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RESUMO

A sintese de moléculas hibridas é uma estratégia para obtencdo de moléculas
mais eficientes devido a unido de nucleos farmacoféricos sabidamente relacionados
a uma atividade farmacologica. Na literatura, existem trabalhos que comprovam a
acdo anti-inflamatoria dos nucleos quinolinicos e tiazolidinicos, sozinhos e associados
a outros ndcleos. No tratamento para combater a inflamacdo € utilizado
principalmente anti-inflamatérios néo-esteroidais (AINEs) e glicocorticoides,
relacionados a efeitos adversos, sendo o0s principais: dano gastrointestinal e
osteoporose, respectivamente. O presente trabalho tem por finalidade o planejamento,
sintese e caracterizacdo de novos derivados tiazoquinolinicos - hibrido com nucleo
tiazolidinico e quinolinico — a elucidagéo estrutural dessas moléculas e a modulacao
de citocinas relacionadas a cascata inflamatéria. A elucidacdo molecular de todos os
compostos coube a técnicas de RMN'H e 13C, IV, HPLC e MALDI-TOF/MS. Foram
sintetizadas cinco novas moléculas hibridas da série LPSF/ZKD, apoés a elucidacao
estrutural das moléculas, trés dessas, LPSF/ZKD2, LPSF/ZKD4 e LPSF/ZKD7, nas
concentracdes de 50pM e 100uM, foram aprovadas com viabilidade superior a 90%,
no teste de citotoxicidade pela metodologia MTT. Esses mesmos compostos foram
submetidos a testes de modulac&o das citocinas IFN-y, IL-17A, IL-6 e IL-10, titulando-
as no sobrenadante de cultura de 48h de PBMCs de voluntarios sadios, através da
técnica de ELISA sanduiche. Na etapa de modulagdo de citocinas 0s compostos
tiazoquinolinicos parecem reduzir a producdo de citocinas IL-10, IL-6, IFN-y e
resultados menos expressivos para a IL-17A, nas duas concentracdes, no entanto,
nao se encontrou significancia nos valores de reducao, provavelmente em decorréncia
da baixa amostragem, n=3. Os compostos LPSF/ZKD2 50uM e LPSF/ZKD4 100uM
apresentaram melhores resultados de inibichio em comparacdo ao mitdégeno
(CD3/CD28), sendo para IL-6 - 94% e 96%, enquanto para IFN-y — 62% e 77%,
respectivamente por composto. Sendo assim, por possuir perfil anti-inflamatério,
esses compostos podem ser futuramente explorados em ensaios de amostras de
PBMCs de pacientes com doencas inflamatorias e testes in vivo em modelo animal
para uma melhor avaliagdo como modulador de citocinas e sua possivel intervencao

nessas enfermidades.

Palavras-chave: Molécula hibrida. Tiazolidinadiona. Inflamagéo. Anti-inflamatorio.



ABSTRACT

The synthesis of hybrid molecules is a strategy for obtaining more efficient
molecules due to the union of pharmacophoric nuclei known to be related to a
pharmacological activity. In the literature, there are studies that prove the anti-
inflammatory action of the quinoline and thiazolidine nuclei, alone and associated with
other nuclei. In the treatment to fight inflammation is mainly used non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) and glucocorticoids, related to adverse effects, being the
main: gastrointestinal damage and osteoporosis, respectively. The present work aims
at the planning, synthesis and characterization of new thiazoquinoline derivatives -
thiazolidine and quinoline nucleus hybrid - the structural elucidation of these molecules
and modulation of cytokines related to the inflammatory cascade. The molecular
elucidation of all compounds was performed by 13CRMN and *H, IR, HPLC and MALDI-
TOF / MS techniques. Five new hybrid molecules of the LPSF/ZKD series were
synthesized after the structural elucidation of the molecules, three of them,
LPSF/ZKD2, LPSF/ZKD4 and LPSF/ZKD7, at concentrations of 50uM and 100uM,
were approved with viability greater than 90% in the MTT cytotoxicity test. These same
compounds were subjected to IFN-y, IL-17A, IL-6 and IL-10 cytokine modulation tests,
titrating them to the 48h culture supernatant of PBMCs from healthy volunteers using
the sandwich ELISA technique. In the cytokine modulation stage thiazoquinoline
compounds appear to reduce the production of IL-10, IL-6, IFN-y cytokines and less
expressive results for IL-17A at both concentrations, however, no significance was
found in the values of reduction, probably due to low sampling, n = 3. The compounds
LPSF / ZKD2 50uM and LPSF / ZKD4 100uM showed better inhibition results
compared to mitogen (CD3 / CD28), being for IL-6 - 94% and 96%, while for IFN-y -
62% and 77%, respectively per compound. Therefore, due to their anti-inflammatory
profile, these compounds may be further explored in PBMC sample assays from
patients with inflammatory diseases and in vivo animal model tests for a better

evaluation as a cytokine modulator and its possible intervention in these diseases.

Keywords: Hybrid molecule. Thiazolidinedione. Inflammation. Anti-inflammatory.
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14

1 INTRODUCAO

A guimica medicinal vem abordando moléculas hibridas como alternativa para
sintese de novos compostos, baseado no conhecimento prévio, da existéncia de
nucleos com determinadas atividades farmacolégicas. Moléculas hibridas surgem da
unido de nucleos farmacofoéricos para a formacao de um novo composto com possivel
acao potencializada, diminuicéo do efeito colateral e toxicidade (MOHSIN; AHMAD,
2018).

Na literatura, encontram-se trabalhos com o ndcleo quinolinico relacionado a
atividade anti-fungica, anti-inflamatoria, anti-mutagénica, anti-tuberculosa (KUMAR,
2011; ABBAS, 2012; SANGANI, 2014; THOMAS, 2011). Assim como esse, 0 nucleo
tiazolidinico também atende a diversas propriedades farmacologicas: hipoglicémica,
anticancerigena, anti-inflamatoria, anti-microbiana (SUCHETA, 2018).

Levando em consideracdo o conceito de moléculas hibridas, os nucleos
tiazolidinico e quinolinico, por compartilhar a atividade anti-inflamatéria e compondo
uma Uunica estrutura molecular, podera revelar promissoras moléculas anti-
inflamatorias.

O ndcleo de tiazolidinadiona (TZD) estd presente em farmacos
hipoglicemiantes, glitazonas, esses, atuam no receptor nuclear denominado receptor
ativado por proliferador peroxissomal gama (PPARYy), sendo encontrados em varios
tecidos e tem um papel na regulacdo da homeostasia metabodlica e inflamacao
(CARIOU; CHARBONNEL; STAELS, 2012). Estudos com derivados de TZD
comprovam sua atuagdo no processo inflamatoério. Acdo observada a partir do teste
de inducdo de edema da pata do rato, estando o melhor resultado de inibicdo préximo
ao do medicamento padrao (RAJASHAKAR; NAGESWARRAO; ESWARAIAH, 2018).

Assim como na TZD, o nucleo quinolinico também interfere na cascata de
reacfes que resulta na inflamacdo. Um trabalho de 2018, testou varios derivados
quinolinicos, sendo constatada a acdo anti-inflamatoria desses, através do teste de
inducédo do edema na pata do rato (CHAABAN et al., 2018). Em 2017, Sureshkumar
et al. combinaram o nucleo quinolinico e tretrazol para a formacédo de um derivado
hibrido resultando em um composto com atividade anti-inflamatéria muito préxima ao
de referéncia.

Encontrar trabalhos que corroboram com a hipétese de que moléculas hibridas,

desses nucleos, podem desempenhar uma acdo anti-inflamatoria, aumenta a
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probabilidade de sucesso dessa pesquisa. Por esse motivo, entender o processo da
inflamacdo pode ser interessante para futuras pesquisas da via de atuacdo desses
compostos.

A inflamacdo é um mecanismo de defesa contra patdgenos, injdria tecidual e
no controle homeostéatico (MEDZHITOV, 2018). Quando externo ao corpo, é possivel
observar caracteristicas marcantes do processo inflamatoério: edema e vermelhidao no
local da inflamacédo. Farmacos anti-inflamatorios séo capazes de interferir na cascata
da inflamacdo, evitando desconforto ao individuo. As classes principais de
medicamentos sdo os anti-inflamatoérios néo-esteroidais (AINES) e glicocorticoides,
gue agem impedindo as enzimas ciclo-oxigenases e fosfolipase Az, respectivamente
(COUTINHO, 2009).

Entretanto, o uso desses medicamentos acompanha efeitos colaterais como:
danos gastrointestinais, osteoporose, cardiovascular (BOZIMOWSKI, 2015; RHEN,
2005). A busca de novas moléculas com caracteristicas farmacocinéticas e
farmacodinamicas melhoradas é o objetivo principal da comunidade cientifica, e nesse
caso, com eficaz atividade anti-inflamatéria. A inovacéo terapéutica pode ser
responsavel pela descoberta de farmacos com menos efeitos colaterais e de maior
eficécia.

N&o apenas estudos com derivados dos nucleos tiazolidinico e quinolinico,
mais com hibridos desses grupos farmacoforicos com comprovada acéo terapéutica
anti-inflamatoria instigaram a unido desses dois nacleos, TZD e quinolinico. Com base
nesse conhecimento prévio, o presente estudo, até o momento da sua elaboracéo, é
pioneiro na sintese de hibridos moleculares tiazoquinolinicos, referente a unido do
grupo TZD e quinolinico, e seu possivel envolvimento na modulacdo de citocinas

envolvidas na cascata de reacao inflamatéria.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Desenvolvimento de novas moléculas hibridas com promissora atividade

moduladora de citocinas.

1.1.2 Especificos

Planejamento, sintese e caracterizacdo fisico-quimica de cinco novos derivados
tiazoquinolinicos;

Elucidacdo estrutural das moléculas sintetizadas a partir das técnicas
espectroscoépicas de infravermelho (1V), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
e carbono (RMN*H e 13C) e espectrometria de massa (HPLC-MS);

Avaliacédo in vitro do papel dos derivados tiazoquinolinicos em inibir a producdo das
citocinas IL-10, IL-6, IL-17 e IFN-y em culturas de PBMCs provenientes de voluntarios

sadios apoés estimulacdo com CD3/CD28.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MOLECULAS HIBRIDAS

A intensa busca de moléculas menos téxicas, menos dispendiosas e mais
eficientes na area de quimica medicinal tem focado em moléculas hibridas. As
moléculas hibridas surgem dos conhecidos grupos farmacoféricos de farmacos e/ou
moléculas com determinada acdo farmacologica. Na literatura, as definicbes de
hibrido molecular sdo muito parecidas, podendo uma complementar a outra, € na
tentativa de um conceito mais abrangente, define-se como: uma nova entidade
guimica com dois ou mais grupos farmacoforicos, de acdo farmacoldgica diferentes
ou ndo e unidos por ligacbes covalentes entre ligantes ou diretamente entre si
(CHOUDHARY et al., 2018; SRIVASTAVA,; LEE, 2015).

As diferentes estratégias de sintese de um composto hibrido podem classifica-
los com base (AGARWAL; GUPTA; AWASTHI, 2017):

e Natureza do ligante (figura 1): nesse caso, existe uma outra estrutura linear
ou ciclica ligando os farmacoéforos, podendo ser clivada ou ndo. Além dessas,
as unidades principais podem também se aproximar ou se sobrepor para
formacéo do novo composto.

o (figura 1): pode haver
trés formas de interacdo, a primeira quando o alvo é o0 mesmo para ambos
grupos farmacoféricos; a outra, quando sdo alvos diferentes, com interagdo em
momentos diferentes e por fim, quando a interacdo ocorre com alvos diferentes
ao mesmo tempo.

e Forma de apresentacao do hibrido (figura 1): este grupo de hibrido pode
apresentar: (i) um dos componentes sendo uma pro-droga; (ii) ambos estdo na

forma ativa e (iii) quando os dois componentes sao pro-droga.



Figura 1 — Classificagdo dos compostos hibridos
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FONTE: AGARWAL; GUPTA;AWAARSTHI, 2017 - adaptado

Scaffolds quimicos ativos unem-se, justificavel ou viabilizavelmente, na
tentativa de modificar propriedades fisico-quimicas para uma melhor atuacdo. Como
exemplo, uma molécula pode ter seu potencial melhorado ao conjugar-se a outra mais
lipossoluvel, interferindo na solubilidade do todo, deixando o complexo mais
permeével a célula.

Agarwal et al. (2017) abordam que as vantagens das moléculas hibridas podem
ser refletidas em mudancas na solubilidade, farmacocinética, estabilidade do
composto, sinergismos na atividade farmacolégica, ou até mesmo, a possibilidade em
atuar em varios estagios da doenca, quando a mesma possuir. Esses autores durante
todo o artigo trazem exemplos de trabalhos com hibridos antimaléaricos, mas que no
contexto geral, pode-se aplicar a moléculas que atuam em qualquer enfermidade.

Existem trabalhos que citam a atividade de moléculas hibridas como agentes
anti-fangicos, anti-malaricos, anti-cancerigeno, anti-inflamatorio. Nesses, observa-se
0 leque de possibilidades permissiveis e com bons resultados na ligacdo entre
unidades quimicas ativas como: triazol, quinolina, imidazol, quinolona, pirazol, isatina,
piperazinil, quinazolina (MISHRA; SINGH, 2016), o que favorece a proposta de
hibridizacdo molecular desse trabalho. A seguir, selecionaram-se algumas moléculas
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hibridas com énfase nos ndcleos quinolinicos e azéis, identificando suas respectivas

atuacoes.

Figura 2 — Hibrido de a¢&o anti-mutagéncia
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FONTE:(KAMINSKYY et al., 2011; SANGANI et al., 2014)
Figura 3 — Hibrido de agédo anti-tuberculosa
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Figura 4 — Hibridos de acéo anti-malérica
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20

Figura 5 — Hibridos de acao anti-fungica

tiazolidinona

R1;R2;R3=H, Me, OMe, OEt

FONTE:(KATEGAONKAR et al., 2010; KUMAR et al., 2011)

Figura 6 — Hibridos de agao anti-inflamatoria

FONTE:(ABBAS et al., 2012; KUMAR et al., 2013)

Dentre os nucleos ativos nitrogenados no esqueleto de moléculas hibridas,
observam-se o0s quinolinico, tiazolidinadiona (azol) e seus derivados, como
apresentado nas moléculas acima. Esses nudcleos tém as mais variadas acoes

farmacologicas, e dentre muitas, possuem em comum a ac¢ao anti-inflamatoria.
2.1.1 Ndcleo tiazolidinico

A tiazolidina-2,4-diona (TZD) (Figura 7A) é uma molécula heterociclica que
possui uma extensa variedade de derivados com as mais diversas atividades
farmacoldgicas que compreendem: hipoglicemiante, anti-neoplasica, anti-inflamatoria,
dentre outras. Embora seu primeiro alvo na pesquisa tenha sido a tuberculose, em
1954, foi seu éxito com um derivado hipoglicemiante, uma glitazona (Figura 7B), que
conseguiu a aprovacao da Food and Drug Administration — FDA — em 1997 (CHADHA
et al., 2015).
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Figura 7 — Tiazolidina-2,4-diona e seu derivado glitazona

1s 5 HO e L. It
TZD Troglitazona
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FONTE: CHADHA, 2015.

