GUERRA al., 2011).

O composto Fa) foi selecionado para a realizacdo desse tesmparado
frente a acdo do ibuprofeno, AINE classico utilzatb tratamento de distarbios

inflamatérios. Os resultados estdo expressos nicGi&e Tabela 4.
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Contor¢des Abdominais
100-

404

201

EA Controle
0 80- EE3 Ibuprofeno (10ma/Ka)
S B3 5a (10 mg/Kg)
o 604
1S x #
8 i el
(0]
o
z

Tratamento

* Diferenca estatisticamente significante em ratagd grupo controle (p < 0,05)
* Diferenca estatisticamente significante em relaggipadréo (p < 0,05)
p < 0,05. Significativos apés analise de variafaidOVA) de uma via seguido pelo

teste de Newman-Keuls Multiple Comparison Test, ¢otaervalo de confianca de
95%, quando comparados ao grupo controle.

Grafico 2:Numero contor¢des abdominais

Tabela 4NUumero de contor¢gdes abdominais (média + desvicdpa@ percentual
de inibicdo do derivado tiazolidinicbd), no teste de contor¢cdes abdominais
induzidas por acido acético.

Tratamento Dose (mg/Kg) PMNL Inibicdo %
(x 10° cél/ml)
Controle - 82,4+29 -
Ibuprofeno 10 27,4 +1.1* 66,7
5a 10 40,8 + 3,8* 50,5

* Diferenca estatisticamente significante em reda@@ grupo controle (p < 0,05)

p < 0,05. Significativos apés analise de variafaidOVA) de uma via seguido pelo
teste de Newman-Keuls Multiple Comparison Test, ¢otarvalo de confianca de
95%, quando comparados ao grupo controle.

O derivado testado foi capaz de inibir 50,5% dastargdes induzidas por
acido acético, resultado considerado bom, hajaista gue o ibuprofeno apresentou
uma atividade de 66,7%.
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7.3.3. Determinagao dos Niveis de Oxido Nitrico

Por se tratar de um mediador inflamatdrio, a redud@s niveis de Oxido
nitrico € estudada para verificar o potencial arftamatorio de moléculas. Os
derivados tiazolidinicos sintetizados mostraramefecientes na inibicdo da

concentracao dos niveis de 6xido nitrico. Os radok estdo expressos no Grafico 3.

Oxido Nitrico

2 - EZE Controle negativo (Salina)
% 154 = Dexametasona (0,5 mg/kg)
e B2 5a (10 mg/Kg)
= m sc (10 mg/Kg)
& 107 5d (10 mg/Kg)
|5 y 5Sb (10 mg/Kg)
§ 51 Sf (10 mg/Kg)
O ] o€ (10 mg/Kg)

Tratamento

Gréfico 3:Concentracao dos niveis de oxido nitrico

* Diferenca estatisticamente significante em ratagd grupo controle (p < 0,05)

* Diferenca estatisticamente significante em relagiipadréo (p < 0,05)

p < 0,05. Significativos apds andlise de variafaidOVA) de uma via seguido pelo
teste de Newman-Keuls Multiple Comparison Test, ¢otarvalo de confianca de
95%, quando comparados ao grupo controle.

O compostogb) revelou-se o mais ativo da série. Para este égstesenca de
um unico substituinte na posicdo 3 do anel ber&iicb pode estar relacionado a

essa resposta elevada.
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8. Conclusdes

Neste trabalho foram sintetizado uma série de ostop pertencentes a
classe das tioxoimidazolidinas af) e tiazolidinicos (&€ na tentativa de
contribuir de forma positiva na atividade anti-amflatoria, visto que outros trabalhos

na literatura mostraram éxito com os mesmos sulrggs.

Os compostos foram sintetizados através de efegemetodologias de
sintese e purificacdo, apresentando rendimentose e36-87%. Todos foram
caracterizados através de suas propriedades {jsicsicas, bem como por métodos
espectroscépicos convencionais (RMIN RMNC e IV) e espectrometria de
massas para 0os compostos tioxoimidazolidiniBasg(. Os espectros de RMN e IV

apresentaram-se consistentes com as respectimm.

