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Resumo

SILVA, Daniel Schuch da. Avaliagcdo da atividade antitumoral e inibicdo da
atividade das enzimas acetilcolinesterase e adenosina desaminase por 4-
tiazolidinonas derivadas do 4-(metiltio)benzaldeido e do 4-
(metilsulfonil)benzaldeido. 2016. 113f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PG4s-
Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccdo. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

O presente estudo avaliou o potencial farmacol6gico de quatorze 1,3-tiazolidin-
4-onas inéditas na literatura, onde verificou-se a capacidade inibitoria desses
compostos na atividade das enzimas ADA e AChE, além do potencial efeito anti glioma
através da diminuicdo da viabilidade celular de células de glioblastoma multiforme.
Neste trabalho foi aplicada a experiéncia do grupo de pesquisa na sintese de
tiazolidinonas, onde realizou-se reacées multicomponente e multicomponente one-pot
a partir de condi¢cfes reacionais ja estabelecidas pelo grupo, além da determinacao
de uma nova condic¢éo reacional eficiente. As reacdes ocorreram entre sete diferentes
aminas (2-aminoetilpiperidina; 3-aminopropilpiperidina; 3-dietilaminopropilamina; 2-
picolilamina; 2-aminopiridina; 4-metiltioanilina; ou 3,4-metilenodioxianilina), dois
aldeidos (4-metiltiobenzaldeido ou 4-metilsulfonilbenzaldeido) e o &cido
mercaptoacético. Os novos compostos foram sintetizados de forma eficiente através
das metodologias utilizadas com rendimentos de moderados a bons (22-86%), e foram
devidamente identificados por CG/EM e RMN, sendo ainda cinco compostos
caracterizados por EMAR. Os compostos 5b (65,9%), 5c¢c (65,4%), 6a (34,3%), 6b
(56,5%) e 6¢ (51,0%) apresentaram efeito inibitério na AChE em linfocitos a partir da
concentracédo de 50 UM e o composto 5a (34,1%) a partir de 100 pM. Os mesmos
compostos foram os Unicos a apresentar inibicdo na atividade da enzima ADA, porém
em concentragdes mais altas (250 e/ou 500 uM). Avaliando a citotoxicidade desses 6
compostos em linhagem de células CHO (100, 250 e 500 pM em 48h), 5
apresentaram-se seguros jA na concentracdo de 100 pM. Além disso, diversos
compostos revelaram diferenca significativa em relacdo ao controle positivo TMZ em
72h e apenas um em 48h a 100 uM no ensaio do MTT em células C6. Os compostos
5b (52,2% em 48h; 78,0% em 72h), 5e (48,0%; 75,0%), 59 (61,2%; 81,7%) and 6e
(47,2%; 77,0%) apresentaram os melhores resultados na triagem de inibicdo da
viabilidade celular e foram analizadas em diferentes concentracées (5, 25, 50, 100 e
250 uM). Os compostos 5b e 5e apresentaram diferenca estatistica em 5 pM, 6e em
25 uM e 5g em 50 uM em 72h. Ainda, foi avaliada a citotoxicidade em cultivo primario
de astrocitos de ratos, onde dentre quatorze compostos sintetizados, oito foram
considerados nao toéxicos em 250 uM e nenhum apresentou toxicidade em 100 M,
ambos em 72h. Portanto, este trabalho obteve quatorze novas tiazolidinonas, sendo
trés compostos (5c, 6b, 6¢) considerados potenciais inibidores da acetilcolinesterase
e pelo menos quatro compostos (5b, 5e, 5g, 6e) com promissora atividade antitumoral,
apresentando um bom perfil de seguranca.

Palavras Chave: Tiazolidinonas, Adenosina desaminase, Acetilcolinesterase,
Glioblastoma multiforme, Astrécitos.
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Abstract

SILVA, Daniel Schuch da. Avaliagcdo da atividade antitumoral e inibicdo da
atividade das enzimas acetilcolinesterase e adenosina desaminase por 4-
tiazolidinonas derivadas do 4-(metiltio)benzaldeido e do 4-
(metilsulfonil)benzaldeido. 2016. 113f. Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pos-
Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccdo. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

The present study assessed the biological potential of fourteen 1,3-thiazolidin-4-
ones through ADA and AChE inhibition effect, besides the potential anti glioma effect
through decreasing of cell viability of glioblastoma multiform cells. In this work was
applied the experience of the research group in thiazolidinone synthesis, in which was
performed multicomponent and multicomponent one-pot reactions from reaction
conditions already established for the group, besides determination of a new efficient
reaction condition. The reactions occurs by seven different amine (2-(piperidin-1-
yl)ethan-1-amine; 3-(piperidin-1-yl)propan-1-amine; N1,N1-diethylpropane-1,3-
diamine; pyridin-2-ylmethanamine; pyridin-2-amine;  4-(methylthio)aniline;  or
benzo[d][1,3]dioxol-5-amine), two aldehydes (4-(methylthio)benzaldehyde ou 4-
(methylsulfonyl)benzaldehyde) and the mercaptoacetic acid. The new compounds
were efficient synthesized through used methodologies in moderate to good yields (22-
86%) and were identified by GC/MS and NMR. Five of them were also characterized
by HRMS. The compounds 5b (65.9%), 5¢ (65.4%), 6a (34.3%), 6b (56.5%) and 6¢
(51.0%) presented inhibitory effect of lymphocytic AChE since 50 pM and the
compound 5a (34.1%) present statistical difference since 100 uM. Only the same
compounds presented ADA activity inhibition, however at high concentrations tested
(250 and/or 500 uM). Assessing the cytotoxicity of these six compounds in CHO cell
line (100, 250 e 500 uM in 48h), five of them presented safe already at 100 uM. Besides
that, several compounds demonstrate significant difference from positive control TMZ
in 72h and only one in 48h at 100 puM in C6 cell line MTT assay. The compounds 5b
(52.2% in 48h; 78.0% in 72h), 5e (48.0%; 75.0%), 59 (61.2%; 81.7%) and 6e (47.2%;
%) were the best results in the screening of inhibition of cell viability and were
analyzed at different concentrations (5, 25, 50, 100 and 250 uM). The compounds 5b
and 5e presented statistical difference at 5 uM, 6e at 25 uM and 5g at 50 uM in 72h of
contact. Furthermore, the cytotoxicity study in primary astrocytes cells were evaluated
and among fourteen compounds, eight of them were not cytotoxic at 250 uM, and none
presented toxicity at 100 uM, both in 72h. Therefore, this work achieved fourteen new
thiazolidinones, three of them (5c, 6b, 6c) considered potential acetylcholinesterase
inhibitors and at least four (5b, 5e, 5g, 6e) with promising antitumor activity, with a
good safety profile.

Keywords:  Thiazolidinones,  Adenosine deaminase, Acetylcholinesterase,
Glioblastoma multiform, Astrocytes.
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1. Introducéo

O processo inflamatério é o principal mecanismo de defesa do organismo em
resposta a um estimulo prejudicial, sendo caracteristica importante de varias doencas
(KOEBERLE et al, 2014). Caracteriza-se por um processo fisiolégico complexo,
regulado por multiplas vias de sinalizacdo e € uma resposta necessaria, porém,
gquando excessiva, pode levar a graves consequéncias (BRUNTON et al, 2012;
KOEBERLE et al, 2014; RADMARK et al, 2014).

Levando em conta a resisténcia de algumas doencas aos anti-inflamatérios
disponiveis, se torna mais importante o desenvolvimento de novos farmacos (HU et
al, 2013). As tiazolidin-4-onas, heterociclos de cinco membros contendo
nitrogénio, enxofre e uma carbonila, tém demonstrado importantes atividades
bioldgicas, e a principal rota sintética para a sintese desses compostos se da pela
reacao entre trés componentes: uma amina primaria, um aldeido ou cetona e o acido
mercaptoacético. (TRIPATHI et al, 2014). As tiazolidinonas e seus derivados tém
ocupado uma posi¢ao proeminente no campo da quimica medicinal e atraido interesse
ao longo dos anos (DEEP et al, 2012; NEUENFELDT et al, 2011; TRIPATHI et al,
2014). A versatilidade desses derivados tem revelado propriedades como: anti-
inflamatdria, antifingica, antiviral, analgésica, antimicrobiana, anticonvulsivante e
antitumoral (BOSENBECKER et al, 2014; NANDAGOKULA et al, 2013;
NEUENFELDT et al, 2011). Seu nucleo heterociclico sozinho ou incorporado a
diferentes heterociclos, tém sido reportados por possuir potente acéo anti-inflamatéria.
(TRIPATHI et al, 2014).

Devido aos conhecimentos adquiridos sobre a fisiopatologia dos processos
inflamatorios, sdo sugeridas diferentes estratégias de alvos terapéuticos. Justifica-se,
assim, o estimulo para o desenvolvimento de novos farmacos, visando a
especificidade em mecanismos que atuem nesse processo (KOEBERLE et al, 2014;
TRIPHATI et al, 2014).

Evidéncias apontam que o sistema purinérgico desempenha importante papel
na resposta inflamatoria e imunolégica, sendo a adenosina de grande importancia na
modulacdo da resposta imune. O trifosfato de adenosina (ATP) extracelular possui
funcao pro-inflamatdria estimulando a proliferacéo de linfocitos, induzindo a secrecéo
de citocinas proé-inflamatérias, além de ser interpretado como indicador de dano
tecidual em altas concentracdes (BOURS et al., 2006; BURNSTOCK, 2002). A
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adenosina, por outro lado, desempenha a¢gbes opostas, possuindo papel crucial na
regulacdo do processo inflamatorio e imune, pois inibe a proliferacéo de linfécitos e a
secrecdo de citocinas. Os niveis extracelulares sdo regulados pela atividade da
enzima adenosina desaminase (ADA). Dessa forma, a enzima ADA esta envolvida na
imunidade celular e sua atividade pode ser considerada um biomarcador da resposta
imunoldgica e inflamatéria (POLACHINI et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014).