A TZD é agonista do receptor ativado por proliferador peroxissomal (PPAR). A
acao hipoglicemiante dessa molécula esta relacionada a sua ligacdo ao subtipo
PPARy (CARIOU; CHARBONNEL; STAELS, 2012), que embora seja a agao
farmacologica mais bem pesquisada, esse receptor nuclear esta também envolvido
na resposta inflamatéria, pois observou-se um aumento da expresséao desses, durante
a diferenciacdo de mondcitos a macréfagos devido a fatores proé-inflamatorios
(GIAGINIS; GIAGINI; THEOCHARIS, 2009). Para endossar tal afirmacéo, estudo com
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos saudaveis (figura
8) e pacientes AR mostrou que um analogo da TZD (TM17) diminui a secrecdo de
citocinas IL-22, IL-6, IFNy e IL-17 envolvidas na via de sinalizacdo do processo
inflamatdrio, assim como a expressdo de mRNA do PPARy (FERREIRA et al., 2013).

Figura 8 — Imunomodulacéo do analogo de TZD em PBMCs de individuos saudaveis
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Outro possivel mecanismo de acéo dos derivados tiazolidinicos, como agente
anti-inflamatorio, pode estar relacionado a sua inibicdo na COX-2. Ali e colaboradores
em seu trabalho em 2007, com derivados tiazolidinicos, determinou resultados nédo
significativos de injaria gastrica, através do teste ulcerativo em ratos, a partir desse
resultado, infere-se o envolvimento da molécula na inibicdo de COX-2. Adicionado, a
um estudo de docking com tal enzima, obteve-se uma alta seletividade de alguns
compostos para a mesma. Esse estudo pode corroborar na possivel atuacdo dos
derivados tiazolidinicos na ciclo-oxigenase.

A sintese do nucleo de TZD pode ser realizada por diferentes vias como
descrito por Chadha e colaboradores em 2015. O esquema 1 representa a via mais
descrita em trabalhos. A sintese inicia com a reacéo entre o &cido cloroacético (1.1) e
a tioureia (1.2), formando o intermediario 2-imino-4-tiazolidinona (1.3), em refluxo,
apos 12h de reacdo, a 100-110°C, obtém-se a TZD. Esta mesma reacdo pode ser
realizada usando a técnica assistida por micro-ondas, onde a primeira etapa ocorre
em baixa temperatura, enquanto que no segundo momento o intermediério recebe a

radiacéo por 5 minutos, a 250W, obtendo assim, os cristais.

Esquema 1 — Rota de sintese da TZD

S NH (0]
o i Hy, H.
oMoy ¢ HNTNER o ] ) T
: S
(1.1) (1.2) 8‘3) o” "8
TZD

FONTE: CHADHA, et. al., 2015.
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O segundo esquema conduz a sintese de TZD a partir da reacao entre o éster
acido cloroaceético (2.1) com a tiosemicarbazona de acetona (2.2) que na presenca do
etoxido de sodio, forma o intermediario 2-hidrazino-4-tiazolidinona (2.3), este reage

com &cido cloridrico diluido, em refluxo, para obter o produto final.
Esquema 2 — Rota de sintese de TZD

S
0]
0 N Jl\ C,H;ONa H N\ /J\ H
CI\)LO/\ * \r/ H NHy OQ/\T N » \NJg

(2.1) (2.2) 23) S

FONTE: CHADHA, et. al., 2015.

No esquema 3, o etilcloroacetato (3.1) reage com o tiocianato de potassio (3.2)
para obtencéo do 2-tiocianatoacetato de etila (3.3) e na presenca do acido cloridrico

diluido formaréa a TZD.

Esquema 3 — Rota de sintese de TZD

0 0]
\)l\ H
O ‘NJg
S
Cl\)l\o/\ + KSCN — N/// O/\ > )\s
3.1 (3.2) (3.3) o TZD

FONTE: CHADHA, et. al., 2015.

Por fim, no esquema 4, o tiocarbamato de alquila (4.3) € obtido a partir da
reacdo entre o sulfeto de carbonila (4.1) e a amina primaria (4.2) na presenca do
hidroxido de potéssio. Entretanto esta sintese tem mais uma etapa onde o
tiocarbamato de etila (4.3) reage com acido a-haloalcanoico para formar o

tiolcarbamato (4.4), o qual sofrera ciclizagédo para obtencdo do nucleo de TZD.
Esquema 4 — Rota de sintese de TZD

KOH CICH,COO- H, N
cos + RNH2 ~— 3 RNHCOS- —» RNHCOSCH2CO00- —3 )\

@n 42 (43) (4.4) o7 S
TZD

FONTE: CHADHA, et. al., 2015.

A partir do nucleo da TZD é possivel formar derivados e compostos hibridos

através do metileno da posicdo 5 ou do -NH presente na posicdo 3 do anel
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tiazolidinico, dessa forma mantém-se o ndcleo integro (CHADHA et al., 2015). Na
literatura, a atividade anti-inflamatéria de alguns compostos foram avaliados pelos
niveis de expressao dos genes COX-2, IL-6 (figura 9A), TNF, IL-18 (figura 9B), pIKBa
(figura 9C), ou pelo efeito protetor no teste de edema da pata do rato induzido por
carragenina (figura 9D). Todos apresentaram resultados de inibi¢cdo, atribuindo um

efeito anti-inflamatério aos compostos.

Figura 9 — Derivados da tiazolidinadiona com substituintes nas posicées 3 e 5 do anel da TZD - acéo

anti-inflamatéria

S’ k N Q
S
O
C RN D

FONTE: A (CESAR et al., 2015); B (FERREIRA et al., 2013); C (GABRIELLE et al., 2016); D (ALl et al., 2007).

Figura 10 — Derivados da tiazolidinadiona com substituintes na posicdo 5 do anel da TZD - acéo anti-

inflamatoria

FONTE: A (RAJASHAKAR; NAGESWARRAO; ESWARAIAH, 2018) ; B (PRABHAKAR et al., 1998)

Diferentes dos compostos da figura 9, os derivados da figura 10 apenas o

metileno da posicdo 5 foi o responsavel pela diferenciacdo dos compostos, que
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também apresentam atividade anti-inflamatéria. Destacam-se nos compostos as
semelhancas do uso de substituintes halogenados (figura 9 e 10A) ligados ao anel
aromatico e na figura 10B, o metoxi naftil, lembra o anel quinolinico, além da presenca
do anel da TZD, presente neste farmaco Nabumetona, considerado um AINE,
reforcando a probabilidade de derivados tiazolidinadiona em possuir a atividade

esperada.

2.1.2 Nucleo quinolinico

O nucleo da quinolina (Figura 11) corresponde a fusédo entre os anéis benzeno
e piridina. Seu peso molecular € 129,16g/mol, formula molecular CéH7N e o valor do
log P € 2.04 (MARELLA et al., 2013).

Figura 11 — Anel quinolinico

FONTE: MORELLA et. al., 2013.

Alguns compostos naturais possuem em sua estrutura o anel quinolinico e
dentre os metabdlitos, os alcaloides sao os representantes desse grupo farmacoférico.
Outrora, a infusé@o de partes das plantas, com consequente extracdo dos metabdlitos,
servia de medicamento para combater enfermidades (FIRMO et. al., 2011). Por esse
motivo, por muito tempo, utilizou-se o extrato da casca da arvore Cinchona, para
combater a febre dos doentes com maléria, sendo mais tarde isolada, desse extrato,
a quinina ( Figura 12) (SINGH; SINGH, 2014).

Figura 12 — C8S;C9R - Quinina

FONTE: SINGH; SINGH, 2014.

A resisténcia a quinina desenvolvida pelo Plasmodium sp., agente etiolégico da

malaria, levou a busca de novos agentes antimaléricos, resultando na descoberta de
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novas drogas, como a cloroquina utilizada na clinica (VANDEKERCKHOVE;
MATTHIAS, 2015). Entretanto, esse farmaco ndo se limitou a agente antimalarico. Um
artigo que descreve o uso do antimalarico, mepacrine, em 18 pacientes com lupus,
havendo dois, que estavam acometidos com AR simultaneamente, apresentou
melhora em ambas as enfermidades, esse relato instigou o interesse de antimaléaricos
no tratamento da AR (PAGE, 1951).

A acao anti-inflamatéria como MMCD dos antimalaricos, mais precisamente a
cloroquina e hidroxicloroquina, envolve sua relagéo direta na inibicdo de enzimas
lisossomais pelo aumento do pH. Esta conduta pode ser a principal via de inibigdo dos
processos imunoldgicos, relacionados ao ambiente inflamatério, como: apresentacao
de antigenos, ativacao celular, mediadores inflamatérios (HALADYJ et al., 2018).

Assim como o ndcleo tiazolidinadiona, os compostos quinolinicos abarcam uma
variedade de atividades farmacoldgicas, sendo possivel encontrar exemplos com
atividade antiviral, antimicrobiana, analgésica, hipoglicémica, anti-inflamatoria.

Dando preferéncia a atividade anti-inflamatéria do nucleo farmacoférico em
guestao, existem na literatura varios exemplos de moléculas hibridas capazes de inibir
a inflamacé@o. Em 2017, Sureshkumar et. al. sintetizaram um hibrido de quinolina com
tetrazol (Figura 13A), o qual apresentou atividade inibitéria (74,58%) préxima ao do
medicamento de referéncia - diclofenaco de sédio (93,46%). Outra molécula hibrida
da quinolina, a azetidinona - (Figura 13B), apresentou resultado semelhante, com
inibicdo 60,32%, ao anterior utilizando como padrédo (61,41%) a mesma droga
(GUPTA; MISHRA, 2016). Embora esses compostos apresentem atividade anti-
inflamatéria, seus valores ndo podem ser comparados entre si, pois utilizou-se

metodologias diferentes para avaliar a atividade.
Figura 13 — Hibrido com atividade anti-inflamatéria
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FONTE:SURESHKUMAR, et. al., 2017; GUPTA; MISHRA, 2016.
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Os AINEs s&o uma classe de medicamentos muito utilizados para combater a
inflamacdo e tem o diclofenaco como exemplo, 0 uso continuo dessa classe é
responsavel por efeitos gastro-intestinais indesejaveis. A descoberta de novas drogas,
coxibes, capazes de superar esse efeito devido a sua alta seletividade pela COX-2,
enzima que interfere na cascata de sintese dos mediadores da resposta inflamatoria,
instigou a pesquisa de novas drogas cada vez mais com mecanismo de acao
especifico, direcionado (TSUJIMOTO et al., 2018).

No intuito de obter seletividade para a COX-2, mas sem o efeito adverso
cardiovascular relacionado aos coxibes, novos derivados quinolinicos sintéticos
hibridizado com o anel pirazol foram avaliados. O hibrido com o p-metoxifenil ligado
ao anel pirazol (Figura 14) foi o que apresentou um resultado mais promissor quando
comparado ao medicamento padréo, celecoxibe (Figura 14). O celecoxibe € um anti-
inflamatorio seletivo COX-2 que possui um anel pirazol em sua estrutura, o qual
permanece juntamente com o metilbenzil nas moléculas hibridas (CHAABAN et al.,
2018).

Figura 14 — Compostos com atividade anti-inflamatéria

Derivado quinolinico - apresentou atividade inibitoria de 86% Celecoxibe - no mesmo ensaio do derivado
ap6s 4h da aplicagdo no ensaio de edema da pata do rato induzido quinolinico (molécula ao lado) apresentou 66%
por formalina. de atividade inibitoria.

FONTE: CHAABAN, et. al., 2018.
A obtencao do nucleo quinolinico € possivel a partir da Sintese de Friedlaender

e Sintese de Skraup, entretanto, pode-se sintetizar o anel quinolinico com algumas
substituicdes, através das mais variadas reacdes, como Sintese de Doebner-Miller,
Knorr, Pfitzinger, Combes (JOSHI et al., 2016).

A sintese de Skraup (Esquema 5) ocorre entre glicerol (1), &cido sulfdrico e o
aminobenzeno (2) aquecidos. O &cido sulfarico desidrata o glicerol para sintese da
acroleina (3), in situ, a qual reagira com a amina para a formacao do segundo anel
aromatico, na presenca de uma agente oxidante (4), formando o nucleo quinolinico
(YAMASHKIN; ORESHKINA, 2006).
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Esquema 5 — Reacdo de Skraup — sintese de quinolina
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FONTE: YAMASHKIN; ORESHKINA,2006.

Friedlaender sintetizou a quinolina utilizando 2-aminoaril cetona ou aldeido (1)
com a-metileno cetona (2) na presenca de um hidroxido de sédio (Esquema 6).
Entretanto, a mudanca para um catalizador 4cido nessa sintese, resulta na formacéo
de quinolina substituida (SOLEIMANI et al., 2010).

Esquema 6 — Reacéo de Friendlaender
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FONTE: JOSHI et al, 2016.

A existéncia dos exemplos na literatura envolvendo os nucleos tiazolidinico e
quinolinico com atuacdo anti-inflamatéria inspirou a sintese dos hibridos
tiazoquinolinicos. Por esse motivo, entender o processo da cascata inflamatoria para
investigacdes futuras de possiveis alvos e deducdo do mecanismo de agdo desses

hibridos € imprescindivel.

2.2 INFLAMACAO

O corpo humano, ao sofrer com injuria fisica e infeccéo, ativa um mecanismo de
defesa conhecido como inflamacdo. A cascata da inflamacédo é desencadeada no
intuito de eliminar o problema, reparar o tecido e estabelecer a homeostase
(FOUGERE, 2017).
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Entretanto, Antonelli e Kushner em seu trabalho de revisdo de 2017, explana a
necessidade de uma definicdo mais abrangente, quanto ao gatilho desse mecanismo
de defesa. Para tal, pontuam que a gota e doencas autoimunes ndo estao envolvidas
com injuria fisica e nem infecciosa, mas que mesmo assim, desencadeiam a cascata
inflamatoria. Sendo assim, propdem-se uma nova definicao: “Inflamacgao é a resposta
imune inata a um estimulo prejudicial tal como patégenos, injuria e estresse
metabalico.”