Com relacdo a atividade anti-inflamatoéria apermslarivados tiazolidinicos
(5a-f) foram avaliados. Observamos que os derivadoslitdzicos 63d), (5b), (50),
(5f) e Bd) se mostraram eficazes em inibir a migracdo celnlaivo em teste de
peritonite induzida por carragenina e os compod&ags (5¢) e Gd) foram os mais
ativos da série e mostraram-se significativamentieieates. Os derivados
tiazolidinicos reduziram significativamente os iigvde NO, sendo o composto e
(5b) o mais eficiente da série. E o deriva®a)(apresentou-se eficaz no teste de

contor¢Bes abdominais induzidas por acido acético.
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ABSTRACT

Aims: Evaluation of the anti-inflammatory properties of new thiazolidine-2,4-

diones derivatives.

Study Design: Study the effects of new thiazolidine-2,4-diones derivatives
on the inflammatory process.




96

Place and Duration of Study: Departamento de Antibidticos, Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), between June 2011 and July 2012.

Methodology:  Compounds thiazolidine-2,4-diones were tested for anti-
inflammatory activity by air pouch model. Swiss albino mice were used for the
study. Air cavities were produced by subcutaneous injection of 2.5 mL of sterile
air into the intrascapular area of the back. An additional 2.5 mL of air was injected
into the cavity every 3 days to keep the space open. Seven days after the initial
air injection, 1 mL of a 1% solution of carrageenan dissolved in saline was
injected directly into the pouch to produce an inflammatory response.

The compounds thiazolidine-2,4-diones and standard piroxicam
were tested at doses of 3 mg/kg body weight. The total number of
polymorphonuclear leukocytes (PMNL) was counted using an

improved.

Results: The results support the use of these derivatives in inflammatory process.
Among the compounds tested the ones that showed a greater effect in inhibiting
the migration of neutrophils were the 3a, 3b, 3c, 3d and 3e. The anti-inflammatory
effects showed by 3a-j were promising, probably due to the duality of action on
PPAR alpha and gamma.

Conclusion: In conclusion, this study has shown that the thiazolidine derivatives
do possess significant anti-inflammatory effects in laboratory animals.
The exact mechanism and the bioactive principles responsible for these actions
remain to be explained.

Keywords: Thiazolidinedione; molecular modeling; anti-inflammatory properties

1. INTRODUCTION

Thiazolidine-2,4-diones have been extensively studied owing to their involvement in
the regulation of various physiological processes such as cell proliferation,
angiogenesis, inflammation, and glucose metabolism [1]. These compounds show
significant antidiabetic [2], antimicrobial [3], antichagasic [4,5,6], anti-HIV [7], anti-
inflammatory [8], antiatherosclerotic [9] and anticancer [10,11,12] activities.

The inflammatory response involves the sequential release of mediators and the
recruitment of circulating leukocytes, which become activated at the inflammatory
site and release further mediators. This response is self-limiting and resolves



97

through the release of endogenous anti-inflammatory mediators and the clearance
of inflammatory cells. The persistent accumulation and activation of leukocytes is a
hallmark of chronic inflammation. Current approaches to the treatment of
inflammation rely on the inhibition of pro-inflammatory mediator production and of
mechanisms that initiate the inflammatory response [1]. However, the mechanisms
by which the inflammatory response resolves might provide new targets in the
treatment of chronic inflammation. Peroxisome proliferator-activated receptors
(PPARs) are members of the intracellular hormone receptors family and act as
ligand-activated transcription factors [2]. The three receptors, PPARa, PPARS e
PPARYy, are encoded by different genes but show substantial amino acid similarity,
especially within the DNA and ligand binding domains. Synthetic PPARa ligands
such fibrates (eg. Fenofibric acid) are used in patients to lower triglyceride-rich
lipopotreins [3]. Some Thiazolidine-2,4-dione derivatives (TZDs) such as
rosiglitazone, pioglitazone and troglitazone were clinically and commercially
available as antidiabetic drugs in the treatment of type 2 diabetes acting via PPARY.
These three thiazolidines share a common thiazolidine-2,4-dione structure that is
responsible for the majority of their pharmacological effects, including anti-
inflammatory ones [13].