Outro importante mediador é a acetilcolina (ACh), com importante acdo no
sistema imunoldgico e nas células sanguineas. As células imunes possuem um
sistema colinérgico completo e os linfécitos possuem um sistema ndo neuronal
independente. A ACh produzida nos linfécitos atua como imunomodulador, e
inibidores da acetilcolinesterase (AChE) aumentam sua concentracdo extracelular,
tornando-a disponivel para interagir com seus receptores. (KAMAL et al, 2009). A
atuacao da ACh em receptores nicotinicos de células inflamatérias, como macréfagos,
tem sido relacionada a supressao da inflamacao através da diminuicdo da producédo
de citocinas proé-inflamatoérias. Dessa forma, a AChE possui importante papel na
resposta imune e na diminuicdo do processo inflamatorio (COSTA et al, 2012; KAMAL
et al, 2009; POLACHINI et al, 2014; RODRIGUES et al, 2014).

A forte relacdo entre o desenvolvimento de lesBes pré-cancerosas e 0
microambiente inflamatério j& € bem evidenciado na literatura. Assim, a presenca
recorrente de um processo inflamatério em varios tecidos aparentemente induz ou
facilita a carcinogénese e a angiogénese tumoral (FERREIRA et al, 2015; RAYBURN
et al, 2009). No entanto, ressalta-se que essa relagdo ndo é restrita ao risco do
desenvolvimento de tumores, tendo em vista que os componentes inflamatérios estédo
presentes no microambiente tumoral da maioria dos tecidos neoplasicos e que a
presenca desse infiltrado inflamatorio correlaciona-se positivamente com a
malignidade e com o pior prognéstico (COLOTTA et al, 2009).

Os fatores chave pelo qual a inflamagé&o crbénica poderia levar ao comeco e ao
crescimento do tumor no microambiente incluem a infiltracdo de células imunes
mononucleares no tecido, a presenca de mediadores inflamatdrios como citocinas e
quimiocinas, a destruicdo tecidual e a ocorréncia de remodelamento tecidual e
angiogénese (COLOTTA et al, 2009; RAYBURN et al, 2009). Além disso, esta
amplamente descrita a alta expressao da COX-2 em tumores cerebrais, enzima essa

relacionada a inflamacao e ao crescimento tumoral, 0 que contribui com a hipotese do
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uso de anti-inflamatdérios no controle do progresso tumoral e no aumento da eficacia
do tratamento do cancer (FERREIRA et al, 2015; LIU et al, 2013).

Destacam-se dentre os mais diversos tipos tumorais aqueles que afetam o
sistema nervoso central (SNC), sendo, dentre as doencas neurologicas, a segunda
maior causa de morte (LIU et al, 2013). Os gliomas s&o os tumores cerebrais primarios
mais comuns em adultos, destacando-se o glioblastoma multiforme (GBM) como o
tumor mais incidente que afeta o SNC e o de pior progndstico. O GBM possui altas
taxas de quimioresisténcia a terapia atualmente empregada e devido ao padrdo de
crescimento infiltrativo e a alta taxa de proliferacéo, a busca por um tratamento eficaz
se torna extremamente dificil. Portanto, o progndstico atual € extremamente
desfavoravel, onde apenas 3% dos pacientes sobrevivem cinco anos apds o
diagnéstico (FERREIRA et al, 2015; LIU et al, 2013; SILVEIRA et al, 2013).

Diante do exposto, este trabalho visa unir grupamentos ja relacionados a
resultados de potencial atividade anti-inflamatéria, ou grupamentos de semelhanca
estrutural a esses, na busca de novas possibilidades terapéuticas eficazes e seguras.
Ressalta-se, nesse sentido, a importancia da busca por novas moléculas que atuem
em alvos terapéuticos proeminentes de processos de extrema importancia para os

pacientes, 0s processos inflamatorio e tumoral.

2. Objetivo Geral

Avaliar o efeito de diferentes tiazolidinonas derivadas do 4-
(metiltio)benzaldeido e do 4-(metilsulfonil)benzaldeido na atividade das enzimas ADA
e AChE, bem como seu potencial antitumoral e citotoxico frente a células de linhagem

tumoral e células normais.

Objetivos Especificos

- Realizar a sintese de tiazolidinonas inéditas, derivadas do 4-
(metiltio)benzaldeido e do 4-(metilsulfonil)benzaldeido (Figura 1).

- Avaliar o efeito in vitro das tiazolidinonas propostas na atividade das enzimas
acetilcolinesterase (AChE) e adenosina desaminase (ADA).

- Avaliar o potencial antitumoral in vitro dos compostos em células de linhagem
tumoral de glioblastoma multiforme (C-6).

- Analisar a citotoxicidade in vitro do tratamento com as tiazolidinonas em

linhagem celular de ovario de hamster chinés (CHO) e em astrocitos corticais de ratos.

15



0)

' o

R1N S N
——— R"NH2 + + HSCH2COOH
2
R2 R
R2= SMe
R2= S0O:Me

N/\/% N/\/\y,s’ /\N/\/\;J‘J
- OO )

sallvadsaRess
_N _N ~g 0
Figura 1. Retrossintese das tiazolidinonas propostas.

3. Revisdo da Literatura

Tiazolidinonas

Os compostos heterociclicos sdo de extrema importancia para a quimica
medicinal e constituem uma quantia consideravel dos farmacos em uso clinico e do
gue se persegue nessa area ao redor do mundo. Assim, a sintese de novos compostos
heterociclos biologicamente ativos chama a aten¢do dos pesquisadores da area (JAIN
et al, 2012; PATRICK, 2009; TRIPATHI et al, 2014).

Existem na literatura diversas moléculas bioativas contendo heterociclos com
dois heteroatomos com importantes atividades farmacol6gicas (BOSENBECKER et
al, 2014; KUNZLER et al, 2013). Destacam-se dentre elas as tiazolidinonas,
heterociclos de cinco membros contendo um atomo de enxofre na posicdo 1, um
atomo de nitrogénio na posi¢cdo 3 e uma carbonila na posicdo 2, 4 ou 5. As 1,3-
tiazolidin-4-onas, foco deste trabalho, possuem a carbonila na posicéo 4 e podem ser
derivatizadas nas posicoes 2, 3 e 5do anel (Figura 2) (JAIN et al, 2012; NEUENFELDT
et al, 2011).

Figura 2. Estrutura geral das 1,3-tiazolidin-4-onas.
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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 o 4cido mercaptoacético.
Essa reacao pode ser realizada tanto em uma como em duas etapas (TRIPATHI et al,
2014). As reacdes em uma etapa podem ser classificadas como multicomponente
(BOSENBECKER et al, 2014; NEVES et al, 2015), adicionando todos os reagentes no
comeco da reagéo, e multicomponente one pot (MARQUES et al, 2014; MASTELOTO
et al, 2015), com a adicdo posterior do acido mercaptoacético (Figura 3). Em todos os
casos, a reacdo ocorre pela formacédo de um intermediario imina, seguido por uma
ciclizacéo intramolecular e eliminacdo de agua. O modo mais comum de retirar essa
agua e possibilitar a formacao do produto, se da por destilagdo azeotrépica (TRIPATHI
et al, 2014).

Através da metodologia de aquecimento térmico convencional, Kunzler et al,
2013, sintetizaram dezesseis 1,3-tiazolidin-4-onas derivadas da 2-aminoetilpiperidina
(Figura 4), por reacdes multicomponente one pot (1:1:3, amina;aldeido;acido),
obtendo bons rendimentos, de 53% a 97%. As reacdes ocorreram em refluxo de
tolueno utilizando um Dean-Stark para a remocao azeotropica da agua, adicionando
excesso de acido mercaptoacético 2 horas apoés o inicio da reagéo, deixando por mais
3 horas.

De outra forma, utilizando-se de reacdes multicomponente (1:1:3), Neves et al,
2015 sintetizaram quinze 1,3-tiazolidin-4-onas derivadas da 3-picolilamina (Figura 4),
obtendo rendimento de 59% a 97%. A metodologia sintética foi a de aquecimento
térmico convencional, através de refluxo de tolueno por 4 horas utilizando um aparato

Dean-Stark, adicionando todos os reagentes ja no comeco da reacao.
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Figura 3. Metodologias sintéticas das 1,3-tiazolidin-4-onas.

Por outro lado, Gouvéa et al, 2012, realizaram a sintese de quinze 1,3-
tiazolidin-4-onas derivadas da 2-aminopiridina (Figura 4) a partir de reacfes
multicomponente one pot (1:1:1) através da metodologia de aquecimento térmico
convencional. Para a obtencao dos produtos, devido a baixa nucleofilicidade da 2-
aminopiridina, necessitou-se de um acido de Lewis como catalizador, o BF3:MeOH
50%. Assim, a reagdo entre amina, aldeido e o BF3:MeOH (10 gotas) ocorreu por 3
horas em refluxo de tolueno usando um Dean-Stark, com posterior adicdo do acido

mercaptoacético, deixando até o consumo total dos reagentes, totalizando 16 horas.
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Figura 4. Estrutura geral de 1,3-tiazolidin-4-onas sintéticas e seus autores.
Os derivados tiazolidinonas tém se demonstrado biologicamente ativos através
de diversas atividades, como anti-inflamatoria, antitumoral, antiviral, antidiabética,
antiparasitaria, entre outras (JAIN et al, 2012; TRIPATHI et al, 2014). Além disso,

existem farmacos como o anti-hipertensivo etozoline, o antidiabético pioglitasona e o
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anticonvulsivante ralitoline, que contém em sua estrutura o anel tiazolidinona (Figura
5) (JAIN et al, 2012).

o O a I

Pioglitasona Etozoline Ralitoline

Figura 5. Estrutura de farmacos contendo o anel heteromclo tiazolidinona.