O processo inflamatorio apresenta cinco sinais descritos na literatura e dois

desses, podem ser observados sem aparato visual.

2.2.1 Sinais da inflamagéao

O cientista Aulus Cornelius Celsus que viveu aproximadamente entre 25 a.C. - 50
d.C., documentou que o tecido responde a estimulos prejudiciais através de quatro
sinais marcantes: (1) tumor, (2) rubor, (3) calor e (4) dolor. Esses sinais estéo
intimamente ligados a processos fisioldgicos pertinentes a cascata da inflamacéo:
aumento da permeabilidade microvascular, hiperemia, o aumento do fluxo sanguineo
e atividade metabdlica dos mediadores celulares e terminacdes nervosas associadas
a vasos, respectivamente (LIBBY, 2007).

Functio laesa € o quinto sinal descrito por Rudolf Virchow (1821-1902), “pai” da
patologia moderna, na década de 1850, que compreende a disfuncdo do 6rgéo
envolvido (LIBBY, 2007; ANTONELLI; KUSHNER, 2017).

Esses sinais se expressam apos o aparecimento do “gatilho” inflamatério. A nivel
celular, mediadores celulares, mondcitos e macréfagos, sédo ativados. Essas células
secretam os mediadores moleculares, citocinas, responsaveis pela atuagdo em outras

células e processos que promovem a homeostase (FOUGERE, 2017).

2.2.2 Mecanismo da resposta inflamatéria — inflamacdo aguda e conica

A inflamacdo responde de forma fisiolégica quando inflamacdo aguda, mas
também patoldgica quando, crbnica. Essa Ultima é estabelecida quando a inflamacao
aguda ndo consegue eliminar o problema. O esquema 7, mostra de forma
generalizada, a atuacao do processo inflamatério em respostas fisiologica e patologica

relacionadas ao estimulo.
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Esquema 7 — Causas, resultados fisiolégicos e patolégicos da inflamacgéo

Gatilho da Infeccéo Inj_uria Estresse (.jo tecido e
inflamac&o tecidual mau funcionamento
INFLAMACAO
Finalidade Defesa contra Resposta de Adaptagtao do ?st(rjesse
fisiologica a infeccéo reparacéo do tecido € restauracao do
estado de homeostase

l l l

Desequilibrio
Consequéncias Autoimunidade, Fibrose, metaplasia homeostatico; doenca
atolbaicas dano inflamatério do e /ou crescimento da homeostase e/ou
2 2 tecido e sépsis tumoral auto-inflamatoria

FONTE: MEDZHITOV, 2008.

No processo celular, a resposta inflamatéria independente do estimulo inicial e
compartilha um mecanismo comum que compreende as seguintes etapas: 0
reconhecimento do estimulo prejudicial por receptor padrdo de superficie celular;
ativacdo da via inflamatoria; liberacdo de marcadores da inflamacéo e recrutamento
de células inflamatodrias (CHEN, 2018).

As células imunes ou ndo possuem receptores de reconhecimento padrdo
codificados por linha germinativa (PRRs), esses sdo ativados através do padrao
molecular associado a patégeno (PAMPSs) e padrdo molecular associado ao dano
(DAMPS). O receptor Toll-like (TLR), uma classe de PRR, quando ativado, inicia a
cascata de sinalizacdo intracelular que pode levar a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (IFN-y, IL-6, IL-1B) e recrutamento de células inflamatdrias (neutréfilos,
mondacitos, linfécitos e mastécitos) (LIBBY, 2007; CHEN, 2018).

A figura 15 mostra a atuacdo do macrofago e monécito na presenca de patdogenos
e sua via de sinalizacdo: 1 - o reconhecimento de PAMP pelo macréfago; 2 - o
recrutamento de mais células (em resposta a CCL2) e proliferagdo celular

(desencadeada por IL-4); 3 - diferenciacdo celular a macrofagos inflamatorios e 4 —
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diferenciacdo celular a macréfagos anti-inflamatorio. As via 3 e 4 sdo estabelecidas
por atuacao de diferentes citocinas. Todo o processo, quando promissor, resulta na

eliminacao do problema e reparo tecidual.

Figura 15 — Reconhecimento do patdgeno pelo macréfago e via de sinalizagéo
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Proliferacao in situ Macréfagos
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Eliminacdo Reparo dotecido
da inflamacao

FONTE: ZHANG; WANG, 2014.

Outros mediadores da inflamacdo também podem ser produzidos a partir de
estimulo fisico ou através de outros mediadores: os eicosanoides. Esses sao
sintetizados pela via metabdlica do acido araquidonico. A fosfolipase A2 atua nos
fosfolipidios das membranas celulares liberando o acido araquidbnico, o qual é
metabolizado por duas principais enzimas: ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2) e
lipoxigenase (LOX). Essas enzimas atuam na sintese dos principais eicosanoides:
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (COUTINHO, 2009; RANG, 2003). O
esquema 8 descreve de forma geral a sintese desses mediadores e os alvos de

atuacao das principais linhas de tratamento.



32

Esquema 8 — Mediadores da inflamacé&o derivados de fosfolipidios

"

Estimulo

Fosfolipidios

prejudicial
Fosfolipase Azl Glicocorticoides

Acido araquidénico

Prostaglandinas i Zarfilukast,
Leucotrienos

Tromboxano montelukast
. . Sinais cardinais da inflamagéo Recrutamento celular
Finalidade Vasodilatadores Broncoconstricgao
agregacao plaquetaria

FONTE: RANG, 2003, Adaptado; DENNIS; NORRIS, 2015.

Essas vias de sinalizacdo podem ser insuficientes para eliminacdo do patégeno,
reparo do tecido ou retorno da homeostase, resultando na inflamacdo crénica
caracteristica de varias doencas: cardiovascular, aterosclerose, diabetes tipo 2, artrite
reumatoide e cancer (SUGIMOTO, 2016). O desenvolvimento da inflamacdo nos
orgéaos relacionados a essas doencas inicia-se, como uma inflamacéo aguda, que a
depender do grau do dano ao 6rgao e permanéncia do estimulo prejudicial, passa a
uma inflamacéo crénica (CHEN, 2018).

A cascata da inflamacéo e a perpetuacdo da mesma se deve ao trabalho em
conjunto, de células e citocinas. As citocinas sdo classificadas em dois grandes

grupos, quanto a sua atuacao, em pro-inflamatorias e anti-inflamatorias.

2.2.3 Citocinas da inflamacgéo

2.2.3.1 Interleucina 6 - IL-6

A citocina IL-6, considerado uma citocina pré-inflamatéria, no individuo
saudéavel, realiza a imunorregulacdo de células T e B, sendo responséavel pela
diferenciacéo de células T naives, inibicdo de células T regulatoria e pela interferéncia

na secrecao de imunoglobulinas, fatos que corroboram com o seu envolvimento no
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processo inflamataorio.

Nas patologias que desencadeiam a inflamacao, além do seu envolvimento
com as células do sistema imune, essa citocina age também em células endoteliais,
sinovidcitos, osteoclastos e induz a producdo de proteinas de fase aguda da
inflamacéo, a proteina-C reativa (NOACK; MIOSSEC, 2017).

2.2.3.2 Interleucina 17 - IL-17
As células Thwl7 em condi¢des fisiologicas tem a funcdo de proteger as

superficies do epitélio e da mucosa contra infec¢des causadas por fungos e bactérias.
Estudo em ratos deficientes em IL-17, com a pele comprometida por Candida albicans
obteve melhora quando administrado IL-17A, assim como essa deficiéncia aumenta a
susceptibilidade a infecgcbes Staphylococcus aureus (BERINGER; NOACK;
MIOSSEC, 2016).

A familia da IL-17 compreende seis citocinas: IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D,
IL-17E e IL-17F. As IL-17A e IL-17F tém funcbes similares, sdo geneticamente
semelhantes e expressdo receptores de superficie IL-23R. A IL-17A/F sé&o
responsaveis pelo recrutamento, ativacdo e migracao de neutréfilos e podem atuar
em células ndo imunes como, fibroblastos, células endoteliais, células musculares
lisas das vias aéreas e células epiteliais (MADDUR, 2012). As IL-17B, IL-17C e IL-17D
sao classificadas como proé-inflamatérias, mas seu papel no processo inflamatorio
ainda ndo foi esclarecido (BERINGER, 2016).

Em condi¢cdes patologicas, as Tul7 sdo consideradas fundamentais no
desenvolvimento de doencas inflamatéria autoimunes. A IL-23 estimula células TH17
a secretar IL-17(PARADOWSKA-GORYCKA; HALADYJ, 2015), assim como 0
trabalho em conjunto de IL-6 e o fator de crescimento de transformacdo (TGF-B)
(SCHINNERLING, 2017).

2.2.3.3 Interferon- gama - INF-y
O interferon-y (IFN-y) é uma proteina secretada por células Tnl, células

apresentadoras de antigenos (APC), células B. E responsavel pela ativagdo de
macroéfagos, atua em APC, na diferenciacdo de células T e aumenta o trafego de
leucécitos para o local da inflamacao. Os macréfagos ativados por IFN-y respondem
com maior eficiéncia frente a lipopolissacarideos ou a DNA de bactéria. O
envolvimento de IFN-y em APC, relaciona-se ao aumento da expresséo do complexo

de histocompatibilidade maior tipo Il (MHC-II), envolvido na resposta imune de auto-
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antigeno. As células T naives reconhecem o complexo MHC/antigeno e se diferencia
em um dos tipos de células T, dependente da prevaléncia de citocinas no ambiente
(SCHURGERS; BILLIAU; MATTHYS, 2011).

Existem dois tipos de interferon, o tipo 1 composto por IFN-a e IFN- e o tipo 2
formado apenas pelo IFN-y. Os IFN-y e IFN-B possuem fungdes opostas, o primeiro,
responsavel por estimular a inflamacao enquanto que o segundo, possui propriedade
anti-inflamatéria. Embora o IFN-y iniba a diferenciacédo de células Thl7 e Th2, 0
tratamento com recombinante IFN-y em estudos com pacientes AR nao apresentou
resultados significativos quando comparado ao grupo controle (placebo) em inibir a
doenca, e nos pacientes com esclerose multipla promoveu a exacerbacao da doenca
(HOLTEN; PLATER-ZYBERK; TAK, 2002).

2.2.3.4 Interleucina 10 - IL-10
A IL-10 é uma citocina anti-inflamatoria que age limitando a resposta excessiva

de células T a patdégenos, prevenindo a inflamacdo cronica e dano tecidual
(SCHULKE, 2018).

A IL-10 é sintetizada e excretada pelas APCs e macrofagos, age como um
regulador de retroalimentacéo negativa, inibindo as APCs de excretar a IL-12, sendo
esta Ultima responsavel por estimular a Th1l em produzir IFN-y (ABBAS, 2015).

O balango entre citocinas pré-inflamatdéria e anti-inflamatorias é responsavel em
manter a homeostase dos processos fisioldgicos e eliminar estimulos prejudiciais ao
equilibrio. Entretanto, quando isso ndo acontece € necessario fazer uso de

medicamentos.

2.2.4 Tratamento

Os farmacos anti-inflamatérios principais sdo os glicocorticoides e anti-
inflamatorios ndo-esteroidais (AINES).

Os AINEs inibem as enzimas ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2) impedindo a
formacdo de prostaglandinas (PGs) que sao responsaveis pela dor e inflamacéo
(esquema 8)(MOURA, 2018).

Existem trés isoformas de ciclo-oxigenases — COX-1, COX-2 e COX-3. ACOX-1 é
responsével pela homeostase tecidual, presente em plaquetas e estbmagos; a COX-

2 estad envolvida no processo inflamatoério induzindo as células inflamatoérias, e
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presente, constitutivamente, no cérebro e rins, enquanto que a COX-3, no coracgéo e
cortex cerebral (KHAN, 2018; COUTINHO, 2009).

Os AINEs néo-seletivos para COX causam danos a mucosa gastrica,
principalmente por impedir a producdo de PGE:z e PGIz, envolvidas na citoprotecéo
gastrica. Esta reacao pode ser controlada pela utilizacdo de inibidores das bombas de
protons (GOMEZ-ACEBO, 2018). Farmacos conhecidos como coxibes, sdo seletivos
COX-2 eliminando o efeito colateral gastrico, porém promovem efeito cardiovascular
e renais, por esse motivo desde 2008 sdo vendidos apenas sobre retencéo, na
farmacia, da receita médica (COUTINHO, 2009).

Farmacos como aspirina, paracetamol (acetominofeno), ibuprofeno, naproxeno,
indometacina, diclofenaco sé&o considerados AINEs néo seletivos. Inibidores COX-2
seletivos Celecoxibe, rofecoxibe (RANG, 2003).

Os glicocorticoides atuam inibindo a enzima fosfolipase A: (esquema 8)
responsavel em atua nos fosfolipideos para liberar o &cido araquidénico resultando na
sintese dos eicosanoides (COUTINHO, 2009).

Inibem os sinais cardinais da inflamacéo e afetam as varias formas da inflamacéao,
seja ela desencadeada por estimulo fisico, patégenos e as de resposta imune
inadequadas. Interfere na atividade de neutréfilos, macrofagos e proliferacédo clonal
de células T (RANG, 2003).

Exemplos de farmacos glicocorticoides sdo prednisolona, dexametasona,
metilprednisolona (RANG, 2003). Efeitos colaterais relacionados ao uso de
glicocorticoides compreendem: osteoporose, hiperglicemia, resisténcia a insulina,
hipertensdo (VANDEWALLE, 2018).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 PARTE QUIMICA

3.1.1 Equipamentos e reagentes
As elucidagOes estruturais serdo realizadas nos equipamentos existentes na

Central Analitica do Nucleo de Pesquisa de Inovacédo Terapéutica, onde dispdem dos
seguintes equipamentos: IR PRESTIGE-21 por transformada de Fourier
(Espectrofotometria de absorcdo no infravermelho) - Shimadzu, espectrometro de
massa acoplado a cromatografia liquida de alta eficiéncia HPLC-ESI-MS(n)-
Shimadzu e o determinador de ponto de fusdo M-565- Buchi. A espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono realizada no equipamento
espectrofotdmetro Varian VNMRS 400 MHz foi realizada no Departamento de Quimica
Fundamental — UFPE e o Centro de Tecnologia Estratégicas do Nordeste (CETENE)
realizou analise de massa dos compostos no equipamento MALDI-TOF/MS modelo
autoflex III, Bruker.