Recently, there has been a great deal of interest in the involvement of PPAR in
inflammation [4]. Were the first to report that mice with deficient PPARa presented a
increased inflammatory response induced by leukotriene B4 and arachidonic acid.
There are evidences from in vitro and in vivo studies demonstrating that PPARa
agonists may present anti-inflammatory activity. Fenofibrate e gemfibrozil inhibit the
production of interleukin IL-6 e prostaglandins (PG) and the expression of
cyclooxygenase (COX)-2 genes induced by IL-1B in the smooth muscle cells [5].
Other PPARa agonists, clorofibrate and WY-14643, also inhibit the expression of
genes for IL-6 and IL-8 in human keratinocytes irradiated with ultraviolet light. In vivo
studies have given further support to the inhibitory effects of PPARa agonists on
cytokines production and also demonstrated that they inhibit the edema and cell
influx into to the skin in experimental models of dermatitis. PPARa agonists inhibit
the edema and thermal allodynia induced by carrageenan in rats [6]. The variety
of the biological activities attributed to the thiazolidine derivatives motivated us
to use them as prototypes on the synthesis of the 5-arylidene-3-(4-phenyl-benzyl)-
thiazolidine-2,4- dione series. According to previous knowledge of the distinct
pharmacophoric subunits of the series 5-arylidene-3-(4-phenyl-benzyl)-
thiazolidine-2,4-dione employing methodological strategies of medical chemistry, the
purpose of this work was to evaluate ten new bioactive thiazolidinic derivatives
substituted on the position 3 and 5 by the 4-phenyl-benzyl and arylidene,
respectively [7]. In particular, we investigated the anti-inflammatory and activities by
using the air pouch model and peritonitis induced by carrageenan.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Chemical

The derivatives 5-arylidene-3-(4-phenyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione  (3a-3))
were synthesized and provided by the Research Center on Therapeutic Innovation
of the Federal University of Pernambuco, Brazil (Table 1). The carrageenan and
piroxicam were purchased from Sigma. The compounds tested and the standard
drugs were dissolved in saline solution containing tween 80 (9:1; v/v).

2.2 Biological Activity

Compounds 3a-j were tested for anti-inflammatory activity by air pouch model, as
previously described [11, 12]. All experimental procedures described below
were approved by the Animal Care Committee of the Universidade de Federal de
Pernambuco (processo n° 001046/207-42). Swiss albino mice of either sex
weighing between (25-30 g) were used for the present study. They were housed in
plastic cages (6 per cage) and maintained in a light and humidity controlled
environment. Food and water were allowed ad libitum. For 8 h prior to an
experiment, the mice were deprived of food but not water. Air cavities were
produced by subcutaneous injection of 2.5 mL of sterile air into the intrascapular
area of the back. An additional 2.5 mL of air was injected into the cavity every 3
days to keep the space open.

Table 1. Structure of new thiazolidine-2,4-diones d  erivatives used in this
study

Compound Radicals Yield (%)

3-(4-phenyl-benzyl)-thiazolidine- - 85

2,4-dione
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5-(4-chloro-benzylidene)-3-(4-

phenyl-benzyl)-thiazolidine-2,4- dione (3a, R=
4-Chloro)

Cl

89

3-(4-phenyl-benzyl)-5-(indol-3-yl-methylene)-
thiazolidine-2,4-dione (3b, R= 5-indole

75

5-(4-nitro-benzylidene)-3-(4-

phenyl-benzyl)-thiazolidine-2,4- dione (3¢, R=
4-nitro)

56

5-(2,4-dimethoxy-benzylidene)-3-
(4-phenyl-benzyl)-thiazolidine-

2,4-dione (3d, R= 2,4-dimethoxy)

46

5-(3,4,5-trimethoxy-benzylidene)-
3-(4-phenyl-benzyl)-thiazolidine-
2,4-dione (3e, R= 3,4,5-

trimethoxy)

74

5-(4-methoxy-benzylidene)-3-(4- phenyl-
benzyl)-thiazolidine-2,4-

dione (3f, R= 4-methoxy)

84

5-(4-phenyl-benzylidene)-3-(4-

phenyl-benzyl)-thiazolidine-2,4- dione (3g, R=
4-phenyl)

63,5

5-(2-methoxy-5-bromo-

benzylidene)-3-(4-phenyl-benzyl)- thiazolidine-
2,4-dione (3h, R= 2- methoxy-5-bromo)

79

5-(4-N,N-dimethylamine- benzylidene)-3-(4-
phenyl-benzyl)- thiazolidine-2,4-dione (3i, R=4-
N-

dimethyl-amine)

56
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5-(3,4-dichloro-benzylidene)-3-(4- cl 39

cl
phenyl-benzyl)-thiazolidine-2,4- dione (3j, R= )\(

3,4-dichloro) )%/
=

Seven days after the initial air injection, 1mL of a 1% solution of carrageenan
(Sigma) dissolved in saline was injected directly into the pouch to produce an
inflammatory response. The doses were chosen according to previously published
data by our group using similar compounds [13]. The compounds 3a-3j and
standard piroxicam in the doses 3 mg/kg or vehicle (water/Tween 80, 95:5 v/v) ware
administered orally 1h before injection of carrageenan (1 mL; 1% w/v in saline) into
the air pouch. After 6h of injection of carrageenan, mice were killed and pouches
washed thoroughly with 3 mL of phosphate buffer solution (PBS) containing
50mUI/mL heparine. The total number of polymorphonuclear leukocytes (PMNL)
was counted using an improved.

