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1. INTRODUCAO

O processo inflamatoério é o principal mecanismo de defesa do organismo
em resposta a um estimulo prejudicial, sendo caracteristica importante de varias
doencas (KOEBERLE et al, 2014). De acordo com os conhecimentos sobre a
fisiopatologia dos processos inflamatorios, sdo sugeridas diferentes estratégias de
alvos terapéuticos, justificando um estimulo para o desenvolvimento de novos
farmacos (VANDRESSEN et al, 2010).

As células imunes possuem um sistema colinérgico completo e os linfécitos
possuem um sistema nao neuronal independente. A ACh produzida nos linfécitos
atua como imunomodulador e inibidores da acetilcolinesterase (AChE) aumentam
sua concentragdo extracelular, tornando-a disponivel para interagir com receptores
nicotinicos expressos em linfocitos. (KAMAL et al, 2009). A ACh revelou importante
papel na supressdo da inflamacdo, diminuindo a liberacdo de citocinas pré-
inflamatorias em modelo de endotoxemia, mediada por receptores a7 nicotinicos
(a7nAChR) de macrofagos (COSTA et al, 2012). Alguns trabalhos ja reportaram a
supressdo de diversas reacfes inflamatorias por inibidores da AChE, como por
exemplo a inibicdo da proliferacdo de linfocitos pela ativagdo dos receptores
nicotinicos. Ainda, demonstrou-se uma significante reducéo na producéo de fator
de necrose tumoral a (TNF-a) e de interleucina 18 (IL-18), sem afetar a liberacdo
de IL-10, anti-inflamatdria (KAMAL et al, 2009). Assim, a AChE possui importante
papel na resposta imune e na diminuicdo do processo inflamatério (POLACHINI et
al, 2014; RODRIGUES et al, 2014).

Os compostos tiazolidin-4-onas e seus derivados tém ocupado uma posi¢cao
proeminente no campo da quimica medicinal devido a sua vasta atividade bioldgica.
As tiazolidinonas tém sido reportadas por possuir potente acao anti-inflamatoria e
alguns derivados demonstraram acdo anti-inflamatéria e analgésica com melhor
perfil gastrointestinal que os anti-inflamatérios ndo esteroidais (TRIPATHI et al,
2014). A principal rota sintética das 1,3-tiazolidin-4-onas se da pela reacao entre
trés componentes: uma amina primaria, um aldeido ou cetona e 0 acido
mercaptoacético. Essa reacdo pode ser realizada tanto em uma como em duas
etapas e ocorre pela formacéo inicial de um intermediario imina, seguida por uma
ciclizacéo intramolecular e eliminacdo de 4gua. (TRIPATHI et al, 2014).

Assim, novas estratégias de sintese buscando maior eficiéncia vém sendo
desenvolvidos para a obtencéo das tiazolidinonas. Levando em conta a importancia
biologica dessas moléculas, com destaque para a anti-inflamatoria, o intuito desse
estudo foi sintetizar e testar in vitro o potencial de quatro tiazolidinonas inéditas na
atividade da enzima AChE em linfocitos de ratos.
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2. METODOLOGIA
2.1. Obtengéo das tiazolidin-4-onas:

Baseando-se no trabalho de KUNZLER et al. (2013), a sintese das
tiazolidinonas foram realizadas a partir de uma solucéo contendo 1 mmol da amina
primaria (1 ou 2), 1 mmol do arenaldeido (3a ou b) e 3 mmol do acido
mercaptoacético (4), em refluxo de tolueno por 5 horas, utilizando um aparelho
Dean-Stark para a remocao azeotropica da agua. A reacao ocorre com a adi¢ao do
acido apos 2 horas de reacado entre a amina e o aldeido, e é deixada por mais 3
horas, o que possibilita 0 consumo total dos reagentes de partida (Figura 1).
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Figura 1. Esquema reacional da sintese das tiazolidinonas propostas.

Apbs o tempo reacional, a fase organica foi neutralizada com solucdo saturada
de NaHCOs, foi seca com MgSOa e concentrada para obtengéo do produto. Todos
os produtos foram purificados por cromatografia em coluna ou lavagem com
solventes de diferentes polaridades (KUNZLER et al, 2013; MARQUES et al, 2014).