A sintese organica foi acompanhada por cromatografia de camada delgada
sendo utilizadas placas Merck silicagel 60 F254, com 0,25mm de espessura,

utilizando luz ultra-violeta (254nm) para revelagao.

Todos os reagentes utilizados para sintese e suas analises foram adquiridos

das empresas Sigma (Quadro 1).

Quadro 1 — Reagentes para sintese

REAGENTES PUREZA REAGENTES PUREZA
Acido 2-cloroacético 5-promo-2- .
(CAS 79-11-8) 99% metoxibenzaldeido 99%
(CAS 25016-01-7)
. . 4-trifluorometil
C ATslogg?é%_ 6) 99% -benzaldeido 98%
(CAS 455-19-6)
2-clorometil- 2-cloro-6-
guinolina 0 uorobenzaldeido ()
inoli 97% fl b Ideid 95%
(CAS 3747-74-8) (CAS 387-45-1)
4- 4-
romobenzaldeido 0 metoxibenzaldeido ()
b b ldeid 99% ib Ideid 98%
(CAS 1122-91-4) (CAS 123-11-5)
4-clorobenzaldeido 0 4-metilbenzaldeido 0
(CAS 104-88-1) 7% (CAS 104-87-0) 97%
3- 4-dimetilamino-
furanocarboxaldeido 97% benzaldeido 98%
(498-60-2) (CAS 100-10-7)
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Os procedimentos experimentais relacionados aos itens: 3.1.2.1 Sintese da
TZD, 3.1.2.2 Sintese de 5-benzilideno-2,4-tiazolidinadiona (GQs) e 3.1.2.3 Sintese

dos derivados tiazoquinolinicos (ZKDs) estéao detalhados no Anexo I.

3.1.2 Metodologia geral da sintese

A sintese de todas as moléculas finais foi realizada em trés etapas. A primeira
etapa corresponde a sintese de tiazolidinadiona (TZD); na segunda etapa, a TZD
reage com o benzaldeido correspondente de cada molécula, obtendo as moléculas
intermediarias; por fim, na terceira etapa, esta Ultima molécula reage com a 2-
clorometilquinolina para obtencdo dos compostos hibridos tiazoquinolinicos (ver
diagrama 1).

Diagrama 1 — Etapas da sintese para obter o produto final

Primeira etapa - sintese de TZD
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FONTE: Autoria prépria,2019.

3.1.2.1 Sintese de TZD

A obtencao da tiazolidina-2,4-diona ocorre devido uma reagao de ciclizagéo

entre o acido 2-cloroacético e a tiouréia em meio aquoso aquecido.
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3.1.2.2 Sintese de 5-benzilideno-2,4-tiazolidinadiona — compostos GQs

Sintetizaram-se nove moléculas nessa etapa, reagiu-se a tiazolidinadiona com
os aldeidos substituidos (Quadro 2), na presenca do acetato de amoénio.

Partindo de dados na literatura da presenca de atomos eletronegativos, grupos
funcionais (metoxi, benzil, hidroxil e amina) em derivados quinolinicos e tiazolidinicos
com atividade anti-inflamatoéria, foram escolhidos os aldeidos que participardo da
molécula final. Todos os aldeidos foram adquiridos comercialmente da empresa
sigma.

Quadro 2 — Compostos intermediarios e seus respectivos aldeido

Aldeidos Intermediérios Identificacéo dos
intermediéarios

Br. N\ S
Tl N>H‘° GQ443

4-bromobenzaldeido Br 0
(CAS 1122-91-4)

(o]
NH
GQ208
\Ovo ol s~ Q
4-clorobenzaldeido o

(CAS 104-88-1)

(o]
@v° P GQ303
3-furanocarboxaldeido (Qwﬁo

(CAS 498-60-2)

_0 o
4-metoxibenzaldeido o S‘( Q

(CAS 123-11-5) o
0
\©\¢0 /OMNH ,
4-metilbenzaldeido 3\\< GQ299
(CAS 104-87-0) o]
I o
N
g N NH
4-dimetilamino-benzaldeido | o)

(CAS 100-10-7)

O\ | o]
. e © sJ<NH
r
5-bromo-2-metoxibenzaldeido Br GQ307

(CAS 25016-01-7) 0
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o~ o]
/\©\<F SN
F F F s\< GQ444
4-trifluorometilbenzaldeido F F o
(CAS 455-19-6)
Cl F lo)
2 X
F Cl
2-cloro-6-fluorobenzaldeido 0
(CAS 387-45-1)

FONTE: Autoria prépria, 2019

3.1.2.3 Sintese das moléculas finais - Derivados tiazoquinolinicos (LPSF/ZKDs)

A sintese desses compostos ocorre em duas etapas. No primeiro momento, ha

uma reacdo de acido-base entre a unidade tiazolidinadiona do composto 5-

benzilideno-2,4-tiazolidinadiona com o hidréxido de sddio (NaOH). Por fim, uma

reacdo de n-alquilacdo iniciar4 entre o sal formado e a molécula de 2-clorometil-

quinolina para formagao de cinco compostos finais (Figura 16).

Figura 16 — Moléculas tiazoquinolinicas LPSF/ZKDs
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3.2 PARTE BIOLOGICA

As moléculas obtidas séo, quimicamente, propensas a agirem como agentes
anti-inflamatérios, de acordo com os dados da literatura, sendo assim, trés compostos
foram submetidos a ensaios in vitro para avaliar a citotoxicidade e efeito anti-

inflamatorio.

3.2.1 Aspectos éticos

A utilizacdo de amostras humanas foi possivel mediante aprovacdo do Comité
de Etica em pesquisa em seres humanos do Centro de Ciéncias da Satde da UFPE
(CEP/CCS/UFPE), com numero de registro CAAE 03248918.8.0000.5208 (Anexo lII).

3.2.2 Selecdo de voluntarios e coleta de sangue

Oito voluntérios sadios foram selecionados para o estudo. Como critério de
exclusdo, os individuos com histérico de doencas auto-imunes, fazendo uso de
medicacdes, fumantes e que tenha ingerido bebida alcdolica no dia anterior a coleta.
Todos os individuos foram esclarecidos sobre o projeto e apds, aqueles que
concordaram em participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Coletaram-se 9ml de sangue em tubos contendo o coagulante natural,
heparina.

Os procedimentos experimentais relacionados aos itens: 4.2.3 Isolamento das
PBMCs, 4.2.4 Ensaio de citotoxicidade, 4.2.5 Cultura de células e 4.2.6 Dosagens de

citocinas estao detalhados no Anexo I.

3.2.3 Isolamento das PBMCs

Para os ensaios in vitro, extrairam-se as células mononucleares de sangue

periférico (PBMC) dos voluntarios sadios.

3.2.4 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade de cada composto é avaliada através do teste de viabilidade
celular pela metodologia do MTT (3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-bromato  difenil

tetrazolio). Essa metodologia prop8e que células ainda “funcionais”, na cultura com os



41

compostos, promova a redugdo do MTT a Formazana (Figura 17), dentro da
mitocondria pela acdo da succinato deidrogenase, o que implica na mudanca de
coloracdo do meio (STOCKERT, 2012).

Figura 17 — Reducédo do MTT
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FONTE: (STOCKERT et al., 2012)

3.2.5 Cultura de Células para avaliacéo da inibi¢cédo de citocinas

Realizou-se uma cultura de PBMC de voluntarios sadios (n=3), na presenca
dos compostos a 50uM e 100pM e do mitégeno CD3 (0,3ug/ml)/CD28(0,4ug/ml),
utilizando como padrdo o metilprednisolona (100uM). Dessa cultura, extraiu-se o

sobrenadante com 48h para titulacao de citocinas.

3.2.6 Dosagens de citocinas por ELISA

A modulacdo da expressdo de citocinas ocasionada pelos compostos foi
avaliada atraveés do teste de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) sanduiche.
Este consiste na utilizag@o de dois anticorpos unidos pelo antigeno especifico (citocina
em analise).

Os kits de ELISA de IFN-y, IL-6 e IL-10 foram adquiridos da empresa BD
Biosciences e IL-17A, pela empresa Invitrogen, obedecendo os limites de deteccéo
(LD) de cada citocina avaliada, para IFN-y e IL-6 o LD=4,68pg/ml, para IL-17A o
LD=3,9pg/ml e para IL-10 o LD=7,81pg/ml.

3.2.7 Anélise estatistica

No ensaio de citotoxicidade os resultados foram analisados pelo Excel,

medidos a variabilidade dos dados e desvios padrédo dos valores obtidos, esses
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valores foram analisados no GraphPad Prism 5 obtendo o resultado de viabilidade
celular. Para o ensaio de modulacdo de citocinas os valores foram analisados no
GraphPadPrism 5 utilizando o teste t de dados ndo-paramétrico de Wilcoxon, sendo

considerado valores significativos quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE QUIMICA

4.1.1 Sintese de TZD
A TZD foi obtida com rendimento 81,7%. Resultado préximo ao apresentado na

literatura, 85%, entretanto para obter este valor utilizaram-se os solventes acido
cloridrico:agua (1:1) no sistema reacional (DADASAHEB et al., 2017), caracterizando
a sintese apresentada nesta dissertacdo mais atrativa, pois utilizou-se apenas agua
como solvente, sendo mais econémica e menos prejudicial ao meio ambiente. Em
outro trabalho, obtiveram 78% de rendimento, neste, utilizou-se apenas o acido
cloridrico como solvente (ALAGAWADI; ALEGAON, 2011), esses dados podem
sugerir que o maior volume de agua como solvente proporciona uma melhoria no
rendimento.

Pinheiro (2017) endossa tal sugestao ao demonstrar na sintese de TZD que o
mesmo experimento pode obter valores de rendimentos diferentes ao mudar a
propor¢cao de &cido cloridrico ou o tempo da reacdo (Quadro 3). Observou-se uma
perda de rendimento quando aumenta o tempo da reagdo (Experimentos 1 e 2) e
mantendo a mesma condicéo do tempo, mas aumentando o volume de acido cloridrico

(Experimentos 1 e 3).

Quadro 3 — Ensaio de otimizacéo na sintese de TZD

Experimento Tempo de reacdo | Volume de HCI Renci(i)/rsento
Experimento 1 10h 60ml 33
Experimento 2 40h 60ml 15
Experimento 3 10h 40mi 35

FONTE: (PINHEIRO et al., 2017) - ADAPTADO

O rendimento de aproximadamente 82%, apresentado neste trabalho, foi obtido

com 24h de reacdo em 100% de 4gua como solvente.

4.1.2 Sintese dos derivados 5-benzilideno-2,4-tiazolidinadiona - compostos GQs

Os compostos tiveram rendimento que variaram entre 53 - 83% (Quadro 4).
Todas as sinteses foram acompanhadas por CCD. Obtiveram-se de cada produto
seco 0 HPLC para informacéo da pureza, adicionado ao RMN *H, RMN 13C e IV para

confirmacao da estrutura (Anexo II).
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O grau de pureza dos compostos variou entre 99-100% (Quadro 4). A partir
desses resultados foi possivel enviar os compostos para as analises de confirmacéao

da estrutura.

Quadro 4 — Resumo da sintese dos derivados 5-benzilideno-2,4-tiazolidinadionas

Peso Pureza
Compostos | molecular | (%éarea R (%) PF (°C) R
(g/mol) | do pico)

¥
GQ443 282,93 99,48 61,77 244.6
Br

JOR
GQ208 238,98 100 82,64 2325
Cl
—
GQ303 195,00 100 83,59 213,1 Q_\

>
GQ296 235,03 100 74,57 221,8 o

=
GQ299 219,04 100 77,88 242,1
b
GQ301 248,06 100 56,26 291,6 —

Br. \rr;»f
GQ307 312,94 100 82,51 314,5
>
GQ444 273,01 100 53,11 168,1
(F);C

GQ445 256,97 100 81,58 167,9 \}_gf'

R —rendimento; PF- ponto fusdo
FONTE: Autoria propria, 2019
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Alguns artigos mostram dados semelhantes aos obtidos na sintese de 5-
benzilideno-2,4-tiazolidinadiona (Quadro 5), porém ao trocar o hidrogénio, por outros
substituintes, ligado ao nitrogénio do anel TZD, como observados nas referéncias de
2004 e 2007, hd uma mudanca nos valores do ponto de fusdo. Essa mudanca é
esperada devido ao aumento da molécula e existéncia de atomos eletronegativos;
enguanto que os valores diferentes nos rendimentos, muito provavel, deve-se as

mudancas nas condi¢des de sinteses em cada trabalho.

Quadro 5 — Comparacéo do rendimento e ponto de fusdo de outros estudos com derivados TZD

(T
R1/ = o N\R

REF R1
R 2F6Cl | 4-O-CHs | 4CFs | 4CHs | 4-Cl 4 4-Br
’ N(CHz3)2
(BRUNO et " 70% 54% _ B
al., 2002) 216-218°C | 206-208°C
(PEREIRA;
SIQUEIRA: " 80% 34% 40% 72% -
CUNICO, 148-150°C | 205-207°C 225.226°C | 228-230°C
2014)
0,
G RV S = =
. 235-237°C | 234-236°C 280-282°C
Presente " 81,58% 74,57% 53,11% 7788% | 82,64% | 5626% | 6L77%
estudo 167,9°C 221.8°C 168,1% 2421°C | 2325°C | 201,6°C | 244,6°C
(BHAT etal., CH.COLEL 80% ~ - - -
2004) 2C0; 129-131°C | 155-157°C | 119-121°C | 120-122°C | 170-171°C
(ALl et al., R (0]
2007)
61% 32% 45,4%
158-160°C 209-210°C 207-210°C
CeHs CeHs

REF- referéncia

O composto GQ303 (figura 18A) obtido com 83% de rendimento, tem melhor
resultado em relacdo ao composto semelhante [5-(1-(furan-2-il)etilideno)tiazolidine-
2,4-diona], figura 18B, encontrado na literatura com 75% de rendimento

(PRABHAKAR et al., 1998).