2.3 Docking

The structural optimization of the 5-arylidene-3-(4-phenyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-
dione (3a-3j), and piroxicam were initially obtained using the AM1 method [14]
implemented at the BioMedCache program BioMedCAChe version 6.1, [Copyright
©2000-2003 Fuijitsu Limited, Copyright©1989-2000, Oxford Molecular Ltd.[10] using
default values for the convergence criteria. The target structures used in the docking
studies were taken from the RCSB Protein Data Bank (13) under the PDB code
1K7L for the peroxisome proliferator activated receptor - alpha (PPARQ) protein co-
crystallized  with  2-(1-methyl-3-0x0-3-phenyl-propylamino)-3-{4-[2-(5-methyI-2-
phenyl-oxazol-4-yl)-ethoxy]-phenyl}-propionic acid (544) and the PDB code 2HWQ
for the peroxisome proliferator activated receptor - gamma (PPARYy) protein co-
crystallized with the [(1-{3-[(6-benzoyl-1-propyl-2-naphthyl)oxy]propyl}-1h-indol-5-
yhoxyl]acetic acid (DRY). It should be remarked that the certification of these
proteins as possible targets for the anti-inflammatory activity was based in the
literature [15]. The structure of only one monomer per protein was chosen as target
for docking studies. The Gold 4.0 Software was used for these computations, taking
the ligand flexibility (main torsions) into account during the calculations [16]. The
protein active site, in each case, was defined as all residues within a radius of 5 A
from any atom of the co-crystallized ligand, respectively. The theoretical binding
profile proposed for these ligands with PPARa and PPARy was determined as the
highest (most positive) scored among 10 possible solutions for each ligand
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generated according to the GOLD Docking Score function. Additionally, each one of
the co-crystallized ligands was submitted to a re-docking procedure in order to
certify the quality of the docking protocol.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The results are expressed as mean = S.E.M. The statistical analysis was performed
by analysis of variance (one-way ANOVA) followed by Tukey's Multiple Comparison
Test. Results obtained are described in Table 2 and 2.1.

The number of animal was 6 in each group. The probability values were calculated
using one way ANOVA followed by Tukey's Multiple Comparison Test: *P < 0.05 vs.
control; #P < 0.05 vs. piroxican; piroxican vs. 3j = NS.

The most stable docking score for the 5-arylidene-3-(4-phenyl-benzyl)-thiazolidine-
2,4-dione (3a-3j) besides co-crystallized ligands 544 and DRY, and Piroxicam,
(standard drug with anti-inflammatory activities) were shown in Table 3 for the two
investigated targets. The docking values are in agreement with experimental ones.
The structure of the 3d ligand showed a high affinity value with the target PPARa in
accordance with the in vivo activity (Table 3). The ligand 3d, also, shows high
affinity for the PPARYy target by silico approach, i.e., with high docking scores. The
docking scores for Piroxicam is smaller than all compounds 3a-j studied for PPARa
and PPARYy.

Table 2. Number of polymorphonuclear leukocytes (av ~ erage + standard error)
found in the air pouch six hours after the inductio n of the inflammation

Compounds - Molar Concentration N2 of PMINL/mL (x106) Percentage (%) of
cellular migration
Dose (3mg/Kg) inhibition
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32 7,398 mMols/kg 3.60 + 0.06*# 91.3
3b 7,31 mMols/kg 13.0+1.17*# 68.5
3c 7,211 mMols/kg 11.1+ 0.17*# 73.1
3d 6,96 mMols/kg 5.1 +£0.10*# 87.6
3e 6,68mMols/kg 10.0 £ 1.33*# 75.8
3f 7,481 mMols/kg 31.2+0.35*# 244
3g 6,711 mMols/kg 36.0+0.31*# 12.8
3h 6,251 mMols/kg 21.0+1.67*# 49.1
3i 7,246 mMols/kg 27.6 £ 0.13*# 33.2
3j 7,41 mMols/kg 19.2 £ 0.12*NS 53.5
Piroxicam 9,40 mMols/kg 17.4 £+ 0.07*NS 57,9
Control 41.3+0.57