Nesse sentido, as tiazolidinonas tém sido reportadas por possuir potente agao
anti-inflamatoria, inclusive demonstrando acao anti-inflamatéria e analgésica com
melhor perfil gastrointestinal que os AINES. Varios derivados tém revelado resultados
significativos em modelos de inflamacdo aguda, como o edema de pata e o modelo
de pleurisia induzidos por carragenina em ratos (TRIPATHI et al, 2014).

Demonstrando o potencial das 1,3-tiazolidin-4-onas na resposta inflamatoria,
Hu et al, 2013 observaram em estudo in vitro, atividade significativa da maioria dos
compostos utilizados na concentracéo de 10 uM, na inibicdo da liberacdo de TNF-a e
IL-6 estimulado com lipopolissacarideo (LPS) em células RAW 264.7, de macrofagos
de ratos. Verificou-se forte inibicdo na expressao de TNF-a por seis compostos e na
expressdo de IL-6 pela acdo de nove compostos, sendo que cinco inibiram a
expressdo de ambas. Ressalta-se ainda que 0s compostos apresentaram resultados
melhores que o controle curcumina.

Bons resultados também foram obtidos por Nandagokula et al, 2013, que
utilizaram o modelo de edema de pata induzido por carragenina para avaliar a acado
anti-inflamatéria de 1,3-tiazolidin-4-onas. Nove compostos demonstraram atividade
significativa em comparacédo com o controle, na concentracdo de 100 mg/kg, via oral.
Além disso, vale ressaltar ainda que nove compostos apresentaram atividade
significativa na avaliagdo de atividade analgésica, nessa mesma concentragédo. De
forma importante, cinco compostos apresentaram ambas atividades, anti-inflamatoria
e analgésica.

Ainda, Shelke et al, 2012 verificaram que sete 1,3-tiazolidin-4-onas
apresentaram boa atividade anti-inflamatoria no modelo de edema de pata induzido
por carragenina, comparando com o controle. Os referidos compostos apresentaram

inibicdes nos edemas de 53.99% a 85.33% na concentracdo de 40 mg/kg via oral.

Processo Inflamatorio e os anti-inflamatorios
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A inflamacéo trata-se da principal resposta a uma leséo tecidual e do principal
mecanismo de defesa do organismo em resposta a um estimulo quimico ou
microbiano, sendo parte importante de varias doencas e podendo ser classificada em
inflamacao aguda e cronica (FIRESTEIN et al, 2013; KOEBERLE et al, 2014; SHAIKH,
2011). Na fase aguda, é caracterizada pelo aumento do fluxo sanguineo e da
permeabilidade vascular, levando a um acumulo de fluidos, leucécitos e mediadores
inflamatdrios como as citocinas. J&, em sua fase cronica, ocorre o desenvolvimento
de respostas contra o patdégeno presente no tecido, principalmente através de uma
resposta imune celular e humoral especifica (SHAIKH, 2011).

Os processos inflamatorio e imune caracterizam-se por processos fisioldégicos
complexos, regulados por multiplas vias de sinalizacéo, através do reconhecimento
de agentes nocivos. Em condic¢des fisiologicas, imunomoduladores tém o papel de
limitar a resposta inflamatéria, evitando que essa seja excessiva e prejudicial.
Portanto, a inflamac&o € uma resposta necessaria, porém, quando excessiva, pode
levar a graves consequéncias. (BRUNTON et al, 2012; KOEBERLE et al, 2014;
RADMARK et al, 2014; SHAIKH, 2011). Assim, as estratégias farmacologicas anti-
inflamatoérias tém se focado em trés principais alvos: agonistas dos receptores de
glicocorticéides (GR); interferéncia na biossintese de eicosandides; e bloqueio da via
de sinalizacao de citocinas pré-inflamatoérias (KOEBERLE et al, 2014).

Os corticoides, imunossupressores e anti-inflamatorios, possuem propriedades
anti-inflamatérias atribuidas ao efeito inibitério que exercem sobre a enzima
fosfolipase Az (PLA2), afetando indiretamente a producao de compostos inflamatorios
como os eicosanodides. Ainda, sabe-se que os corticéides ligam-se a receptores
especificos, atuando de forma agonista aos GR intracelulares, e modulam a
expressdo génica, modificando a sintese proteica nos tecidos-alvo, inibindo a
liberagdo de mediadores pro-inflamatérios e o recrutamento de células inflamatorias
(BRUNTON et al, 2012; ERICSON-NEILSEN et al, 2014; SILVA, 2010). Seu uso
clinico esta relacionado a sua potente acdo anti-inflamatéria e imunomoduladora,
porém causam efeitos colaterais relevantes, principalmente em uso cronico, sendo
aplicados clinicamente em patologias como artrite reumatoide, lGpus eritematoso
sistémico e asma (ERICSON-NEILSEN et al, 2014).

Os AINES compdem um grupo de farmacos que atuam na biossintese de
eicosandides a partir do acido araquidbnico. Exercem sua funcédo inibindo

principalmente as enzimas ciclo-oxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2), levando a inibicao
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da sintese de prostaglandinas (PGs) pro-inflamatorias, e sdo amplamente utilizados
pelos seus efeitos anti-inflamatorios, antipiréticos e analgésicos (KOEBERLE et al,
2014). Apesar de possuirem atividades semelhantes, as isoformas da COX possuem
funcdes biolégicas distintas (PATRIGNANI et al, 2014). COX-1 é expressa
constitutivamente, e é responsavel por manter a homeostase e 0s niveis de PGs
citoprotetoras. Atua de forma importante no epitélio do TGI, na musculatura lisa
vascular, nas plaquetas e nos tabulos renais (HARRIS et al, 2014).

O gene da COX-2 se mantém silenciado na maioria das células em condi¢cGes
normais. Estimulos inflamatérios aumentam sua transcricdo elevando a biossintese
de PGE: a niveis 100 vezes maiores que o basal. A amplificacdo dessa cascata é
desencadeada pelo reconhecimento de estimulos pelos receptores do tipo Toll (TLRS)
e consequente ativacao do fator nuclear kB (NF-kB) (HARRIS et al, 2014).

E importante ressaltar que cada prostandides atua em receptores
metabotropicos especificos. Do ponto de vista patologico, a ativagdo dos receptores
das PGE:z e PGl2, principais agentes inflamatérios, aumentam o fluxo sanguineo, a
permeabilidade vascular, e a infiltracdo de leucécitos no tecido (BRUNTON et al, 2012;
PATRIGNANI et al, 2014). Alguns efeitos farmacoldgicos e adversos dos AINES
tradicionais se devem a inibicdo da producao de PGE:2 e PGIl.. Essas sdo importantes
na hiperalgesia e hipersensibilidade de terminais nervosos, e sua inibicdo leva a
efeitos analgésicos. Por outro lado, atuam na secre¢do de muco e bicarbonato, na
inibicdo da secrecao de 4cidos gastricos, e no aumento do fluxo sanguineo da mucosa
do TGIl. Como sao protetores da mucosa, sua inibicdo explica o principal efeito
colateral da classe (HANDA et al, 2013; PATRIGNANI et al, 2014).

Os coxibs, subclasse conhecida pela seletividade COX-2, possuem um grave
efeito tromboembdlico, tendo em vista que essa € necessaria ha manutencao dos
niveis de PGI2 endoteliais, responsavel pelo mecanismo de tromboresisténcia da
parede vascular. A inibicdo da PGl2, em contraste com a producdo de TXA: pelas
plaguetas a partir da COX-1, causa um desbalanco no sistema cardiovascular,
estimulando a agregacdo plaquetaria e a vasoconstricdo, aumentando 0S riscos
cardiovasculares. (FITZGERALD, 2004; PATRIGNANI et al, 2014).

Além dos prostandides, existem outros importantes moduladores dos
processos inflamatdrio e imune, as citocinas. Elas operam de forma crucial em todos
estagios que culminam na ativacdo da inflamacgéo aguda. Células como macroéfagos,

neutrofilos, natural killer e mastocitos, que constituem a resposta imune inata,
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apresentam resposta extremamente rapida as citocinas no tecido lesado. Citocinas
ativam leucdcitos em resposta a estimulos quimicos ou microbianos, aumentam a
expressdo de moléculas de adesdo em leucocitos e células endoteliais, estimulam a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a ativacéo de derivados do acido
araquidénico, como as PGs, que regulam a liberacéo de citocinas, além de regular a
expressédo de receptores como os TLRs (FIRESTEIN et al, 2013).

Diversas citocinas desempenham um importante papel na mediacdo das
respostas inflamatoérias agudas, porém, a IL-1, TNF-a e IL-6 possuem um papel crucial
nesses processos. A IL-1 e o TNF sdo mediadores inflamatérios extremamente
potentes e sdo as primeiras citocinas induzidas em animais apos a aplicagdo de uma
injecdo de LPS (FIRESTEIN et al, 2013; SHAIKH, 2011).

A IL-1, tanto na forma a como na B, podem levar ao desenvolvimento de febre
pelo aumento da sintese de PGE: pelo endotélio vascular do hipotalamo, podem
estimular a proliferacao de células T e induzir a liberacao de histamina em mastocitos
no local inflamado. Vale ressaltar que os niveis plasmaticos de IL-1 se encontram
aumentados em pacientes com inflamacao ativa. Assim como a IL-1, o TNF-a possui
diversas propriedades proé-inflamatérias e esta envolvido em varias doencas
imunomediadas, como doencas intestinais, de pele e das articulagbes (BRUNTON et
al, 2012; SHAIKH, 2011). Pode induzir febre também pela estimulacédo da PGEz, bem
como por uma acao indireta induzindo a liberacdo de IL-1. Ainda, ambas citocinas
possuem papel importante nas condi¢des inflamatérias da artrite reumatoide, tendo
em vista que estimulam a producao de colagenase e PGE:z pelas células sinoviais,
contribuindo assim para a lesao articular (SHAIKH, 2011).