Figura 18 — Derivados tiazolidinicos semelhantes

H
=<N ?
O —
s AP
LPSF/GQ303

A B
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Esses resultados semelhantes aos da literatura agrega robustez na sintese

desses compostos adicionados a confirmacgao estrutural com as técnicas pertinentes.

4.1.3 Sintese dos derivados Tiazoquinolinicos — compostos ZKDs

Os compostos tiveram rendimento que variaram entre 38 - 84% (Quadro 6).
Todas as sinteses foram acompanhadas por CCD. Obtiveram-se de cada produto
seco 0 HPLC para informacé&o da pureza, adicionado ao RMN 'H, RMN *3C e IV para
confirmacéo da estrutura.

O grau de pureza dos compostos variou entre 96-100% (Tabela 7). A partir
desses resultados foi possivel enviar os compostos para as analises de confirmacao

da estrutura.

Quadro 6 — Resumo da sintese dos derivados tiazoquinolinicos

N
X R
C[)/\

Peso Pureza
Compostos | Molecular | (Y% area | R (%) | PF (°C) R
(g/mol) do pico)
A S%O
LPSF/ZKD2 | 423,99 9861 | 4727 | 2333 | Br 0 "}g
I0
: S~°
LPSF/ZKD4 | 336,06 100 63,7 183,3 N
o s"y‘
S
AN
N N>;O
LPSFZKD5 376,09 100 38,53 | 211,3 Y ) }5“
S
A \);O
LPSF/ZKD6 | 360,09 96,27 84% 2922 o N;_r»
AN S>;o
LPSF/ZKD7 | 389,12 9726 | 8354 | 2756 \T o NT—HA

R —rendimento; PF- ponto fusdo
FONTE: Autoria propria, 2019
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Estudo de compostos quinolinicos sédo inUmeros na literatura, porém trabalhos
gue contemplem esse nucleo ligado diretamente ao da TZD e com estudo relacionado
a atividade anti-inflamatoria, ndo foi encontrado até o momento de elaboracao deste
trabalho. Entretanto, pode-se inferir um resultado significativo na sintese do
LPSF/ZKD4 (figura 19A) com 63% de rendimento ao compara-lo com um estudo de
Pomel et al., de 2006, que obteve 33% de rendimento do composto 5-((5-(quinolin-2-
iNfuran-2-il)metileno)tiazolidine-2,4-diona (figura 19B) de estrutura molecular que mais
se aproxima do LPSF/ZKDA4.

Figura 19 — Derivados tiazoquinolinicos
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Informacdes adicionais aos parametros da sintese séo fornecidas através de uma
andlise in silico, no programa ChemDraw ultra, no intuito de avaliar os parametros
gue se enquadram na regra de Lipinski (LIPINSKI et al., 2012). Lipinski defende que
gue um composto para ter sucesso como possivel farmaco deve possuir quatro
caracteristicas: 1. Quantidade de aceptor de H em liga¢des hidrogénio < 10; 2.
Quantidade de doador de H em ligacdes hidrogénio< 5; 3. Peso molecular < 500 e 4.
LogP < 5, sendo assim, havera uma maior probabilidade de um composto conseguir
permear na célula e atuar em seu local de agao.

As moléculas GQs e LPSF/ZKDs sao contempladas com tais regras, pois seu
peso molecular variou entre 194-424g/mol, LogP 1,36-4,8 e com quantidade de

aceptor e doador de hidrogénio dentro do proposto.

4.2 MECANISMO DE REACAO

A sintese de TZD ocorre por uma reacgao de ciclizacdo. O esquema 9 exemplifica
0 mecanismo hipotético dessa rea¢do. Em meio aquoso, o par de elétrons do enxofre
presente na molécula de tioureia ataca o carbono metilénico do acido cloroacético,

através de uma substituicdo nucleofilica com saida do cloreto. O processo de
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ciclizacdo da molécula ocorre pelo ataque nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio
a carbonila, com carga parcial positiva, liberando uma molécula de agua para o meio.
A hidrolise na posicao 2 do anel, retira o grupo imina para formacgéao da outra carbonila,

e assim, formando a molécula de tiazolidina-2,4-diona.

Esquema 9 — Mecanismo hipotético de reacdo da sintese de TZD

: .. _\
ww— /D

g H' H  :o: o)
(:T" Ia -
H

Fonte: Autoria propria, 2019
Derivados de tiazolidinadiona sé&o sintetizados a partir de reacdes nas posi¢coes

3 e 5, sendo as mais comuns: reacdoes de N-alquilacdo e condensacdo de
Knoevenagel.

A condensacao de Knoevenagel envolve uma adi¢cao nucleofilica no carbono
metilénico, eliminando uma molécula de &gua, formando uma ligacdo dupla entre
carbono-carbono (CUNHA; SANTANA, 2012).

No esquema 10, o mecanismo inicia com o ataque do par de elétrons do
oxigénio do acetato, que € uma base forte, ao hidrogénio do carbono metilénico da
TZD. O nucledfilo de TZD ataca o carbono do aldeido, conjugando ambas unidades
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reacionais. A sintese do derivado da tiazolidinadiona conclui com a eliminacdo de

agua e formacéo da dupla ligacéo.

Esquema 10 — Mecanismo hipotético da reagdo de condensacédo de Knoevenagel
o]

0 s o
PURNG S IRV
O (\ NH — ‘ (‘ \C_

. .\JH \\ /0 ‘. NH
NH4' I R ﬁ*\\J
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P P 2
O/ C:'(')H (\0 -0
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-
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N
| /v/o
// NH
R o]

Fonte: Autoria prépria, 2019

E possivel acrescentar outra unidade farmacoférica na posicdo 5 da
tiazolidinadiona através de uma reacao de N-alquilacdo. Esta reacdo ocorre em meio
alcalino utilizando um alcool como solvente, envolvendo um haleto de alquila (LIMA,
1998).

O mecanismo hipotético da reacdo de N-alquilacdo, esquema 11, inicia com
uma reacao acido-base entre a unidade de TZD, que se comporta como acido, e a
base, hidroxido de sédio. O sal de TZD (nucleofilo) formado ataca o carbono de carga
parcialmente positiva da unidade quinolinica, liberando cloreto para o meio e

finalizando com a formacédo de um derivado de tiazolidinadiona N-alquilado.
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Esquema 11 — Mecanismo hipotético de N-alquilacdo
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Fonte: Autoria propria, 2019

4 .3 ELUCIDACAO ESTRUTURAL

Os cromatogramas de todos os compostos foram cuidadosamente avaliados,
sendo utilizado o conhecimento prévio do tempo de pico de cada reagente presente
nas sinteses para diferenciar e identificar o pico do produto. Além de se observar
durante a sintese, 0s picos que eram consumidos e aquele que aumentava com o
tempo. Dessa forma foi possivel avaliar por HPLC a pureza de um composto
finalizado.

A patrtir da informacéo do grau de pureza, com minimo aceitavel de 96%, dos 5-
benzilideno-2,4-tiazolidinadionas e tiazoquinolinicos, esses foram encaminhados para
0 RMN'H e RMN*3C (Anexo II).

Os espectros de RMN!H dos 5-benzilideno-2,4-tiazolidinadionas apresentaram
um grau de padronizacéo dos resultados, sugerindo confiabilidade na sintese desses
compostos. Tomando como referéncia o espectro de RMN'H LPSF/GQ299 (Figura
20) observa-se a presenca de um pico de baixa intensidade e de base larga em 12,3
ppm que representa o hidrogénio do NH ( E ). Dois dubletos, devido ao acoplamento
entre os hidrogénios B e C, entre 7-7,6 ppm referentes a cada H do anel benzénico.
O singleto em 7,8 ppm refere-se ao metino =CH- ( D ) que confirma a unido entre o
aldeido e o anel tiazolidinadiona. Dados que coincidem com outros derivados
tiazoquinolinicos (ALAGAWADI; ALEGAON, 2011).
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O singleto (A) na posicédo 2,3 ppm que representa -CHs (sp®), substituinte do anel
benzénico variara entre 2 — 4 ppm conforme a presenca de oxigénio e nitrogénio em
outros compostos 5-benzilideno-2,4-tiazoquinolinicos. Assim como sua auséncia nos
substituintes com cloro, bromo e fldor.

O espectro de hidrogénio também fornece um valor de integracdo que esté
proporcionalmente relacionado a quantidade de hidrogénio presente no composto
analisado. Observando a figura 20, abaixo de cada pico, observa-se um valor. O pico
E tem valor aproximado de 10, sendo este o pico do NH, entende-se que cada
hidrogénio nesse espectro corresponde a um valor de integracéo de dez, sendo assim,
o0 pico D, 10 (1H); pico C, 20 (2H); pico B, 20 (2H) e pico A, 30 (3H). Logo, a andlise

confirma o nimero de hidrogénios presente na molécula, 9H.

Figura 20 — RMN*H — LPSF/GQ299
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Os espectros de RMN'3C dos 5-benzilideno-2,4-tiazolidinadionas apresentaram uma repetibilidade no
carbono da carbonila (C=0) aparecendo sempre entre 167-168 ppm (J e I), figura 21, assim como a
metila do substituinte do anel benzeno variando entre 20 — 60 ppm por motivo da proximidade de

nitrogénio e oxigénio. Resultados parecidos sdo encontrados em Bruno et. al., 2002.

As moléculas de substituinte do anel benzénico que possuem fldor e cloro,
apresentaram certa complexidade no espectro de hidrogénio, por esse motivo outros
espectros com informagdes importantes foram utilizados para esclarecer o

deslocamento quimico dos carbonos e hidrogénios, a saber: COSY, DEPT e HSQC.



52

O espectro COSY identifica os acoplamentos entre hidrogénios vicinais,
enquanto que o espectro HSQC, acoplamento entre carbono e hidrogénio :J.
Entretanto para identificar a presenca, auséncia e deslocamento quimico dos

carbonos CHs, CHz, CH e C das moléculas sintetizadas, usou-se o espectro DEPT.

Figura 21 — RMN®C - LPSF/GQ299
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Assim como mencionado acima, 0s derivados tiazoquinolinicos também
apresentaram um grau de padronizacdo em seus espectros, entretanto, para uma

melhor compreenséo, analisou-se previamente o reagente 2-clorometilquinolina
(figura 22).
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Figura 22 — RMN*H — 2-clorometilquinolina
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E notavel o singleto em 5,5 ppm (pico G), relacionado a dois hidrogénios,
conforme integracdo (figura 22), confirmando a presenca de CH2 (sp®). Este pico
ausente nos 5-benzilideno-2,4-tiazolidinadionas (figura 20), mas presente nos

derivados tiazoquinolinicos (pico A - figura 23) aponta o sucesso na reacdo de N-
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alquilagcdo. Outro elemento importante € a presenca de dois dubletos, de hidrogénios
mais desblindados do anel quinolinico, que na figura 22 aparecem entre 8,8 - 9 ppm,
e nos derivados tiazoquinolinicos se repetem entre 8- 8,2 ppm (figura 23).

A multiplicidade dos sinais relacionada ao anel quinolinico entre 7,8-8,2 ppm na
figura 22, faz-se presente nos compostos tiazoquinolinicos misturados ao dubletos do
anel benzénico ligado a TZD. Dentre esses sinais, no exemplo da figura 23, é
perceptivel dois tripletos, reforcando a presenca do anel quinolinico no composto
analisado, somado a presenga do metino em 7,8ppm.

Um pico marcadamente presente nos derivados tiazoquinolinicos em 7,2 ppm
(figura 23) também se faz presente em 2-clorometilquinolina (figura 22 — 7,2ppm).
Analisando todos os espectros desse reagente, ndo ha acoplamento entre carbonos

e hidrogénios do reagente com este pico, concluindo como impureza do reagente.

Figura 24 — RMN®C — 2-clorometilquinolina
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No espectro de RMN*3C de 2-clorometilquinolina se observa a presenca do
carbono CH: (sp?®)(40ppm), é possivel também identificar os carbonos CH (sp?)
(metino) e C quaternarios (figura 24). Entretanto, dois picos relacionados as duas
carbonilas (C=0) estao presentes nos derivados tiazoquinolinicos e 5-benzilideno-2,4-
tiazolidinadiona (figuras 25 e 21). Outro ponto interessante é a constatacdo dos
carbonos metila (presente em LPSF/ZKD7 e LPSF/ZKD6 — Anexo Il) e metileno nos

derivados tiazoquinolinicos.
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Figura 25 — RMN®C — LPSF/ZKD7
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A espectroscopia do infravermelho (IV) é muito utilizada para confirmar alguns
grupos funcionais na estrutura molecular. No Anexo Il estdo todos os espectros de
infravermelho dos compostos.

Nos espectros IV dos derivados 5-benzilideno-2,4-tiazolidinadionas, nota-se a
presenca da banda de absorcdo que representa o NH entre 3090 — 3200cm™. No
exemplo abaixo, figura 26, aparece em 3158cm. Ainda em relagcéo a unidade de TZD
observa-se as bandas de absorcdo da carbonila (C=0) entre 1690 — 1750 cm™. A
reacdo entre o aldeido e a TZD formou um alceno conjugado =CH- que na figura 26
esta representado pela banda de absor¢do em 1610 cm™.

No caso dos derivados tiazoquinolinicos (figura 27) a auséncia da banda de
absorcao do NH e a presenga dos mesmos grupos mencionados no paragrafo anterior

sdo indicios de sucesso na sintese.
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Figura 26 — IV — LPSF/GQ208
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Figura 27 — IV — LPSF/ZKD6
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4.4 ATIVIDADE BIOLOGICA

4.4.1 Ensaio de citotoxicidade
Nessa etapa, selecionaram-se 0s compostos finais que sao soltveis no DMSO,

que tiveram maior facilidade de sintese e com resultados de RMN*H e 13C disponiveis.

Os compostos LPSF/ZKD2, LPSF/ZKD4 e LPSF/ZKD7 foram avaliados nas
concentracbes de 50uM e 100puM em ensaios independentes em triplicata. Os
resultados da viabilidade celular foram acima de 92% (quadro 7).

No intuito de garantir a confiabilidade do ensaio, para cada voluntério, avaliaram-
se a integridade das PBMCs e a integridade da cultura na presenca do solvente dos
compostos, dimetilsuféxido - DMSO 0,1%. De acordo com os resultados, o solvente
nao provocou nenhum efeito citotoxico e as PBMCs, ausentes de solventes e

compostos, apresentaram 100% de viabilidade celular.