Table 2.1. In vivo characterization of 3a-e derivatives

Compounds — Dose ED50 (mg) pED50
(3mg/Kg)

32 0.2095 6.6790
3b 0.1498 6.8245
3c 0.1366 6.8645
3d 0.0811 7.0910
3e 0.0870 7.0604

Table 3. The most stable docking score for the 5-ar  ylidene-3-(4-phenyl-
benzyl)-thiazolidine-2,4- dione (3a-3j), piroxicam,  DRY and 544 ligands
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Compounds Docking score PPARO Docking score PPARE
(1K7L)
2HWQ)

32 67.60 63.98
3b 69.02 67.96
3c 60.11 62.10
3d 69.99 64.74
3e 68.03 67.06
3f 67.35 59.89
3g 70.15 63.82
3h 69.78 64.37
3i 62.75 61.83
3 69.29 67.13
Piroxicam 48.34 45.00
DRY - 75.00
544 80.46

In order to investigate the molecular reasons of the docking scores observed
through the in silico studies, a detailed analysis of the polar interactions (hydrogen
bonds) for the docking ligands with its respective targets could be seen in Table 4,
where are shown the distances between the donor and acceptor atoms
involved in polar interaction between the compounds and the targets, after
docking.

One can see in Fig. 1 and 2 the interesting results found between the docking
scores for PPARs target and the PPARs in vivo inhibition (at 1uM concentration),
revealing that the compounds that presented higher in vivo inhibition also
presented higher affinities (higher docking scores) with the PPARs target,
observed through the in silico studies. Fig. 3 provides the relationship between the
Gold docking score and the pED50 values to the compounds 3a-e in the PPARa
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and PPARYy targets. The values of anti-inflammatory activity to all compounds and
ED50 of 3a-e are shown in Table 2.

To compare the binding pattern of the compounds 3a-j and Piroxicam with the
crystallographic ligand (544), in PPARa, the Fig. 4 shows the conformations of the
docking solutions presented in Table 2 alongside the co-crystallized ligand 544.
The compound that produced the best result (higher docking score) in docking
analysis, the compound 3d, was analyzed in detail along the crystallographic
structure of ligand 544 in PPARa, and the results of this comparison are illustrated
in Fig. 5 (Figs. 4, 5 and 6, were generated using PYMOL v0.99 — DELANO [17]).

Fig. 6 shows that compound 3d forms hydrogen bonds with THR279, SER280,
TYR314 and TYR464 in the PPARa binding site with measured distances 2.85,
3.41, 2.98 and 3.20 A°, respectively. Notably, “544", co-crystallized with PPARaq,
also forms important hydrogen bonds with SER280, TYR314, HIS440 and TYR464,
whereas the Piroxicam forms hydrogen bonds with THR279, LEU331 and ALA333
(Table 4).

m  PPARalfa
2 3h 16 4
70 m 3g . 3
" w3 = .
" 3f " e " 3a
65
= 3

w
B 60 [ 3c
2
)
z
=]
© 55

50

m Piroxicam
45 T T T T
0 20 40 60 80 100

Anti-inflammatory activity

Fig. 1. Docking results and the in vitro inhibition for the PPAR o target
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Table 4. Comparison of the polar interactions obtai ned after the docking calculations using PPAR  a and PPARYy as targets. Each value represents the distance,
in A, between the donor and the acceptor atoms invo Ived in the polar interaction. The program used for this analysis was the Pymol, under internal defaul  t
condition for setup

Compound Residue of 1K7L target Residue of 2ZHWQ target

HR279 HIS440 ALA333 SER280 TYR314 TYR464 LEU331 SER289 ARG288 TYR327 HIS449 TYR473 GLN286

3a 3.12 - - - 2.61
3b - - ; - - -
3c 2.93 3.42 3.15 3.30 - - 2.86 and
2.74
3d 2.85 3.41 2.98 3.20 2.43 - 3.21 3.36
3e - - 3.28 3.06 - 3.45 and
3.49
3f 2.93 - - - - -
3g - 2.52 - - - - -
3h - - - - - - 3.21