O TNF-a e a IL-1 possuem um efeito secundario na estimulacéo da sintese de
IL-6 em diversas células, essa que é responsavel por mediar os efeitos de ambas
TNF-a e IL-1 na inducéo da febre e da resposta aguda, fazendo com que a resposta
inflamatoria se perpetue através de uma cascata de sinaliza¢des de diversas citocinas
com propriedades que se sobrepbéem (SHAIKH, 2011). Ainda, cabe salientar a
importancia da IL-10, conhecida como fator inibitorio da sintese de citocinas, por seu
potencial anti-inflamatorio, por inibir a producdo de interferon y (IFN-y) e por ser
responsavel pela acdo oposta aos efeitos pro-inflamatorios das citocinas como TNF-
a e IL-1B (FIRESTEIN et al, 2013; SHAIKH, 2011).

Levando em conta a importancia das citocinas nos processos patoldgicos,

foram desenvolvidos farmacos que atuem na inibicdo da acdo dessas citocinas,

22



ressaltando-se os anti-TNF-a e anti-IL-1. O infliximab e o adalimumab s&o anticorpos
monoclonais anti-TNF que ligam-se com alta afinidade pelo TNF-a, evitando que esse
ative seus receptors especificos. Ha ainda o etanercepte, que embora ndo seja um
anticorpo monoclonal, possui mecanismo de acdo semelhante, ligando-se ao TNF-a
e impedindo que esse interaja com seus receptores. Esses farmacos foram aprovados
para o tratamento de doencas como artrite reumatoide, espondilite ancilosante,
psoriase em placa, entre outras, no entanto, todos eles apresentam importantes
efeitos toxicos, pois aumentam o risco de infeccbes graves, linfomas e outras
neoplasias malignas (BRUNTON et al, 2012).

Ja foram desenvolvidos também farmacos inibidores da IL-1. O anakinra é um
antagonista dos receptors de IL-1 aprovado pelo FDA para o tratamento da artrite
reumatdide. Ha ainda o canacinumabe, anticorpo monoclonal anti-IL-1p aprovado
para o tratamento das sindromes periédicas associadas a criopirina (CAPS), doencas
inflamatoérias raras e hereditarias associadas a superproducdo de IL-1, como a
sindrome de Muckle-Wells (BRUNTON et al, 2012).

Outra importante via de regulacdo do processo imune e inflamatorio, € através
de reguladores dos TLRs, que atuam na sinalizacao de citocinas pré-inflamatorias,
gue vém sendo amplamente estudados. (BOTOS et al, 2011; JUNQUERA et al, 2014;
YAMAMOTO et al, 2010). Os TLRs sédo conhecidos por reconhecer padrbes
microbianos associados a patdégenos (PAMPS), desempenhando um importante papel
na resposta imune inata, e sendo necessarios na efetiva resposta imune adaptativa
(HUANG et al, 2008; JUNQUERA et al, 2014).

S&o0 conhecidos no organismo humano dez tipos de receptores TLR (TLR-1 ao
10), sendo expressos em células do sistema imune, incluindo os macréfagos e as
células dendriticas. Diferentes TLRs apresentam especificidade por determinados
PAMPs e levam a uma resposta imune especifica (HUANG et al, 2008; JUNQUERA
et al, 2014; YAMAMOTO et al, 2010). Os TLRs representam um grupo de receptores
do sistema imune inato, os receptores de reconhecimento padrdo (PPR), e estédo
localizados na superficie celular ou em endossomos (BOTOS et al, 2011). Dentre 0s
extracelulares, estdo os TLRs de 1 a 6 e TLR10, ativos a componentes de
microorganismos. Ja, expressos em endossomos ou lisossomos, estédo os TLRs 3, 7,
8 e 9, que reconhecem principalmente padrdes virais. Com o intuito de melhorar ou
suprimir a resposta imune e inflamatéria em certas doencas, companhias trabalham

no desenvolvimento de farmacos agonistas e antagonistas dos receptores do tipo Toll.
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Na Tabela 1, podem-se observar patentes recentes que ainda nao alcancaram a
condicao clinica (JUNQUERA et al, 2014; YAMAMOTO et al, 2010).
Tabela 1. Informag@es de patentes recentes que atuam nos TLRs (Adaptado de Junquera et al, 2014).

HIV, virus da imunodeficiéncia humana; CFS, Sindrome da fadiga crénica; NDA, New Drug Application
- FDA; HPV, Papiloma virus humano; AK, Ceratose Actinica; HCV, virus da hepatite C.

TLR alvo Indicacéo Atividade Descricéo Estado Clinico
; ; Fase IlIb (HIV); Pedido no
TLR3 HIV, CFS Agonista PolyC12U (Ampligen)
NDA (CFS)
TLR4 Choque Séptico Antagonista E5564 (Eritoran) Fase IlI
TLR4 Choque Séptico Antagonista TAK-242 (Resatorvid) Fase llI
TLRY HPV Agonista 8522 Fase Il
i Imidazoquinoline Aprovado (HPV e AK);
TLR7 HPV, AK, HCV Agonista
(Aldara) Fase Il (HCV)
TLR9 HCV Agonista IMO-2125 Fase |
Disordens )
TLR7 e 9 _ Antagonista CpG ODN (DV 1079) Fase Pré-clinica
Autoimunes
Disordens i
TLR7,8e9 Antagonista CpG 52364 Fase |
Autoimunes

Dessa forma, os TLRs sdo capazes de reconhecer uma variedade de
patégenos, sendo importantes na rapida resposta inflamatéria, a fim de bloquear a
disseminacgéao do agente infeccioso (BOTOS et al, 2011). Quando estimulados, iniciam
uma cascata de sinalizacdo envolvendo proteinas adaptadoras, que ativam fatores de
transcricdo e controlam a expressao genes, levando a producdo de mediadores pro-
inflamatérios (JUNQUERA et al, 2014; YAMAMOTO et al, 2010).

Tendo contextualizado a ampla complexidade dos processos inflamatério e
imune envolvidos nas diversas patologias que afetam o organismo humano, e apés
abordar o que hd no mercado e o que vem sendo pesquisado do ponto de vista
farmacoldgico para o tratamento desses processos e patologias, serdo abordadas a
seguir diferentes vias de interesse relacionadas ao desenvolvimento deste trabalho.
Serao ressaltadas a importancia do sistema purinérgico e da enzima ADA, bem como
do sistema colinérgico e da enzima AChE para o processo inflamatorio, além de
salientar a importancia desse processo no microambiente tumoral e abordar sobre as

especificidades dos gliomas e especificamente do glioblastoma multiforme.

Adenosina desaminase (ADA)
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O sistema purinérgico contribui para a resposta inflamatoéria e imunolégica. O
ATP extracelular possui fungéo pré-inflamatéria atuando na estimulacéo e proliferacéo
de linfocitos, além de induzir a secrecao de citocinas pro-inflamatérias, como IL-2, IL-
1B, IFN-y e TNF-a em macrofagos e linfécitos (BOURS et al., 2006). A adenosina
(Figura 6) é um nucleosideo de purina com importante acao no processo inflamatorio,
atuando como um mediador intracelular. E um regulador secretado por células
mononucleares e produzido pelo metabolismo do ATP, através da acdo das
ectonucleotidases, com funcédo em diferentes alvos no organismo (BRUZZESE et al,
2014; KUMAR, 2013; ZAVIALOQV et al, 2010).
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Figura 6. Estrutura da adenosina.

Assim que ¢ liberada, a adenosina liga-se a receptores de adenosina (ADRS),
gue sao receptores acoplados a proteina G. Existem quatro diferentes receptores
ADRs (A1R, A2aR, AR e AsR) que sdo expressos na maioria das células em
diferentes propor¢cdes. Ressalta-se que, em condi¢des fisioldgicas, a adenosina se
encontra em concentracées muito baixas, no entanto aumenta de forma rapida em
guadros de estresse metabdlico, como inflamacéo, dano tecidual e cancer. A atuacéo
nos receptores A2aR e Az2sR desencadeiam a ativacdo da proteina G e consequente
ativagcdo da adenilciclase. Ja os receptores A1 e Asapresentam o efeito contrario, de
inibicdo. (KUMAR, 2013; ZAVIALOV et al, 2010). Estudos ja demonstraram que a
ligacdo da adenosina no receptor A2aR leva ao aumento dos niveis de AMP ciclico
pelo estimulo da adenilciclase e da proteina G. Logo apds, esse AMP ciclico ativa a
proteina quinase A, capaz de regular uma série de processos biolégicos (BRUZZESE
et al, 2014).

O excesso de adenosina € controlado pela ADA gque se encontra no interior da
célula ou associada a proteina CD26 na membrana celular, e realiza a degradacao de
adenosina em inosina (BRUZZESE et al, 2014). Sao conhecidas duas isoformas da
enzima ADA, ADA1 e ADA2, sendo ambas encontradas em humanos com atividades
cataliticas semelhantes. A principal funcdo da ADA1 é a de eliminar o excesso de

adenosina potencialmente toxico, protegendo, assim, as células da apoptose. A
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ADA2, embora ainda apresente caréncias de estudos quanto as suas propriedades
bioquimicas, sabe-se dos baixissimos niveis dessa no plasma e da distribuicao restrita
aos monocitos. Ha relatos de que a ADA2 expressa sua atividade apenas em
condicbes de altos niveis de adenosina e baixo pH, condi¢cdes essas associadas a
crescimentos tumorais, a hipoxia e a inflamacgéo (ZAVIALOV et al, 2010).

Portanto, a adenosina desempenha um papel crucial na regulacéo do processo
inflamatorio e imune, pois inibe a proliferacdo de linfocitos e a secre¢éo de citocinas.
Os niveis extracelulares de adenosina séo regulados pela atividade da ADA, assim,
essa enzima esta envolvida na imunidade celular e sua atividade poderia ser
considerada um biomarcador da resposta imunoldgica e inflamatoria (POLACHINI et
al., 2014; RODRIGUES et al., 2014).