Quadro 7 — Valores da média de viabilidade celular e desvio padrdo em PBMCs dos compostos

Concentracao LPSF/ZKD2 LPSF/ZKD4 LPSF/ZKD7
50uM 100+ 2,17 95,6 + 3,26 92,75 + 4,37
100uM 100 + 3,67 96,6 + 2,75 96,40 + 6,82

4.4.2 Ensaio de citocinas
No grafico 1 expdem-se a resposta inibitéria dos compostos tiazoquinolinicos em

relacdo as citocinas IL-6, IL-17A, IL-10 e IFN-y. Embora a estatistica ndo tenha sido
significativa, provavelmente devido a baixa amostragem, n=3, esses resultados
instigam uma melhor investigacdo. Todos os compostos LPSF/ZKD2, LPSF/ZKD4 e
LPSF/ZKD7 apresentaram inibicdo de secrecao das citocinas quando comparado ao
estimulo, entretanto quando comparado ao resultado do controle positivo
(metilprednisolona), o LPSF/ZKD4 e o LPSF/ZKD2 obtiveram resultados préximos ao
controle.

Avaliando a atuagcdo de cada composto em inibir determinada citocina o
LPSF/ZKD2 apresentou melhor resultado para IL-6 a 50uM; o LPSF/ZKD4 atuou
melhor no IL-6 e IL-10, enquanto que o LPSF/ZKD7 teve melhor desempenho ao inibir
IL-10 na concentracao de 100uM e observa-se também, uma tendéncia desse ultimo
composto, em inibir com melhor desempenho em concentracdes menores a 50uM, o

gue pode ser investigado.
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Gréfico 1 — Resultados da modulacéo das citocinas IL-17A, IL-6, IL-10 e IFN-y
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O quadro 8 apresenta o percentual de inibicdo da avaliacdo da modulacéo de
citocinas, baseado na média das concentracdes, promovida pelos compostos.
Isoladamente os melhores resultados compreendem a inibicdo do LPSF/ZKD2 em
94,17% para IL-6, 69,06% para IL-17A, o LPSF/ZKD4 em 96,82%0 para IL-6 e 77,88%
para IFN-y e na inibicdo da citocina regulatoria, I1L-10, o LPSF/ZKD7 exibiu 33,41%.

Quadro 8 — Valores em percentagem de inibicdo dos compostos em relagao ao estimulo

Compostos IL-6 IFN-y IL-17A IL-10
LPSF/ZKD2 50 uM 94,17% 62,28% 69,06% 98,50%
LPSF/ZKD2 100 pM 60,36% 58,12% 52,40% 84,11%
LPSF/ZKD4 50 uM 96,82% 36,94% 58,11%
LPSF/ZKD4 100 uM 96,69% 77,88% 85,26%
LPSF/ZKD7 50 pM 23,72% 44,45% 33,41%
LPSF/ZKD7 100 pM 28,88% 22,77% 63,71%

Em verde, valores acima de 60% de inibicdo; em vermelho, ndo houve inibicdo; em amarelo, valores abaixo de 30% de inibi¢cao.

Resultados semelhantes sdo observados no trabalho de 2013, uma série de
compostos com anel quinolinico, os quais foram avaliados sua acdo anti-inflamatoria
a partir da inibicio de TNF-a e IL-6. Foram realizados testes de ELISA do
sobrenadante de 24h, de cultura de células THP-1, estimuladas com
lipopolissacarideos (LPS) de Escherichia coli. Os derivados com melhor atuagéo, a
10uM inibiu a IL-6 entre 80-96%, compostos na figura 28 (KECHE, 2013).

Em 2015, Wen et. al. sintetizaram varios derivados quinolinicos. Aquele que
melhor respondeu a testes de inibicdo de atividade anti-inflamatéria e ndo apresentou
citotoxicidade celular no teste de MTT, passou para uma avaliacdo imunomoduladora,
composto na figura 28. Em cultura de RAW264.7 estimuladas com LPS de Escherichia
coli, em sobrenadante de 24h, foi realizado ELISA de TNF-a e IL-6 de rato. O gréfico
2 mostra a inibicdo de TNF-a e IL-6 nas concentracbes de 10ug/ml, 20ug/ml e
40ug/ml, sendo a maior concentragcao responsavel por inibir em maior quantidade as
citocinas. Embora néo apresentado no artigo, mas levando em consideracdo apenas
as informacdes no grafico, o resultado de inibigcéo pode ser préximo de 42% (40ug/ml)

para IL-6, em relagdo ao estimulo.



61

Figura 28 — Derivados quinolinicos com inibicdo IL-6 e TNF-y
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Gréfico 2 — Resposta imunomoduladora do derivado quinolinico
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Os compostos tiazoquinolinicos responsaveis pela melhor atuacdo em inibir as
citocinas IL-6, IFN-y e IL-10 foram o LPSF/ZKD2 a 50 pM e o LPSF/ZKD4 a 100 pM
com valores de 94%, 62%, 98% e 96%, 77%, 85%, respectivamente por citocina e
composto. Enquanto para a IL-17A, o composto LPSF/ZKD2 a 50uM apresentou a
melhor resposta (quadro 8).

A interessante atuacdo dos derivados tiazoquinolinicos em inibir IL-6 e IFN-y se
sobressai a aparente resposta negativa vista com o baixo nivel de IL-10, citocina de
acao anti-inflamatéria. A principio, pensa-se que um bom composto deve atuar bem
em citocinas pro-inflamatorias e ndo agir nas anti-inflamatorias, entretanto, como
algumas vias de respostas a estimulos sao interligadas, em um teste in vitro ndo
poderia ser diferente.

De alguma forma, esses compostos atuaram na via de sinalizacéo relacionada
ao IFN-y, IL-6 e IL-10, observado pela baixa concentracédo de IFN-y e IL-6, entretanto,

sua interferéncia na concentracdo da IL-10 pode ocorrer, possivelmente, de forma
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indireta, ao diminuir a excrecdo de citocinas pro-inflamatérias no meio celular, as
células por sua vez, diminuem a resposta do feedback negativo relacionada a atuacéo
da IL-10, por consequéncia havera uma diminuicdo da concentracéo dessa citocina.

Outros resultados encontrados na literatura de compostos quinolinicos
adicionados a anéis nitrogenados e com atividade anti-inflamatoria, dao robustez aos
resultados aqui apresentados. O esquema 12 traz apenas os trabalhos com nucleos
nitrogenados, para contextualizar a importancia do anel tiazolidinadiona, por esse ser
constituido de um anel de cinco membros nitrogenado (SILVA, 2017).

A parte estrutural das moléculas LPSF/ZKD2, LPSF/ZKD4 e LPSF/ZKD7
compreendem um anel quinolinico, um anel de cinco membros nitrogenado (TZD),

elementos eletronegativos, anel benzil substituido ou ndo e furano (figura 29).

Figura 29 — Derivados LPSF/ZKDs
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No esquema 12, encontram-se as estruturas moleculares de alguns derivados
guinolinicos que obtiveram resultados anti-inflamatérios. Esses derivados apresentam
em sua estrutura molecular elementos presentes nos LPSF/ZKDs como: anel benzil,
atomos eletronegativos (O, CI, F, Br) e o nitrogénio marcadamente (CHAABAN, 2018;
EL-FEKY,2014; ALAM, 2011).

Embora nenhum trabalho apresentado tenha utilizado a mesma metodologia que
0s LPSF/ZKDs, para avaliar a atividade anti-inflamatoria, esses resultados mostram
exemplos de moléculas, com nucleo quinolinico e anéis nitrogenados com atividade

anti-inflamatéria, induzindo novas pesquisas com possivel descoberta de um farmaco.
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A maioria dos exemplos dos compostos no esquema 12 utilizaram o teste de
edema da pata do rato induzido por carragenina, diferindo entre si o ultimo horario de
obtencdo de dados. A metodologia utilizada pelos compostos LPSF/ZKDs avaliou a
imunomodulacao de citocinas envolvidas na cascata da inflamacéo, através de cultura
de PBMCs e guantificou as citocinas pelo método de ELISA, mas que embora
metodologias diferentes, pontua-se caracteristicas estruturais em comum, que podem
favorecer a atividade.

Quando se analisa 0s mesmos compostos, por exemplo, no trabalho de Gupta e
Mishra (2016), os derivados do tetrazol (anel de cinco membros com quatro
nitrogénios) conjugado a quinolina, possuem resultados melhores quando os
substituintes sdo oxigenados; enquanto que a mudanca para cloro (49%) e bromo
(30%) contribuem para um efeito de inibicdo moderado, em relacdo aos maiores
indices de inibig&o (60%, 59%) (esquema 12). Resultados semelhantes séo atribuidos
ao LPSF/ZKD4 a 100puM (IL-6 — 96%) que possui o furano como substituinte,
apresentando melhor efeito modulador, seguido do LPSF/ZKD2 a 100uM (IL-6 — 60%)
com substituinte bromobenzil e por fim o LPSF/ZKD7 a 100pM (IL-6 — 28%) com a
amina.

Outra caracteristica interessante €& observada no trabalho de Alam e
colaboradores (2011), com derivados do trizol (anel de cinco membros com trés
nitrogénios) onde percebe-se que 0s compostos benzil-substituidos apresentaram
atividade melhores (75%, 72%, 71%) do que aquele n&o substituido (19%) (esquema
12).

A mudanca de posicdo do mesmo substituinte no anel benzil parece nao surtir
efeito sobre a atividade inibitéria, como apresentado pelos compostos do trabalho de
El-Feky et.al. (2014) em derivados benzimidazol (esquema 12). Os substituintes para-
metdxibenzil e orto-metdxibenzil inibiram a atividade inflamatéria em 55%, entretanto
a mudanca da saida do elemento eletronegativo no composto para-metilbenzil diminui
o resultado para 52%.

Partindo desse principio, os compostos LPSF/ZKD5 e LPSF/ZKD6 (figura 30)
contemplam tais caracteristicas, sendo propensos apresentar um efeito modulador em
citocinas relacionadas a vias de sinalizagcéo da inflamacao. Entretanto, os resultados
entre eles podem diferir devido sua estrutura, pois como relevantes as caracteristicas

dos compostos do esquema 12, infere-se que o LPSF/ZKD5 obtera um resultado
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melhor, possivelmente, devido seu substituinte metoxi no anel benzil do que o

LPSF/ZKD6 que possui 0 metil como substituinte no anel benzil.

Figura 30 — Derivados LPSF/ZKDs
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53%

Esquema 12 — Derivados quinolinicos com anéis nitrogenados com atividade anti-inflamatéria Padrio - 52%
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5 CONCLUSOES

Sintetizaram-se todos os compostos com valores de rendimento que variaram
entre 38 - 84% e suas estruturas quimicas foram validadas através das técnicas
espectroscopicas de RMNH e 13C e IV.

Os compostos LPSF/ZKD2, LPSF/ZKD4 e LPSF/ZKD7 nédo se mostraram toxicos
em PBMCs de voluntarios sadios, com viabilidade acima de 90%.

Resultados preliminares indicam que os derivados tiazoquinolinicos podem
modular a expresséo das citocinas IL-6, IL-10, IFN-y e talvez, menos enfatica em IL-
17A, apresentando um resultado mais expressivo os compostos ZKD2 50uM e ZKD4
a 100uM.

6 PERSPECTIVAS

Ampliar o “n” de voluntarios saudaveis para confirmar os dados do efeito dos
derivados tiazoquinolinicos na imunomodulacao.

Avaliar as moléculas LPSF/ZKD5 e LPSF/ZKD6 quanto a citotoxicidade e, se ndo
toxica, avaliar a resposta dessas moléculas na modulagéo das citocinas citadas.

Elaborar um artigo para tornar mais visivel os resultados aqui encontrados.
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ANEXO A — PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

1 SINTESE DE TZD

1.1 PROCEDIMENTO
Misturou-se atioureia (0,13mol) e 80ml de agua em um baldo de fundo redondo,

sobre agitacdo a temperatura ambiente até completa solubilidade do reagente. Apés,
acrescentou-se o acido 2-cloroacético (0,13mol) e completou o volume do solvente
para 200ml. Ligou-se o0 aquecimento até atingir e estabilizar em 90°C.

Esta sintese permaneceu por 24h. Terminado o tempo, desligou-se a chapa e
verteu-se todo o contetido para um becker identificado, a medida que a temperatura
baixava, os cristais foram se formando. Deixou-se o becker na geladeira, pois a baixa
temperatura do solvente aumenta a formagao dos cristais.

No dia seguinte, filtraram-se e lavaram-se 0s cristais com agua gelada.
Esperou-se secar os cristais para realizar o teste de pureza no HPLC. Apos confirmar
o0 alto grau de pureza, pesa-se para calcular o rendimento e em seguida, confirma-se

a estrutura a partir de RMN *H e 3C, infra-vermelho e espectro de massa.

2 SINTESE DOS DERIVADOS 5-BENZILIDENO-2,4-TIAZOLIDINADIONA - GQs

2.1 PROCEDIMENTO GERAL
Misturou-se em um baldo de fundo redondo de duas bocas, a TZD (1,2eq), 0s

aldeidos correspondentes (1eq) e o volume de &acido acético calculado pela proporcéo
de 1mmol de reagente — 4ml solvente. Deixou-se sobre agitacdo por 30 minutos a
temperatura ambiente. Transcorrido o tempo, acrescentou-se a acetato de amonio
(1eq) e ligou-se o aquecimento para atingir e permanecer a 110°C, sobre refluxo por
6-18h.

Todas as sinteses foram acompanhadas por CCD e HPLC. O sistema CCD
utilizado foi hexano:acetato de etila (7:3).

3 SINTESE DOS TIAZOQUINOLINICOS - ZKDs

3.1 PROCEDIMENTO GERAL
Misturou-se em um baldo de fundo redondo, o composto intermediario (1eq), o

hidréxido de sodio (5eq) e 10 ml de etanol, sobre agitacdo, a temperatura ambiente
por 20 minutos. ApOs 0s vinte minutos, acrescentou-se o 2-clorometil-quinolina (1eq)
(fotossensivel) e ligou-se o aquecimento para atingir e estabilizar a 70°C,
permanecendo sobre refluxo por h. Toda a reacéo foi realizada na auséncia de luz.
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Todas as sinteses foram acompanhadas por CCD e HPLC. O sistema CCD

utilizado foi hexano:acetato de etila (8:2).