2.2. Avaliacdo do efeito in vitro dos compostos na atividade enzimatica de
linfécitos e soro de ratos:

Foram usados 05 ratos machos Wistar (60 dias, 250-300g) provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas. Os procedimentos
experimentais envolvendo os animais foram aprovados pelo Comité de Etica e Bem
Estar Animal da UFPel (CEEA 9220).

Os animais foram submetidos a eutanasia e o sangue foi coletado. Os
linfécitos foram isolados do sangue coletado com EDTA e separados sob um
gradiente de densidade com Ficoll (BOYUM, 1968). As moléculas foram
solubilizadas em metanol e introduzidas no ensaio enzimatico nas concentracdes
finais de 50, 100, 250 e 500uM.

A atividade da AChE em linfécitos foi determinada de acordo com
FITZGERALD; COSTA (1993) e expressa em pumoles de AcSCh/h/mg de proteina.
Os dados foram analisados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey,
e considerado P<0,05 como diferenca significativa em todos os experimentos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os quatro compostos obtidos sao inéditos e apos purificacdo foram
caracterizados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM). Os rendimentos das reacdes foram considerados de moderados a bons
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e entende-se que com estudos mais detalhados de condicéo reacional pode-se
obter melhores rendimentos (Tabela 1).

Cddigo Rendimento* CG/EM m/z (%)

382 (M, 2); 298 (1); 182 (2); 112
5a 64,7%

(4); (4); 98 (100); 84 (6).

350 (M, 3); 225 (2); 127 (5); 112
5b 35,4%

(3,5); 98 (100); 84 (9).

338 (M, 3,5); 309 (1,5); 266 (3);
6a 9% ( ) (1,5) 3)

100 (4,5); 86 (100); 72 (10).

370 (M, 3,5); 341 (1,5); 298 (4,5);
6b 22,3%

100 (4); 86 (100); 72 (8).

Tabela 1. Dados de Rendimento e CG/EM das moléculas 5a-b e 6a-b. *produto
isolado, purificado.

Analisando a Figura 2, em relagdo a AChE em linfdcitos, verifica-se que as
quatro tiazolidinonas testadas inibiram de forma significativa a atividade da enzima
em todas as concentracOes testadas. Ressalta-se que os compostos 5a e 6a
apresentaram resultados de inibicdo mais pronunciados que os compostos b, que
possuem o grupamento sulfona em sua estrutura, para a inibicdo da AChE.
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Figura 2. Efeito dos compostos 5a-b e 6a-b na atividade da AChE. **P<0,01 em
relacdo ao controle agua. Resultados expressos em média + erro padréo.

A ligagdo da ACh ao a7nAChR em células produtoras de citocinas, resulta
na ativacdo do fator nuclear kappa-B (NF-kB), levando a uma sinalizacdo anti-
inflamatoéria que suprime a sintese de citocinas pro-inflamatorias. Inibe de forma
dose-dependente a liberacdo de TNF-q, IL-1, IL-6 e IL-18 ativadas por endotoxinas
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em macrofagos. Portanto, a via colinérgica anti-inflamatoria € mediada pela acéo
da ACh na inibicdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias e do sistema
oxidativo (KAMAL et al, 2009).

Assim, dada a importadncia da ACh na supressdo da inflamacgéao, a
investigacdo da AChE como regulador da concentracao de ACh pode ser de grande
importancia (COSTA et al, 2012). Dessa forma, a AChE possui importante papel na
resposta imune e sua inibicdo pode levar a reducdo do processo inflamatorio
(POLACHINI et al, 2014; RODRIGUES et al, 2014).

4. CONCLUSOES

Tendo em vista os resultados obtidos, ressalta-se que as moléculas testadas
inibiram a atividade da AChE, o que leva ao aumento dos niveis de ACh, uma
molécula anti-inflamatéria. Dessa forma, pode-se sugerir que as mesmas tenham
um potencial anti-inflamatorio atuando via sinalizagdo colinérgica. No entanto,
novos estudos deverdo ser realizados com o intuito de possibilitar uma melhor
analise do perfil de inibicdo enziméatica frente a AChE.

Ainda, serao realizados diferentes estudos de perfil anti-inflamatorio in vitro
e posteriores testes in vivo. Entende-se que esse € um resultado preliminar e que
diferentes testes devem ser realizados, possibilitando uma relagcéo estrutural de
atividade das tiazolidinonas com o sitio ativo.
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