Acetilcolinesterase (AChE)

A ACh é outro mediador que a ser considerado, com importante acdo no
sistema imunoldgico e nas células sanguineas (POLACHINI et al, 2014). Tem sido
demonstrada a expressdo de receptores nicotinicos (nAChR) e muscarinicos
(mAChR) em diversas células imunes, como os linfocitos. Ja esta bem estabelecido
que os linfécitos possuem um sistema colinérgico préprio, expressando o0s
componentes colinérgicos necessarios, como a colina acetiltransferase (ChAT),
receptores nicotinicos e muscarinicos, e a AChE. Além disso, outras células imunes,
como os macrofagos, mondcitos e células dendriticas, também apresentam diversos
componentes colinérgicos (KAWASHIMA, 2012). Esses dados corroboram o fato de
gue as células imunes possuem um sistema colinérgico completo e que os linfocitos
possuem um sistema nao neuronal independente (KAMAL et al, 2009).

A ACh é sintetizada pela agcdo da enzima ChAT a partir de colina e acetilCoA
no citosol do neurdnio colinérgico pré-sinaptico e pela ChAT e pela carnitina
acetiltransferase, em menor quantidade, a nivel periférico (KAWASHIMA et al, 2003).
Estudos revelaram a importancia da atuacao da ACh em regular o processo imune a
partir dos M1 e M5mAChR e a7nAChR em células T. Revelou-se o0 aumento dos niveis
de TNF-q, IL-6 e IFN-y a partir dos M1 e M5mAChR, elevando os niveis de 1gG no
soro. Ja, a ativagdo dos a7nAChR diminuiram a expressao de TNF-q, IL-6 e IFN-y,
reduzindo os niveis de 1IgG (KAWASHIMA, 2012).

A atuacao da ACh nos receptores nicotinicos de macréfagos também revelou

sua acgao anti-inflamatéria na diminuicdo da producgéo de citocinas pré-inflamatorias
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(IL-6, IL-1B e TNF-a) (POLACHINI et al, 2014; RODRIGUES et al, 2014). Dessa forma,
a ACh produzida nos linfocitos atua como um imunomodulador e inibidores da AChE
aumentam sua concentracao extracelular, tornando-a disponivel para interagir com
receptores nicotinicos expressos em linfécitos. (KAMAL et al, 2009).

A ACh revelou importante papel na supressdo da inflamacéo, diminuindo a
liberac@o de citocinas pro-inflamatérias em modelo de endotoxemia, mediada por
a7nAChR de macréfagos (COSTA et al, 2012). Alguns trabalhos ja reportaram a
supressdo de diversas reacOes inflamatérias por inibidores da AChE, como por
exemplo a inibicdo da proliferacdo de linfocitos pela ativacdo dos receptores
nicotinicos. Ainda, demonstrou-se uma significante reducéo na producdo de TNF-a e
de IL-1B, sem afetar a liberacéo de IL-10, anti-inflamatoéria (KAMAL et al, 2009).

Ha& no mercado farmacos anticolinesterasicos para o tratamento de doencas
como o Alzheimer e a Miastenia gravis. Dentre eles estdo a tacrina, primeiro farmaco
aprovado para o tratamento do Alzheimer com elevada incidéncia de efeitos
colaterais, a donepezila e a rivastigmina (Figura 7), com efeitos adversos relacionados

a estimulacao colinérgica excessiva (BRUNTON et al, 2012).
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Figura 7. Farmacos anticolinesterasicos presentes no mercado.

Dessa forma, a AChE, responséavel pela rapida hidrélise da ACh em colina e
acido acético, também possui importante papel na resposta imune e na diminuicdo do
processo inflamatorio. Portanto, sua inibicdo pode estar relacionada ao aumento dos
niveis de ACh, atenuando, assim, o processo inflamatério (POLACHINI et al.; 2014;
RODRIGUES et al.; 2014).

Microambiente tumoral

A forte correlacédo entre a inflamacéo, o sistema imune e o desenvolvimento de
lesbes cancerosas ndo se trata de uma hipotese nova (COUSSENS et al, 2002;
RAYBURN et al, 2009). Sabe-se ainda que essa relacao ndo € importante apenas no

estabelecimento do tumor, pois mediadores inflamatérios sdo amplamente
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evidenciados na maioria dos tecidos neoplasicos, mesmo naqueles sem um claro
processo inflamatorio como causa relacionada (COLOTTA et al, 2009; COUSSENS et
al, 2002; RAYBURN et al, 2009). Vale ressaltar a vasta informacéo evidenciando o
papel chave da inflamacao no desenvolvimento, progresso e agressividade dos mais
variados géneros tumorais, sendo considerada a sétima marca do cancer (Figura 8)
(COLOTTA et al, 2009; RAYBURN et al, 2009).

‘ Autossufieién‘cia em
‘sinais de crescimento
Insensividade a sinais

Evasdoa anti-crescimento

apoptose

Microambiente
inflamatorio

Angiogénese
sustentada

Invasao tecidual e
metastase

Figura 8. As sete marcas do cancer (Adaptado de Colotta et al, 2009).

Em um tecido normal, a resposta a uma lesdo tecidual se da através de uma
série de vias de sinalizacdo quimica, envolvendo ativagdo e migracdo de leucocitos
(neutrdfilos, mondcitos e eosindfilos) para o tecido, tendo ainda os mastécitos uma
funcéo significativa para curar o tecido afetado. A primeira célula efetora recrutada na
resposta inflamatoria aguda sdo os neutréfilos e algumas vezes os eosinofilos.
Posteriormente, através de fatores quimiotaxicos, sdo 0s mondcitos que migram e
diferenciam-se em macréfagos nos tecidos. Os macrofagos serdo a principal fonte de
citocinas e fatores de crescimento, afetando as células presentes no microambiente
do tecido. Ainda, os mastécitos atuardo liberando mediadores inflamatérios
importantes, como citocinas e histamina (COUSSENS et al, 2002).

O processo inflamatério, em condicbes normais, é autorregulado, pois a
producdo de fatores e citocinas pré e anti-inflamatérias se encontram em niveis
semelhantes. No entanto, a ocorréncia de inflamac&o crénica persistente e a presenca
de células tumorais iniciam mudancas cruciais que estabelecem um ambiente de

suporte para a progressado tumoral. Esse fato se da pela persisténcia de fatores
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inflamatorios iniciais ou pela falha de mecanismos regulatérios da resposta
inflamatoéria (COUSSENS et al, 2002; JUNTTILA et al, 2013).

Estudos tém sugerido que os efeitos do microambiente inflamatério podem
facilitar os processos de angiogénese e carcinogénese tumoral, reafirmando que a
inflamacéo € um componente critico de progressédo tumoral (FERREIRA et al, 2015;
SILVEIRA et al, 2013; ZOU et al, 2010). Outros estudos sugerem que a inflamacao
cronica seria um fator de risco a diferentes tumores e facilitariam o progresso do tumor
no local (COLOTTA et al, 2009; SILVEIRA et al, 2013; ULRICH et al, 2006).

A fim de elucidar essa hipotese, ressalta-se que € bem descrita a alta
expressdo da COX, em especial a COX-2, em diversos tecidos tumorais. COX-2 essa
extremamente ligada a resposta inflamatoria e relacionada com o crescimento tumoral
(FERREIRA et al, 2015; LIU et al, 2013; SILVEIRA et al, 2013). A expresséo da COX-
2, bem como seus produtos, em especial a PGE2, apresentam efeitos inibitérios na
apoptose, estimulam a migracdo e proliferagcdo celular, regulam a agregacéo
plaguetéria e influenciam a angiogénese (LIU et al, 2013; SILVEIRA et al, 2013;
ULRICH et al, 2006). A PGE2 em combinagdo com outros moduladores, pode
contribuir para o recrutamento e expansao de células T regulatérias e de macrofagos
associados ao tumor, responsaveis posteriormente por promover e modular o
ambiente imunosupressivo em gliomas (SILVEIRA et al, 2013).

E importante ressaltar também que diversos tumores expressam importantes
citocinas e quimiocinas e seus receptores, fatores com grande impacto na migracéo
celular, na angiogénese e inclusive no processo de metastase. Ainda, a inflamacéo
cronica leva a superexpressdo de moléculas proé-inflamatérias, como as citocinas
TNF-a, IL-1 e IL-6, o 6xido nitrico sintase induzido (INOS), as ROS e o NF-Kb,
mediadores capazes de criar um microambiente favoravel ao crescimento de células
malignas (COLOTTA et al, 2009; RAYBURN et al, 2009). Por exemplo, em células
tumorais, a atividade do NF-kB constitutivo estad ligada a expressao de genes
inflamatorios, como os que expressam a IL-1B, IL-6 e COX-2, e também de genes de
resisténcia a apoptose. Salienta-se que essas alteracdes estao relacionadas com o
aumento da malignidade e da quimioresisténcia tumoral (SILVEIRA et al, 2013).

Ja é relatada uma maior expressao de citocinas, como IL-6, IL-8 e IFN-y, em
carcinoma de mama do que em tecido mamario normal (RAYBURN et al, 2009). Em

doengas como o cancer, as citocinas atuantes no microambiente € muito importante.

29



Por exemplo, o TNF-a é capaz de controlar a populacéo celular inflamatéria, além de
mediar diversos aspectos nesse processo. (COUSSENS et al, 2002).

A partir de varios mediadores, direta ou indiretamente, a resposta inflamatoéria
induz a proliferacdo celular e leva ao recrutamento de células inflamatorias, como
mastocitos e leucocitos, aumentando a liberagdo de radicais livres, como ROS. Essas
ROS véo ser responséaveis por causar dano oxidativo a macromoléculas, reduzindo
ainda o reparo ao DNA (COUSSENS et al, 2002; ULRICH et al, 2006). As
combinacBes desses processos vao facilitar a carcinogénese (ULRICH et al, 2006).