4 ISOLAMENTO DAS CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO
(PBMC)
Coletou-se o sangue periférico de voluntarios saudaveis em tubos de coleta

com heparina. Em tubos Falcon de 50ml (BD Falcon ™), contendo 15ml de Ficoll-
Hypaque PLUS ™(Amersham Biosciences) foi adicionado lentamente o sangue, na
proporcéo de 1:1 (sangue:Ficoll), de forma inclinada com angulo aproximado de 45°
para criar a separacao entre o sangue e o Ficoll. Centrifugou-se por 45 minutos, a
4509, 20°C. Ao término, os tubos apresentaram 4 camadas bem definidas, a saber
(de cima para baixo): soro, PBMC (anel leucocitario, branco e pouco espesso), Ficoll
e hemécias.

As células foram isoladas e lavadas por centrifugacao por duas vezes em PBS
1X , por 7 minutos a 1500g. Apds as lavagens as células foram ressuspendidas em
10ml de meio RPMI 1640 (Sigma TM) suplementado (10%SBF), HEPES 10mM
(Gibco), penicilina (10.000 U/ml)/estreptomicina (10.000 pg/ml), em seguida as células
forma contadas na camara de Neubauer utilizando o corante de azul de Trypan (Sigma
TM) em uma diluicdo 1:4 (40uL do corante, 20uL de PBS 1x e 20uL de células). O

valor obtido foi ajustado para a concentracédo desejada de 10° células/ml.

5 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM PBMCs
As PBMCs foram incubadas em placas de 96 pocos a 37°C, 5% COg, por 48h,

na presenga dos compostos ZKD2, ZKD7 e ZKD4 com concentragdes de 50uM e
100uM por composto. Os compostos foram testados em trés ensaios independentes
e em triplicata. Ap6és o tempo de incubacdo, acrescentaram-se 20uL de MTT,
protegido da luz. Aguardaram-se mais trés horas de incubacédo, acrescentaram-se
130uL de SDS (duodecil sulfato de sédio). A absorbancia foi medida no
Espectrofotdmetro BioTek EL808, a 570nm.

A citotoxicidade dos compostos nas células foi avaliada pelo valor da
absorbancia comparado ao grupo controle na presenca do solvente dos compostos.

Todos 0s experimentos 0 grupo controle apresentou > 98% de viabilidade.
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6 CULTURA DE CELULAS PBMCs PARA AVALIAR A INIBICAO DE CITOCINAS
As PBMCs isoladas e ressuspendidas no meio de cultura foram incubadas em

placas de 24 pogos a 37°C, 5% COz2, por 48h, na presenca dos compostos ZKD2,
ZKD7 e ZKD4 com concentracdes de 50uM e 100uM por composto. As células foram
estimuladas pelos mitdgenos com 0,6 pL de CD3 (0,3ug/ml) e 0,8uL de CD28
(0,4ug/ml) por poco. Os compostos foram testados em triplicata. O controle positivo
utilizado foi a metilprednisolona (100uM).

Todo o sobrenadante de 48h foi transferido para tubo de 1,5ml identificados e
estocados a -80°C para analise, em outro momento, de modulagdo de citocinas.

7 AVALICAO DE MODULACAO DE CITOCINAS ATRAVES DE ELISA
SANDUICHE

As citocinas presentes no sobrenadante da cultura celular de 48h foram
avaliadas, separadamente, pelo procedimento de Elisa sanduiche. Os Kkits utilizados
para cada citocina seguem uma metodologia padréo, sendo especificos, por citocina
pesquisada, os padrdes e seus anticorpos.

Um plano de placa foi elaborado para identificar cada amostra por poc¢o. Placas
com 96 pocgos foram utilizadas.

PROCEDIMENTO:

Os pocos foram preenchidos com 50uL do anticorpo de captura em solucéo
tamp&ao overnight a 4°C. No dia seguinte, descartou-se toda a solucéo e lavou a placa
com wash buffer (solugdo de PBS 1X com tween 20 a 0,05%) por trés vezes.
Preencheu-se com 100uL os pocos com diluent 1x deixando 1h a temperatura
ambiente. Descartou-se o diluente e lavou a placa por duas vezes com o wash buffer.
Nota: Enquanto espera, providenciar a solucéo padrao (estoque) e diluicdes de acordo
com cada Kkit.

Preparar a curva padrao. Fazer a diluigdo em cascata do padréao, seguir modelo:

300uL 300pL 300uL  300pL 300uL  300uL 300uL

TNV TN TN TN TN TN T\
Cs Ce &

estoque C; G G (o
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Primeiro reconstituir a solugdo estoque do padrdo conforme o fabricante.
Colocar 150uL do diluente em todos os frascos com excecao do frasco estoque.
Comecar a diluicdo em cascata, como na figura, sempre do mais concentrado (C1)
para o mais diluido (C7). Homogeneizar a solu¢do antes de pipetar o volume.

Apd6s decorrido o tempo de 1h e com as diluicdes do padrédo preparadas.

Colocaram-se 50uL de cada padrdo nos pocos correspondente, 50uL de
diluente no branco e 50uL das amostras (sobrenadante da cultura) em cada poco
conforme plano de placa.

Plano de placa:

Padrdo | Padrao | branco

L~ ~\
Padrio | Padrdo | bra {co

Padrédo | Padrao | branco

] C @
Padrdo | Padrédo A ‘ A
Padrdo | Padrdo q

Padrdo | Padrao

Padrdo | Padrao

Padrdo | Padrao

Incubou-se a placa por 2h a temperatura ambiente. Apds, descartou-se todo o
sobenadante e solucdo padrdo, lavou a placa trés vezes com wash buffer.
Acrescentaram-se 50uL do anticorpo de deteccao em cada poco e incubou-se por 1h
a temperatura ambiente.

Transcorrido o tempo, descartou-se e lavou a placa cinco vezes com wash
buffer. Acrescentaram-se 50uL de Estreptavidina-HRP em cada poco e incubou-se
por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds, lavou a placa sete vezes com wash
buffer.

Acrescentaram-se 50uL de tetrametilbenzidina (TBM) em cada poco e incubou-
se por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, parar a reacdo com 25uL de
solugéo STOP (H2S04 2N).

Leu a placa em um leitor de ELISA a 450nm — 570nm.
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ANEXO B — ELUCIDACAO ESTRUTURAL

1 DERIVADOS 5-BENZILIDENO-2,4-TIAZOLIDINADIONA - GQs

1.1 COMPOSTO GQ443 - 5-(4-bromobenzilideno)tiazolidina-2,4-diona
Figura 31 — RMN'H — GQ443

A

B C
A 5
\\ 0
Br B NFb
B A o
C
DMSO-d

D |

H2O |

A — L S S N I

RMNH (300MHz- DMSOQOds) :6 = 7,54 (d, 2H, CH aromatico); 6= 7,71 (d, 2H, CH
aromatico); d=7,73 (s, 1H, CH); =12,64 (s, 1H, NH). RMN*3C (300MHz — DMSOds):
6= 123,81 (C); 6= 124,54 (C); 6= 130,37 (CH); 6 = 131,72 (CH); 6= 132,25 (CH,C); 6=
167,34 (C); 6= 167,64 (C). Ponto de fusao: 244,6°C HPLC: 8,74 minutos (99,48%).
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Figura 33 — Espectro do Infravermelho GQ443
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Figura 34 — MALDI-TOF/MS GQ443

Massa molar: 282 9303g/mol
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1.2 COMPOSTO GQ208 - 5-(4-clorobenzilideno)tiazolidina-2,4-diona
Figura 35 — RMN!H — GQ208
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Figura 36 — RMNC — GQ208

DMSO
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RMN?!H (300MHz- DMSOQOds) :0= 7,6 (s, 1H, CH) ; & = 7,77 (s, 1H, CH); 5= 12,65 (s,
1H, NH). RMN *3C (300MHz — DMSOds): & = 124,38 (C); d = 129,34 (CH); & = 130,34
(CH); 6 =131,58 (CH); 8 =131,94 (C); 8 = 134,94 (C); 6 = 167,26 (); 6 = 167,62 (C).
Ponto de fuséo: 232,5°C HPLC: 9,11 minutos (99,26%).
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Figura 37 — Espectro do Infravermelho GQ208
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Figura 38 — MALDI-TOF/MS GQ208

Massa molar: 238,9808g/mol
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1.3 COMPOSTO GQ303 - 5-(furan-3-ilmetileno)tiazolidina-2,4-diona

Figura 39 — RMN!H — GQ303
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RMN H (300MHz- DMSOds) :5 = 6,744 (d, 1H, CH): & = 7,601 (s, 1H, CH); 5 = 7,867

(d, 1H, CH); & = 8,235 (s, 1H, CH); & = 12,445 (s, 1H, NH). RMN 13C (300MHz —
DMSOds): & = 108,9 (CH): 5 = 120,67 (C); & = 122,49 (CH): 5 = 123,07 (C); & = 145,65

(CH); 6=147,26 (CH); 5=167,05(C);6=167,43 (C). Ponto de fuséo: 213,1°C. HPLC

— 8,03 minutos( 100%).
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Figura 41 — Espectro do Infravermelho GQ303
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Figura 42 — MALDI-TOF/MS GQ303

Massa molar: 194 999g/mol
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1.4 COMPOSTO GQ296 - 5-(4-metoxibenzilideno)tiazolidina-2,4-diona
Figura 43 — RMN!H — GQ296
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RMN H (300MHz- DMSOds): 8= 3,8 (s, 3H, CH3); 5= 7,08 (d, 1H, CH); 5= 7,5 (d, 1H,
CH); 5= 7,7 (s, 1H, CH). RMN 13C (300MHz — DMSOde): 5 = 55,45 (CH3); 5 = 114,8
(CH); 8= 120,3 (C); 8= 125,4 (C); 8= 131,7 (CH); 5= 132,0 (CH); &= 160,9 (C); 8= 167,5
(C=0); 5= 167,9 (C=0).
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Figura 45 — Espectro do Infravermelho GQ296
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Massa molar: 235,0303

Comment 1

|
L

235.391

=
['n'g] "suaju)

(A
T

215



86

1.5 COMPOSTO GQ299 - 5-(4-metilbenzilideno)tiazolidina-2,4-diona

Figura 47 — RMN!H — GQ299
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Figura 48 — RMN®C - GQ299
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RMN *H (300MHz- DMSQOde): & = 2,353 (s, 3H, CHz); 6 = 7,338 (d, 2H, CH aromatico);
0 =7,481 (d, 2H, CH aromatico); d = 7,746 (s, 1H, CH); & = 12,545 (s, 1H, NH). RMN
13C (300MHz — DMSOds): d = 21,032 (CHs); & = 122,301 (C); d = 129,897 (CH ); 5 =
130,009 (CH); 8 = 130,219 (C ); 6 = 131,787 (CH); 6 = 140,63 (C); 6 = 167,357 (C); &
= 167,062 (C). Ponto de fuséo: 242,9°C. HPLC: 8,926 minutos (100%).
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Figura 49 — Espectro de infravermelho GQ299
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Figura 50 — MALDI-TOF/MS GQ299

Massa molar: 219,0354g/mol
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1.6 COMPOSTO GQ301 - 5-(4-(dimetilamino)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona

Figura 51 — RMN!H — GQ301
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Figura 52 — RMN3C — GQ301
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RMN 'H (300MHz- DMSOds): 6= 3,00 (s, 6H, CHz); d = 6,8 (d, 2H, CH aromatico); d =
7,4 (d, 2H, CH aromatico); & = 7,65 (s, 1H, CH); & = 12,29 (s, 1H, NH). RMN 3C
(300MHz — DMSOde): 6 = 40,01(CH3); & = 112,47 (CH); 6 = 116,11 (C); & = 120,27
(C); 6=132,56 (CH); 5 = 133,35 (CH); 5 = 151,88 (C); 8 = 167,97 (C); = 168,59 (C).
Ponto de Fuséo: HPLC: 8,81 (100%).
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Figura 53 — Espectro de Infravermelho GQ301
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Figura 54 — MALDI-TOF/MS GQ301

Massa molar: 248,0619g/mol
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1.7 COMPOSTO GQ307 - 5-(5-bromo-2-metoxibenzilideno)tiazolidina-2,4-diona

Figura 55 — RMN!H — GQ307
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RMN *H (300MHz- DMSOds): d = 3,82 (s, 3H, CHz); 8 = 7,12 (d, 1H, CH aromatico); d
= 7,46 (s, 1H, CH aromatico); 6 = 7,61(s, 1H, CH aromatico); & = 7,82 (s, 1H, CH); 6 =
12,58 (s, 1H, NH). RMN 13C (300MHz — DMSOds): d = 56,16 (CH3); 8 = 112,14 (C); &
= 114,23 (CH); 6 = 123,76 (C); & = 125,06 (CH); 6 = 125,42 (C); 6 = 130,64 (CH); 6 =
134,43 (CH); 6 = 157,05 (C); 6 = 167,20 (C); d = 167,66 (C). Ponto de Fuséo: HPLC:
8,8 minutos (100%)
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Figura 57 — Espectro de Infravermelho GQ307
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Figura 58 — MALDI-TOF/MS GQ307

Massa molar: 312,9408g/mol
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1.8 COMPOSTO GQ444 - 5-(4-(trifluorometil)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona

Figura 59 — RMN!H — GQ444
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Figura 60 — RMN3C — GQ444
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RMN 1H (300MHz- DMSOQOds) : 6= 7,7 (d, 1H, CH — aromatico); 5= 7,9 (d, 1H, CH —
aromatico); 5= 7,9 (d, 1H, CH) 8 = 12,74 (s,1H, NH). RMN 3C (400MHz — DMSOds:
=129 (CH); 6 = 130 (CH - aromatico); 6 = 167,15 (C=0); 8 = 167,54 (C=0). Ponto de
fuséo: 168,1°C; HPLC: 8,2 minutos (100%).
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Figura 61 — Espectro de Infravermelho GQ444
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Figura 62 — MALDI-TOF/MS GQ444

Massa molar: 273,007 1g/mol
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1.9 COMPOSTO GQ445 - 5-(2-cloro-6-fluorobenzilideno)tiazolidina-2,4-diona

Figura 63 — RMN!H — GQ445
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Figura 64 — RMNC — GQ445

L 39,500
N 39,224

132,059

132,442

180 160 140 120 100 ao &0 40 20 0 rpm

RMN 'H (300MHz- DMSOds): & = 7,3 — 7,5 (1H, CH aromatico); 7,66 (s, 1H, CH); & =
12,58 (s, 1H, NH). RMN *3C (300MHz — DMSOQOds : & = 115 (CH); & = 120 (C -
aromatico); & = 126 (CH - aromatico); & = 132 (C - aromatico); & = 133 (CH - aromatico);
0 =140 (CH); =157 (C); 6 = 166 (C); 6 = 167 (C). Ponto de Fuséao: 168,1°C HPLC:
8,48 minutos (100%).
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Figura 65 — Espectro de Infravermelho GQ445
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GQ-445 KBr~19%: DS: 13/08/2018