3i - - - - - -




3] - - - - 2.74 -

Piroxicam 2.57 3.04 - - - 1.89 1.96 2.23
and
3.27

DRY - - - -

544 2.82 2.72 2.69 2.60 - -

The co-crystallized ligand DRY did not show polar interactions, in active site of 2HWQ, when used the Pymol software or hidrofobic b ind with the Ligant Explorer.
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the compounds GQ-24 (3a), GQ-28 (3b), GQ-32 (3¢c), G Q-36 (3d) and GQ-38
(3e) for the PPAR o and PPAR y targets

Fig. 4. Superimposed docking conformations of compo unds 3a-j (lines) and
Piroxicam (sticks), alongside the co-crystallized ligand 544 (green sticks) in
active site of PPAR a

Fig. 5. Docking solution for compound GQ36 (3d) (st  icks) alongside the co-
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crystallized ligand “544” (lines) in active site of PPAR«

To compare the binding pattern of the compounds 3a-j and Piroxicam with the
crystallographic ligand (DRY), in PPARYy, the Fig. 6 shows the conformations of the
docking solutions presented in Table 1 alongside the co-crystallized ligand DRY.
After the optimization of the arylidene thiazolidinadiones usingtheAM1
method, there was a relationship with the results obtained by Leite [18], confirming
that the Z isomer as the most stable one, for all the compounds. An in silico
study using GOLD program was performed to dock the compounds 3a-j into the
active site of the enzyme in order to investigate the molecular characteristic of the
heterocyclic derivatives that could be possibly associated with the inhibition of the
PPARa and PPARy target. As PPARs a and y were involved in inflammation
resolution, and earlier docking studies in PPARa and PPARy and reduction on
plasmatic levels of glucose and triglycerides were observed to similar thiazolidine
compounds [19], we could infer that results of inhibition on thiazolidine compounds,
could be related to PPAR activation. The compounds 3a-j of the class thiazolidine-
2,4-dione-3,5-dissubstitued, were assayed for evaluation of anti- inflammatory
activity in the air pouch model induced by carrageenan in mice. Piroxicam were
standard drug used. The results obtained in air-pouch model are illustrated in Table
3. Between the most active derivatives in the dose of 3 mg, there are the following
compounds: 3d (2,4-dimetoxy, 87,6% of inhibition, pED50 0,0811), and 3e (3,4,5-
trimetoxy, 66% of inhibition, pED50 0,087). It should be remarked that the
compounds 3d and 3e contain methoxy in the position 2,4 and 6 of group benzyl
ring. The compound 3a and 3c contains a chlorine atom in position 4 and a nitro
group in position 4 of the benzyl ring, respectively, while the compound 3b contains
indole-3-il- methylene group in a position 5 of heterocyclic ring showed higher
values for the pED5O, therefore lower activity. Among the compounds tested the
ones that showed a greater effect in inhibiting the migration of neutrophils were
the 3a, 3b, 3c, 3d and 3e. These results are in accordance with Napimoga [20]
which showed that the endogenous agonist of PPARy, 15d-PGJ2, reduces the
migration of neutrophils mediating the suppression of expression of ICAM-1 in
endothelial cells, but that is not linked to decreased production of cytokines and
chemokines or CD1la in neutrophils. However, this action is dependent on the
signaling pathways of NO by reducing the polymerization of F-actin in neutrophils. In
humans, treatment with PPARYy agonists reduces the circulating level of proteins
that serve as markers of inflammation [21]. The ATDZs are described in the
literature as PPARy agonists. The fibrates are PPARa agonist and the glitazone
have gamma action. The anti-inflammatory effects showed by 3a-j were promising,
probably due to the duality of action on PPAR alpha and gamma.
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Fig. 6. Superimposed docking conformations of compo unds 3a-j (lines) and
Piroxicam (lines), alongside the co-crystallized ligand DRY (  red sticks) in
active site of PPAR vy

4. CONCLUSION

Molecular docking calculations followed by a number of in vivo biological assays
were used to identify novel anti-inflammatory agents among the class of 2,5-
dissubstitued thiazolidine and acting through a PPAR inhibition mechanism. The
results strongly suggest that the mechanism of action of the derivatives may be
linked partly to PPARSs. In conclusion, this study has shown that the thiazolidine
derivatives do possess significant anti-inflammatory effects in laboratory animals at
the doses of 3 mg/kg for inflammation assays. The results support the use of these
derivatives in inflammatory process. The exact mechanism and the bioactive
principles responsible for these actions remain to be explained.
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