Segundo Chen et al, 2008, h4& um modelo em trés etapas em que as células
tumorais modulam a seu favor a resposta imune através da liberacdo de citocinas.
Etapa 1. Recrutamento: através de citocinas como a MCP-1 e IL-8, o tumor recruta
células imunes para o microambiente tumoral; Etapa 2: Educacao: a partir de citocinas
como a IL-6, TNF-a e MIF, capazes de regular a diferenciacdo celular, as células
tumorais induzem as células imunes a desempenhar fun¢des de suporte e progressao
tumoral; Etapa 3: Resposta: etapa de promocdo do crescimento tumoral e do
desenvolvimento de tolerancia imune, através da producédo de citocinas, hormonios e
fatores de crescimento pelas células imunes diferenciadas.

Assim, as caracteristicas que relacionam o cancer a inflamacéao, especialmente
a cronica, incluem: a infiltracdo de células imunes mononucleares, como macréfagos
e linfécitos; os proeminentes macréfagos associados ao tumor; a presenca de
citocinas e quimiocinas; a ocorréncia de remodelamento tecidual; o aumento na
angiogénese e na invasividade tumoral; a fibrose; o dano gendmico; o aumento da
sintese e o rompimento das vias de reparo do DNA; a proliferacéo celular; e a inibi¢éo
da apoptose (COLOTTA et al, 2009; RAYBURN et al, 2009; ULRICH et al, 2006).
Portanto, entende-se que a inflamacao é capaz de promover um ambiente propicio ao
desenvolvimento e progresso tumoral, além de ser processo chave na mutagéo e no
estabelecimento do tumor (RAYBURN et al, 2009).

Gliomas e Glioblastoma Multiforme (GBM)

A teoria mais recente e mais aceita para explicar a origem dos gliomas se
baseia na hipotese de que se originam de transformacdes oncogénicas no
desenvolvimento das células progenitoras neurais, tornando-se células iniciadores de

tumor (SINGH et al, 2004). A teoria mais antiga atribui a origem a mutagbes em
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oncogenes de células gliais maduras promovendo assim desdiferenciacéo celular e o
desenvolvimento do tumor (SANAI et al, 2005).

A classificacao dos tipos de gliomas baseiam-se em trés parametros, de acordo
com descricfes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2007: o tipo celular, a
localizacdo tumoral e o grau de malignidade. Essa classificacdo é determinante para
a escolha da terapia utilizada no tratamento do paciente, que geralmente passa pelo
uso de radioterapia e quimioterapia (LOUIS et al, 2007).

Segundo o tipo celular, a classificacdo € baseada na morfologia histoldgica e
na similaridade das células com as células da glia diferenciadas. Segundo a OMS, os
gliomas podem ser astrocitomas, derivados de astrécitos ou precursores,
oligodendrocitomas, de oligodendrécitos, e oligoastrocitomas, de linhagem mista.
Existem ainda os ependimonas, derivados de células ependimarias ou precursores,
que ocorrem com menor frequéncia (KLEIHUES, 2000).

Outra classificacdo pela OMS se d& pelo grau de malignidade, onde os gliomas
podem ser classificados em graus de | a IV. Os tumores de grau | possuem baixo
poder proliferativo, crescimento lento e sdo curaveis por ressecc¢ao cirargica (BEHIN
et al, 2003; BURGER et al 2000). Os gliomas de grau Il possuem baixa atividade
proliferativa e crescimento lento, porém sao infiltrativos, podendo ser recorrentes apos
remocao cirdrgica e tornar-se tumores mais agressivos. Os gliomas de grau lll e IV
sdo considerados de alto grau e possuem caracteristicas de agressividade e
malignidade, como indiferenciacdo celular, pleomorfismo celular e alta capacidade
proliferativa, apresentando prognéstico extremamente desfavoravel (BEHIN et al,
2003). Caracterizados por apresentar evidéncias histoldégicas de malignidade, como
atipia nuclear e alta atividade mitética, os tumores de grau lll podem rapidamente
tornar-se de grau IV. Os tumores de grau IV ou GBM, possuem caracteristicas de
extrema malignidade, sendo os mais letais e mais comuns dentre os gliomas,
representando aproximadamente 70% dos diagndésticos de gliomas de alto grau
(ROBINS et al, 2007; KANU et al, 2009; VREDENBURGH et al, 2009).

Conhecidos pelo perfil de caracteristicas infiltrativas e multifocais, o GBM
apresenta descontrole da proliferacado celular, infiltracdo difusa, alta resisténcia a
apoptose, angiogénese e elevada instabilidade genémica. Histologicamente, o glioma
de grau IV é caracterizado por células neoplasicas pouco diferenciadas com
proliferacéo vascular e necrose em palicada (HOLLAND, 2001; LAWS JR et al, 1999;
SATHORNUSUMETEE et al, 2008 A). A principal caracteristica desse tumor é o
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padréo de crescimento multifocal, onde h& formacao de diversos tumores ao longo do
tecido sadio. Esse perfil exemplifica bem a elevada capacidade infiltrativa no
parénquima cerebral e é um fator limitante da remocao cirargica, auxiliando ainda na
rapida progresséao e sendo responsavel pelos altos indices de recorréncia (STUPP et
al, 2007; STUPP et al, 2009; YIN et al, 2007). Por outro lado, as metastases sao raras
e 0S motivos para isso incluem a falta de circulacao linfatica no cérebro e a falta de
comunicacdo da barreira hematoencefalica com 0s espacos intra e extracraniais
(ARMSTRONG et al, 2011; SATHORNSUMETTE et al, 2008 B).

O tratamento dos gliomas envolvem remocado cirdrgica, radioterapia e
quimioterapia, utilizando o pré-farmaco temozolamida (TMZ; Temodal®; Figura 9),
agente alquilante que induz danos ao DNA e leva a morte celular (NEWLANDS et al,
1997; SATHORNSUMETEE et al, 2008 B). Mesmo nao sendo aplicavel a remocéao
cirirgica completa, os paciente sdo submetidos a resseccdo cirargica maxima,
seguida por seis semanas de radioterapia e quimioterapia adjuvante com TMZ por no

minimo seis meses (ASTHAGIRI et al, 2007; MRUGALA et al, 2013).
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Figura 9. Estrutura da temozolamida (TMZ).

Para o tratamento do tumor maligno, a radioterapia € a mais importante,
elevando a sobrevida do paciente de 3 a 4 meses para 7 a 12 meses. Segundo
autores, a utilizacdo do TMZ de forma adjuvante a radioterapia aumenta mais a
sobrevida dos pacientes, que passa de uma média de 12,1 para 14,6 meses (STUPP
et al, 2005). No entanto, ja € importante a resisténcia do GBM ao TMZ, promovida por
diversas vias de reparo do DNA. Nesse caso, ndo h& atualmente outros tratamentos
para o GBM resistente, levando a um progndstico extremamente desfavoravel ao
paciente (OLIVA et al., 2010).
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4. Artigo Cientifico

O artigo a seguir sera submetido na revista European Journal of Medicinal
Chemistry e encontra-se de acordo com as normas da revista, em anexo.
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Abstract

The present study assessed the biological potential of fourteen 1,3-thiazolidin-
4-ones in inflammatory process, through ADA and AChE inhibition effect, besides the
potential anti glioma effect through decreasing of cell viability of glioblastoma multiform
cells. The new compounds were efficient synthesized through multicomponent or
multicomponent one-pot methodologies in moderate to good yields (22-86%) and were
identified by GC/MS and NMR. Five of them were also characterized by HRMS. The
compounds 5b (65.9%), 5c (65.4%), 6a (34.3%), 6b (56.5%) and 6¢ (51.0%)
presented inhibitory effect of lymphocytic AChE since 50 uM and the compound 5a
(34.1%) present statistical difference since 100 pM. Only the same compounds
presented ADA activity inhibition, however at high concentrations tested (250 and/or
500 uM). Assessing the cytotoxicity of these six compounds in CHO cell line (100, 250
e 500 uM in 48h), five of them presented safe already at 100 uM. Besides that, several
compounds demonstrate significant difference from positive control TMZ in 72h and
only one in 48h at 100 pM in C6 cell line MTT assay. The compounds 5b (52.2% in
48h; 78.0% in 72h), 5e (48.0%; 75.0%), 5g (61.2%; 81.7%) and 6e (47.2%; 77.0%)
were the best results in the screening of inhibition of cell viability and were analyzed at
different concentrations (5, 25, 50, 100 and 250 uM). The compounds 5b and 5e
presented statistical difference at 5 uM, 6e at 25 pM and 5g at 50 uM in 72h of contact.
Furthermore, the cytotoxicity study in primary astrocytes cells were evaluated and
among fourteen compounds, eight of them were not cytotoxic at 250 uM, and none
presented toxicity at 100 uM, both in 72h. Therefore, this work achieved fourteen new
thiazolidinones, three of them (5c, 6b, 6c) considered potential acetylcholinesterase
inhibitors and at least four (5b, 5e, 5g, 6e) with promising antitumor activity, with a

good safety profile.

Keywords: thiazolidinones, adenosine  deaminase, acetylcholinesterase,

Glioblastoma multiform, astrocytes.
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1 Introduction

The inflammatory process is indispensable and mostly favorable for healthy
organism, represents a defense mechanism in response to prejudicial stimulus and it
is important feature of several diseases; however, it can become excessive leading to
serious consequences. It's characterized as a complex physiological process,
regulated by multiple signaling pathways [1,2]. Due to the acquired knowledge on the
pathophysiology of inflammatory processes, there is a stimulus for the development of
new drugs that operate in this process [1,3].

It is well established that the purinergic system plays an important role in the
inflammatory and immune response [4,5]. Adenosine has a crucial role in the
regulation of these processes, acting in inhibiting lymphocyte proliferation and cytokine
release. It is secreted by mononuclear cells and produced by ATP metabolism
[6,7,8,9]. The action of adenosine in the A2a and Azs receptors (A2aR and AzsR) is
related to the inflammatory process [6,7]. Under physiological conditions, adenosine is
at low concentrations, increasing in frames as inflammation and cancer [7,10].
Extracellular levels of adenosine are regulated by adenosine deaminase (ADA). Thus,
ADA is involved in cellular immunity and can be considered a biomarker of the immune
and inflammatory response [8,9].