Figura 66 — MALDI-TOF/MS GQ445

Massa molar: 256,97 11g/mol
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2 REAGENTE PARA SINTESE DOS DERIVADOS TIAZOQUINOLINICOS: 2-
clorometilquinolina

Figura 67 — RMN*H - 2-clorometilquinolina
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RMN !H (400MHz- CdCls): & = 5,43 (s, 2H, CH2); & =7,87 (t, 1H, CH ); 8= 8,1(d, 1H,
CH). RMN 3C (400MHz — CdCls): & = 39,81 (CH2); d = 145,92 (CH - aromaético); d =
153,93 (C); & = 137.96(C); & = 127,98 (C). HPLC: 8,89 minutos (100%).
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3 DERIVADOS TIAZOQUINOLINICOS - LPSF/ZKDs
3.1 LPSF/ZKD2 - 5-(4-bromobenzilideno)-3-(quinolin-2-ilmetil)tiazolidina-2,4-diona

Figura 69 — RMN!H — LPSF/ZKD2
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Figura 70 — RMN®C — ZKD2

Br
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RMN 'H (300MHz- CdCls): 8 = 5,2 (s, 2H, CH2); 5 =7,34-7,41 (m, CH do benzeno); 6=
7,48-7,79 (m, CH do grupo quinolinico); 6= 7,87 (s, 1H, CH); 6= 8-8,15 (m, CH do
grupo quinolinico). RMN 13C (300MHz — CdCls): & = 46,88 (CH2); & = 153,74 (C); 6 =
166,15(C); 6 = 167,5(C). HPLC: 9,5 minutos (98,6%).
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Figura 71 — Espectro de InfravermelhoLPSF/ ZKD2
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Figura 72 — MALDI-TOF/MS LPSF/ZKD2

Massa molar: 423 9881g/mal
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3.2 LPSF/ZKD4 — 5-(furan-3-ilmetileno)-3-(quinolin-2-ilmetil)tiazolidina-2,4-diona

Figura 73 — RMN!H — LPSF/ZKD4
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RMN H (400MHz- CdClz): d = 5,23 (s, 2H, CHz2); 8= 6,6 (s, 1H, CH); 5 =7,3 (d, CH do
furano); 6= 7,5-7,8 (m, CH do grupo quinolinico); 6= 8,0 (d, 1H, CH do grupo
quinolinico); 8= 8,1 (d, CH do furano). RMN 13C (400MHz — CdCls): d = 46,83 (CH2); &
= 153,96 (C); & = 165,96(C=0); & = 167,36(C=0). HPLC: 9,3 minutos (100%).
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Figura 75 — Espectro de Infravermelho LPSF/ZKD4
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3.3 LPSF/ZKD5 - 5-(4-metoxibenzilideno)-3-(quinolin-2-ilmetil)tiazolidina-2,4-diona

Figura 77 — RMN!H — LPSF/ZKD5
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RMN H (400MHz- CdCls): & = 3,8 (s, 3H, CHa): & = 5,23 (s, 2H, CH2); 8= 7,92 (s, 1H,
CH). RMN 13C (400MHz — CdCls): & = 55,5 (CH3). HPLC: 9,06 minutos (100%).
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Figura 79 — Espectro de infravermelho LPSF/ZKD5
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Figura 80 — MALDI-TOF/MS LPSF/ZKD5

Massa molar: 376,4283g/mol
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3.4 LPSF/ZKD6 — 5-(4-metilbenzilideno)-3-(quinolin-2-ilmetil)tiazolidina-2,4-diona
Figura 81 — RMN*'H — LPSF/ZKD6

A
,JIJILA U “Jlld Jul lL
B C A
.
——w —
/ A.J\‘Jﬁu ;
JII-L_ L
T T I L I | T I T T T T I T T T T I T T T T | T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
a T [ 5 4 3 2 1 o
E J'—'I* ™ -'_\l o O - o
Figura 82 — RMN13C — LPSF/ZKD6
E EES' 2o >
iagls 7 g @ij/\
- o E =3 2
B &\J\L L

27.385
126,519

16B.069
166 .414
042
MuW7T.712
/l‘l.m:lﬁ
-
120 ES
116.05
4E.BODE
o
1.575

3
A
C=0 C=0
| Lot
Ilnl"l_‘ll|IIII|Irll|IIIII|IIIIllr-lrlll'lrlnllllII|II'YII|IIII|IIII|IIiII|IIII|IIII|IIIII|IIII|IIII|
1380 160 140 120 100 a0 60 40 20

RMN H (400MHz- CdCls): & = 2,41 (s, 3H, CHs); 8= 5,24 (s, 2H, CH2); 5 =7,9 (s, 1H,
CH). RMN 13C (400MHz — CdCls): 8 = 21,57 (CH3); & = 46,83 (CHz); & = 166,4(C=0);
5 = 168,0(C=0). HPLC: 8,8 minutos (96,27%).
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Figura 83 — Espectro de Infravermelho LPSF/ZKD6
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ZKD-8 KBr~1% DS: 06/05/2018

Figura 84 - MALDI-TOF/MS LPSF/ZKD6

Massa molar: 360,0932g/mol
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3.4 LPSF/ZKD7 — 5-(4-(dimetilamino)benzilideno)-3-(quinolin-2-ilmetil)tiazolidina-2,4-
diona
Figura 85 — RMN'H — LPSF/ZKD7
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7,88 (s, 1H,

5,2 (s, 2H, CH2); &
46,78 (CH2); = 135,10 (CH); &

168,5(C=0). HPLC: 9,3 minutos (97,23%).
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RMN H (400MHz- CdCls): &
166,7(C=0); &

Figura 87 — Espectro de Infravermelho LPSF/ZKD7
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Figura 88 — MALDI-TOF/MS LPSF/ZKD7

Massa molar: 389,1198g/mol
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ANEXO C — PARECER DO COMITE DE ETICA

UFPE - UNIVERSIDADE

%ﬁ CEP ﬁ FEDERAL DE PERNAMBUCO - W
1-~| o CAMPUS RECIFE - asl

UFPE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PLANEJAMENTO, SINTESE E ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DE NOVO3
DERIVADOS TIAZOQUINOLINICOS CANDIDATOS A FARMACOS
ANTIRREUMATICOS.

Pesquisador: SANDRA ELIZABETH BARBOSA DA SILVA
Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 03248918 5.0000.5208

Instituigdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Humero do Parecer: 3.135.350

Apresentagio do Projeto:

0O projeto *Planejamento, sintese e atividade anti-inflamatoria de novos derivados tiazoguinolinicos
candidatos a farmacos antimreumaticos” trata-se de um projeto de Mestrade do Programa de Pos-Graduagdo
em Inovagdo Terapéutica da UFPE, de Sandra Elizabeth Barbosa da Silva, tendo como orientader, o Porf.
Or. Prof. Oir. Ivan da Rocha Pitta, professor do Departamenta de Antibidticos da UFPE e co-orientadoras as
Profas Dras Marina Galdine da Rocha Pitta e Michelly Cristiny Pereira. Meste estudo serdo sintetizadas e
caracterizadas novas moléculas, sendo avaliadas sua agdo em inibir algumas citocinas presentes no
processo inflamatario apresentado na artrite reumatdide. Primeiro as moléculas passardo por teste para
avaliar a sua citotoxicidade, aquelas gue nao forem toxicas para células saudaveis irdo passar pelo teste

para avaliar a inibigdo de citocinas em um ambiente gue simula o processo inflamatéric.

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Geral:

Desenvolver novas alternativas terapéuticas mais eficazes e seguras para o tratamento da artrite
reumatoide.

Objetivos Especificos:

- Planejar, sintetizar e realizar caracterizagio fisico-guimica de noves derivados tiazoguinolinicos.

Enderego: Aw.da Engenharia sin® - 1° andar, sala 4, Prédio do Ceniro de Ciéncias da Salds

Bairra: Cidade Universitanis CEP: 50.740-800
UF: PE Municipic: RECIFE
Telefone: [81)2126-8568 E-mail: cepocs@ufpe.br
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Coninuagdo 4o Panecer 3.135.350

- Realizar elucidagio estrutural das moléculas a serem sintetizadas.

- Avaliar o papel dos derivados tiazoquinolinicos em inibir a produgio de IL-17, IL-22, IL-6 & IFN- em
esplendcitos de camundongos BALB/e apds estimulagio com mitégenos.

- Realizar a avaliagdo in vitro do papel dos derivados tiazoquinolinicos em inibir a produgdo de citocinas das
viaz Th1, Th17 e Th22 em PBMCs provenientes de voluntarios sadios apds estimulagdo com PMA e

lonomicina.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os voluntarios serdo submetidos a coleta de sangue e esta pode ser um pouco desconfortdvel ao voluntario
& o brago apresentar um peguenc hematoma. Apds a coleta, a fim de diminuir este risco, os participantes
serdo orientados a ndo realizarem movimentos bruscos durante 2-5 minutos para gque haja adequada

cicatrizagdo. A coleta sanguinea sera realizada por profissional especialista em flebotomia.

Beneficios:

Os beneficios da pesquisa ndo serido diretos para os voluntarios. Os voluntarios, ao doar o sangue para as
analises, estarfo contribuindo para um projeto de pesquisa importante cujo objetive & avaliar moléculas
inéditas candidatas a futuros farmacos para o tratamento de doengas inflamatérias e autcimunes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto de pesquisa estd fundamentado na literatura pertinentz. Para este estudo serfo coletados 15mL

do sangue periférico de dez voluntarios, em tubo contendo o anticoagulante heparina. Os voluntarios
selecionados serdo individuos saudaveis, sem histdrico de doencas autcimunes ou qualguer infecgdo e gue
ndo tenham ingerido alcool pelo menos 24h antes da coleta. Através da cultura de células sera avaliada a
citotoxicidade das moléculas e em seguida, aquelas gque forem aprovadas para a proxima etapa, serdo
submetidas a avaliagdo da inibig3o da liberagdo de citocinas no meio. Todas as despesas serdo custeadas

pela pesguisadora responsavel pelo projeto de pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
A pesguisadora responsavel anexou Folha de Rosto assinada pela coordenadora do Programa de

Enderego: Av. da Engenharia 5/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Salde

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: B1)2126-8566 E-mail: cepccs@ufpe.br
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Confnuagdo do Parecer: 3.135.350

Pés-Graduagdo em Inovagiio Terapéutica e Declarago de vineulo no Mestrado do referide programa; Carta
de Anuéncia do Laboratorio de Imunomodulaggo e Novas Abordagens Terapéuticas — LINAT; projeto de
pesquisa; TCLE para maiores de 18 anos ou emancipados, Termo de Compromisso e Confidencialidade
assinado pela pesquisadora responsavel e o2 cumiculos de todos os pesquisadores envolvidos no projeto.

Recomendagdes:
Os objetivos devem ser escritos com verbos no infinitivo.
Revisar ermos de digitagdo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Mao ha pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e esta APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
gue a AF’RD‘JA(}.&G DEFINITIVA do projeto so sera dada apds o envio da Motificagdo com o Relatorio Final
da pesquisa. O pesguisador devera fazer o download do modelo de Relatdrio Final para envia-lo via
*Motificagdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link *Para enviar Relatdrio Final®, dispenivel no
site do CEP/UFPE. Apés apreciacdo desse relatdrio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado definitive
pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntario participants (item V.3,

da Resolugdc CNS/MS N® 466/12).
Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando

a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execucdo, & obrigatdric gque o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Elic.a, relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
pericdo de 12 meses a contar da data de sua aprovagéo (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).
0O CEP/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudeo (item V.5, da Resolugdo CNSI/MS N° 468/12). E papel dofa pesgquisadorfa assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) & ainda, enviar notificagdo 4 ANVISA — Agéncia Macional de Vigildncia Sanitaria, junto com

seu posicionamento.

Enderego:  Aw. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédic do Centro de Ciéncias da Salde

Bawro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone:  [B1)2126-8585 E-mail: cepecsi@ufpe.br
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Confnuagdo do Parecar: 3.135.350

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

UFPE - UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO - gmm
CAMPUS RECIFE -

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 22M11/2018 Aceito
do Projeto ROJETO _1255816.pdf 11:44:30
Folha de Rosto FolhadeRosto_pdf 22M11/2018 | SAMDRA Aceito
11:43:01 ELIZABETH

TCLE { Termos de | TCLEMaiores18_SANDRA doc 2211172018 | SANDRA Aceito

Assentimento / 11:41:30 |ELIZABETH

Justificativa de BARBOSA DA SILVA

Auséncia

Projeto Detalhade /| Projeto_Comite_SANDRA. doc 22M1/2018 | SAMDRA Aceito

Brochura 11:41:03 |ELIZABETH

Investigador BARBOSA DA SILVA

Outros LattesMichellyCrstinyPereira. pdf 211112018 |SAMDRA Aceito
00:22:52 |ELIZABETH

Cutros carta_de_anuencia_pdf 141112018 |SANDRA Aceito
20:09:08 |ELIZABETH

QOutros termodeconfidencialidade. pdf 141112018 |SAMNDRA Aceito
20:08:50 |ELIZABETH

Outros LatteaSandraElizabethBarbosa. pdf 14/11/2018 |SAMDRA Aceito
20:08:31 ELIZABETH

Outros LattesMarinaGaldinodaRochaPitta pdf 14/11/2018 |SAMDRA Aceito
20:07-41 ELIZABETH

Cutros LatteslvandaRochaPitta. pdf 141112018 |SANDRA Aceito
20:07:22 |ELIZABETH

Declarago de DECLARACAQDEVINCULO pdf 141172018 |SAMDRA Aceito

Instituigdo e 19:56:25 |ELIZABETH

Infraestrutura BARBOSA DA SILVA

Situagio do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagao da COMNEP:

Mao

RECIFE, 07 de Feversiro de 2019

Assinado por:

Gisele Cristina Sena da Silva Pinho
{Coordenador{a))

Enderego: Aw. da Engenharia sin® - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Salds

Bairro: Cidade Universitaria
Municipio:
(B1)2128-8588

UF: FE
Telefone:

RECIFE

CEP: 50.740-600

E-mail: cepccs@ufpe.br
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