Another important mediator is acetylcholine (ACh), with important action on the
immune system and in blood cells. Immune cells possess a whole cholinergic system
and lymphocytes has a non-neuronal system independent [11,12]. Studies have shown
the importance of ACh in regulating the immune process from a7nAChR in T cells. It
was revealed a decrease in TNF-a, IL-6 and IFN-y expression, reducing 1gG levels
[13]. Thus, ACh produced in Ilymphocytes act as immunomodulator.
Acetylcholinesterase (AChE) inhibitors increase its extracellular concentration, making
available to interact with its receptors. Authors have reported suppression of
inflammatory reactions by AChE inhibitors through the activation of nicotinic receptors.
It was demonstrated a significant reduction in TNF-a and IL-1B production, without
affecting IL-10 [11]. Thus, AChE has also an important role in decreasing of immune
and inflammatory responses [8,9].

The strong relationship between the development of precancerous lesions and
inflammatory microenvironment is well established. So the recurring presence of

inflammation in tissues apparently induce or facilitate carcinogenesis and tumor
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angiogenesis [14,15]. However this relation is not restricted to risk of developing
tumors, considering that inflammatory components are present in microenvironment of
most neoplastic tissues and correlate positively with malignancy and worse prognosis
[16].

The key factors by which the chronic inflammation could lead to the beginning
and tumor growth include infiltration of mononuclear immune cells into the tissue, the
presence of inflammatory mediators such as cytokines and chemokines, tissue
destruction and the occurrence of tissue remodeling and angiogenesis [15,16]. Further,
it is widely described a high expression of COX-2 in brain tumors, contributing to the
hypothesis of using anti-inflammatory drugs to the control of tumor progress and
enhancing the effectiveness of cancer treatment [14,17].

Central nervous system (CNS) tumors are the second leading cause of death
from neurological disease [17]. Among them, gliomas are the most common primary
brain tumors in adults, standing out glioblastoma multiform (GBM) as the more
prevalent and the worst prognosis among malignant brain tumors. GBMs are
chemoresistance to currently used therapy and because of its pattern of infiltrative
growth and high rate of proliferation, the effective treatment becomes extremely difficult
[14,17,18].

Considering the resistance of some diseases to the available anti-inflammatory
therapies, it's important the development of new drugs [19]. Five-membered
heterocycles containing nitrogen, sulfur and oxygen, e.g. thiazolidinones, has been
extremely investigated to possess important biological activities [20,21]. The
thiazolidinones have shown a great versatility of biological properties, like anti-
inflammatory, analgesic, antimicrobial, antifungal, anticonvulsant, anti-tumor, among
others [21,22,23]. Compounds that have this heterocyclic moiety have been reported
to possess potent anti-inflammatory action [19,21,24].

Given the above, this work aims to study new compounds that could be act as
a prominent therapeutic targets for inflammatory and tumor processes. In pursuit of
new effective and safe therapeutic possibilities, the search of new compounds is very
important. Therefore, the objective of this study is synthesize thiazolidinones using
seven amines, two arenaldehydes and mercaptoacetic acid. This work also evaluates
the effect of such heterocycles against ADA and AChE and its anti-tumor potential in
GBM cells.
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2 Material and Methods
Chemistry

General

All common reagents and solvents were used as obtained from commercial
suppliers without further purification. Reactions progress was monitored by a thin- layer
chromatography (TLC) (hexane:ethyl acetate 3:1) and/or by a Shimadzu Gas
Chromatograph GC-2010, HP-1 column (cross linked methyl siloxane, 30 m x 0.32
mm x 0.25 pum): Column head pressure, 14 psi, program: TO =60 °C; t0 = 2.0 min; rate
10.0 °C min-1; Tf = 280 °C; tf = 13.0 min; Inj. = 250 °C; Det. = 280 °C. The melting
points were determined using open capillaries on a Fisatom model 430 apparatus and
are uncorrected. *H and **C NMR spectra were recorded on a Bruker 250 spectrometer
(*H at 250 MHz and 13C at 62.5 MHz), on a Bruker DRX 400 spectrometer (*H at 400
MHz and *3C at 100 MHz), on a Bruker Avance 500 spectrometer (*H at 500 MHz and
13C at 125 MHz), on a Bruker Avance 600 spectrometer (*H at 600 MHz and 3C at 150
MHz), and on a Bruker Avance Il 600 MHz (*H at 600 MHz and 3C at 150 MHz), in
CDCIs containing TMS as an internal standard or DMSO. The mass spectra were
obtained on a Shimadzu GCMS-QP2010SE with a split-splitless injector and equipped
with a RDX-SMS capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm); helium was used as
the carrier gas (56 kPa). The Log P values, or a measure of lipophilicity, was calculated
in ChemBioDraw Ultra 13.0 software. Mass spectra were acquired in a GCT-Premier

Waters (EIl) equipment.

General procedure for the synthesis of thiazolidinones 5a-g and 6a-g

The compounds 5a-c and 6a-c were obtained according Kunzler et al, 2013
[25], 5d and 6d were obtained according Gouvéa et al, 2012 [26], 5e and 6e were
obtained according Neves et al, 2015 [27] and the compounds 5g and 6g were
obtained according Masteloto et al, 2015 [28].

To obtain the compounds 5f and 6f, the reaction proceeds by a mixture of 4-
(methylthio)aniline 3f (1 mmol), arenaldehyde 1 or 2 (1 mmol) and PTSA (5% w/v) in
refluxing toluene for 3 hours using a Dean-Stark apparatus. After, was added the
mercaptoacetic acid 4 (3 mmol) and the reaction was heated for more 19 hours. For

compound 5f, the organic layer was neutralized with saturated NaHCOs3 (3 x 30 ml),
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dried with MgSO4 and concentrated to obtain the product. For compound 6f, the
mixture was concentrated and the solid compound was filtered off. Both products were
purified by column chromatography using hexane:ethyl acetate (8:2) as eluent.

The atom-numbering of synthesized compounds for NMR analyses

identification are given in Figure 1.
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Figure 1. The atom-numbering for synthesized compounds

2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(2-(piperidin-1-yl)ethyl)thiazolidin-4-one 5a

Yield: 86,6%; Log P: 3.0; M.p,: 64-66 °C; *H NMR & (CDClz, 600 MHz, ppm, J
H-H = Hz); 7.17 (d, 2H, 3J=8.5, Ar); 7.14 (d, 2H, 3J=8.5, Ar); 5.80 (d, 1H, 4J=1.5, H-2);
3.70 (dd, 1H, 2J=15.1, 4J=1.9, H-5a); 3.67-3.72 (m, 1H, H-6a); 3.63 (d, 1H, 2J=15.4, H-
5b); 2.70 (ddd, 1H, 2J=13.9, 3J=6.9, H-6b); 2.40-2.45 (m, 1H, H-7a); 2.42 (s, 3H, -
SCHzs); 2.23 (br, 4H, pip.); 2.20 (ddd, 1H, 2J=12.4, 3J=6.1, H-7b); 1.47 (quint, 4H,
3J=5.6, pip.); 1.34 (br, 2H, pip.). 13C NMR & (CDCls, 150MHz, ppm, J cF= Hz); 171.1
(C-4); 139.8 (Ar); 136.3 (Ar); 127.5 (2C, Ar); 126.6 (2C, Ar); 63.7 (C-2); 56.3 (C-7);
54.5 (2C, pip.); 39.8 (C-6); 32.9 (C-5); 26.0 (2C, pip.); 24.2 (pip.); 15.5 (-SCH3s). MS
(70 eV): m/z (%) = 366 (M*, 1.7); 252 (0.5); 167 (2); 111 (3); 98 (100); 84 (4).

2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-1-yl)propyl)thiazolidin-4-one 5b

Yield: 64,7%; Log P: 3.11; M.p.: 49-51 °C; 'H NMR d (CDCl3z, 500MHz, ppm, J
H-1 = Hz); 7.16 (s, 4H, Ar); 5.60 (s, 1H, H-2); 3.72 (d, 1H, 2J=15.5, H-5a); 3.61 (d, 1H,
2J=15.3, H-5b); 3.57 (ddd, 1H, 2J=13.7, 3J=6.8, H-6a); 2.64 (ddd, 1H, 2J=13.9, 3J=6.9,
H-6b); 2.41 (s, 3H, -SCHa); 2.19-2.24 (m, 5H, H-7a, pip.); 2.11-2.17 (m, 1H, H-7b);
1.59-1.67 (m, 1H, H-8a); 1.52-1.57 (m, 1H, H-8b); 1.48 (quint, 4H, 3J=5.4, pip.); 1.35
(br, 2H, pip.). ¥*C NMR & (CDCls, 125MHz, ppm, J c.F = Hz); 171.0 (C-4); 140.0 (Ar);
135.9 (Ar); 127.5 (2C, Ar); 126.5 (2C, Ar); 63.2 (C-2); 56.0 (C-7); 54.3 (2C, pip.); 41.2
(C-6); 32.9 (C-4); 25.7 (2C, pip.); 24.2; 23.9; 15.4 (-SCH3). MS (70 eV): m/z (%) = 350
(M*, 3); 266 (0.6); 127 (5); 112 (3.5); 98 (100); 84 (9). C18H26N20S2 (M+H)*: calculated
351.1565; found 351.1560.
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3-(3-(diethylamino)propyl)-2-(4-(methylthio)phenyl)thiazolidin-4-one 5c¢

Yield: 29,1%; Log P: 3.05; Qil; *H NMR & (CDCls, 500MHz, ppm, J H-H = Hz);
7.16 (s, 4H, Ar); 5.58 (d, 1H, 4J=1.4, H-2); 3.72 (d, 1H, 2J=15.5, H-5a); 3.62 (d, 1H,
2J=15.5, H-5b); 3.55 (ddd, 1H, 2J=14.4, 3)=7.3, H-6a); 2.66 (ddd, 1H, 2J=13.9, 3J=8.4,
3J=5.5, H-6b); 2.42 (q, 4H, 3J=7.1, -NEt); 2.41 (s, 3H, -SCHz3); 2.26-2.36 (m, 2H, H-7);
1.56-1.64 (m, 1H, H-8a); 1.46-1.55 (m, 1H, H-8b); 0.91 (t, 6H, 3J=7.3, -NEt). 13C NMR
0 (CDCls, 100MHz, ppm, J c-Fr = Hz); 171.0 (C-4); 140.0 (Ar); 135.9 (Ar); 127.5 (2C,
Ar); 126.5 (2C, Ar); 63.2 (C-2); 48.9 (C-7); 46.4 (2C, -NEt); 41.2 (C-6); 32.9 (C-5); 24.2
(C-8); 15.4 (-SCHz); 11.1 (2C, -NEt). MS (70 eV): m/z (%) = 338 (M*, 3); 309 (1.5); 266
(2.5); 115 (3.5); 98 (6); 86 (100); 72 (10). C17H26N20S2 (M+H)*: calculated 339.1565;
found 339.1549.

2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(pyridin-2-yl)thiazolidin-4-one 5d

Yield: 35,3%; Log. P: 3.31; M.p.: 109-111 °C; *H NMR & (CDClIz, 500MHz, ppm,
J HH=Hz); 8.16 (dd, 1H, 3J=4.8, 4J=1.1, pyridin); 7.96 (d, 1H, 3J=8.4, pyridin); 7.60 (td,
1H, 3J=7.9, 43=1.9, pyridin); 7.14 (d, 2H, 3J=8.4, Ar); 7.05 (d, 2H, 3J=8.4, Ar); 6.92 (ddd,
1H, 3J=7.3, 3J=4.9, 4J=0.7, pyridin); 6.76 (s, 1H, H-2); 3.93 (dd, 1H, 2J=16.0, 4J=1.1,
H-5a); 3.73 (d, 1H, 2J=16.0, H-5b); 2.34 (s, 3H, -SCHz). *3C NMR & (CDCls, 125MHz,
ppm, J ¢k = Hz); 171.2 (C-4); 150.6; 147.7; 138.5; 137.7; 137.6; 126.6 (2C, Ar); 126.3
(2C, Ar); 120.7;117.3; 62.6 (C-2); 34.1 (C-5); 15.4 (-SCHs3). MS (70 eV): m/z (%) = 302
(M*, 46); 260 (30); 227 (50); 152 (60); 125 (55); 79 (100).

2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(pyridin-2-ylmethyl)thiazolidin-4-one 5e

Yield: 62,6%; Log. P: 3.09; M.p.: 75-77 °C; 'H NMR & (CDCls, 600MHz, ppm, J
H-H = Hz); 8.45 (ddd, 1H, 3J=4.7, 5J=0.8, pyridin); 7.55 (td, 1H, 3J=7.6, 4J=1.8, pyridin);
7.08-7.15 (m, 6H, Ar, pyridin); 5.63 (d, 1H, 4J=1.7, H-2); 4.97 (d, 1H, 2J=15.4, H-6a);
3.80 (dd, 1H, 2J=15.3, 4J=1.9, H-5a); 3.78 (d, 1H, 2J=15.3, H-6b); 3.72 (d, 1H, 2J=15.6,
H-5b); 2.41 (s, 3H, -SCHa). 13C NMR & (CDCls, 150MHz, ppm, J c-r = Hz); 171.4 (C-4);
155.4; 149.5; 140.0; 136.7; 135.4; 127.8 (2C, Ar); 126.6 (2C, Ar); 122.5; 122.3; 62.1
(C-2); 47.7 (C-6); 32.8 (C-5); 15.4 (-SCHs3). MS (70 eV): m/z (%) = 316 (M*, 0.5); 224
(7.5); 167 (4); 152 (9); 93 (100); 79 (3). C16H16N20S2 (M+H)*: calculated 317.0782;
found 317.0765.
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2.1.2.6. 2,3-bis(4-(methylthio)phenyl)thiazolidin-4-one 5f

Yield: 45.6%; Log. P: 4.37; M.p.: 102-105 °C; *H NMR & (CDCls, 600MHz, ppm,
J HH=Hz); 7.19 (d, 2H, 3J=7.7, Ar); 7.14 (d, 4H, 3J=7.1, Ar); 7.06 (d, 2H, 3J=8.0, Ar);
6.01 (s, 1H, H-2); 3.96 (d, 1H, 2J=15.9, H-5a); 3.86 (d, 1H, 2J=15.9, H-5b); 2.44 (s, 3H,
-SCHs3); 2.41 (s, 3H, -SCHs3). 13C NMR & (CDCls, 150MHz, ppm, J c.F = Hz); 171.0 (C-
4); 139.8 (Ar); 137.7 (Ar); 135.7 (Ar); 134.3 (Ar); 127.4 (2C, Ar); 126.9 (2C, Ar); 126.3
(2C, Ar); 126.1 (2C, Ar); 65.2 (C-2); 33.4 (C-5); 15.6 (-SCH3); 15.3 (-SCHS3). MS (70
eV): m/z (%) = 347 (M*, 65); 273 (12); 225 (1.5); 178 (100); 169 (30); 135 (85).
C17H17NOS3 (M+H)™: calculated 348.0536; found 348.0551.

3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-(4-(methylthio)phenyl)thiazolidin-4-one 5g

Yield: 59,7%; Log. P: 3.71; M.p.: 98-100 °C; *H NMR & (DMSO, 600MHz, ppm,
J nu=Hz); 7.32 (d, 2H, 3J=8.4, Ar); 7.15 (d, 2H, 3J=8.3, Ar); 6.90 (d, 1H, 4J=2.0, Ar);
6.81 (d, 1H, 3J=8.3, Ar); 6.71 (dd, 1H, 3J=8.3, 4J=2.0, Ar); 6.34 (s, 1H, H-2); 5.97 (dd,
2H, J=8.7, J=0.8, -OCH20-); 3.97 (dd, 1H, 2J=15.7, 4J=1.5, H-5a); 3.85 (d, 1H, 2J=15.6,
H-5b); 2.42 (s, 3H, -SCHz). *C NMR & (DMSO, 150MHz, ppm, J cF = Hz); 170.3 (C-
4); 147.1 (Ar); 145.5 (Ar); 138.6 (Ar); 136.1 (Ar); 131.3 (Ar); 127.8 (2C, Ar); 125.4 (2C,
Ar); 119.5 (Ar); 107.7 (Ar); 107.3 (Ar); 101.4 (-OCH20-); 63.3 (C-2); 32.5 (C-5); 14.1 (-
SCHs). MS (70 eV): m/z (%) = 345 (M*, 60); 271 (20); 178 (75); 167 (50); 135 (100);
121 (13).

2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-3-(2-(piperidin-1-yl)ethyl)thiazolidin-4-one
6a

Yield: 40,2%; Log P: 1.27; Qil; 'H NMR & (CDCls, 600MHz, ppm, J 1+ = Hz);
7.96 (d, 2H, 3J=8.3, Ar); 7.51 (d, 2H, 3J=8.2, Ar); 6.03 (s, 1H, H-2); 3.92 (ddd, 1H,
2J=13.9, 3J=6.6, H-6a); 3.80 (dd, 1H, 2J=15.5, 4J=1.4, H-5a); 3.75 (d, 1H, 2J=15.5, H-
5b); 3.06 (s, 3H, -SO2CHzs); 2.80 (ddd, 1H, 2J=13.6, 3J=6.6, H-6b); 2.64 (ddd, 1H,
2J=12.8, 3J=6.4, H-7a); 2.55 (ddd, 1H, 2J=12.8, 3J=6.4, H-7b); 2.50 (br, 4H, pip.); 1.62
(quint, 4H, 3J=5.3, pip.); 1.46 (br, 2H, pip.). *C NMR d (CDCls, 150MHz, ppm, J c-F=
Hz); 171.5 (C-4); 146.2 (Ar); 141.0 (Ar); 128.2 (2C, Ar); 127.8 (2C, Ar); 62.6 (C-2); 55.2
(C-7); 54.1 (2C, pip.); 44.3 (-SO2CHgs); 38.3 (C-6); 32.6 (C-5); 24.9 (2C, pip.); 23.5
(pip.). MS (70 eV): m/z (%) = 368 (M*, 0.7); 199 (0.5) 111 (2); 98 (100); 84 (2).
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2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-3-(3-(piperidin-1-yl)propyl)thiazolidin-4-
one 6b

Yield: 35,4%; Log P: 1.37; M.p.: 71-73 °C; 'H NMR & (CDClIz), 600MHz, ppm, J
h-n = Hz); 7.97 (d, 2H, 3J=8.3, Ar); 7.52 (d, 2H, 3J=8.3, Ar); 5.84 (d, 1H, 4J=1.2, H-2);
3.82 (dd, 1H, 2J=15.6, 4J=1.5, H-5a); 3.71-3.76 (m, 1H, H-6a); 3.72 (d, 1H, 2J=15.6, H-
5b); 3.09 (s, 3H, -SO2CHz); 2.69 (ddd, 1H, 2J=13.8, 3J=6.9, H-6b); 2.33-2.38 (m, 5H,
H-7a, pip.); 2.24-2.29 (m, 1H, H-7b); 1.73-1.79 (m, 1H, H-8a); 1.66-1.72 (m, 1H, H-8b);
1.58 (quint, 4H, 3J=5.6, pip.); 1.44 (br, 2H, pip.). 1*3*C NMR & (CDCls, 125MHz, ppm, J
c-F= Hz); 171.2 (C-4); 146.2 (Ar); 141.0 (Ar); 128.2 (2C, Ar); 127.7 (2C, Ar); 62.4 (C-
2); 55.6 (C-7); 54.2 (2C, pip.); 44.3 (-SO2CHgs); 41.3 (C-6); 32.6 (C-5); 25.5 (2C, pip.);
24.0; 23.7. MS (70 eV): m/z (%) = 382 (M*, 2); 298 (0.5); 182 (2); 112 (3.5); 98 (100);
84 (6.5).

3-(3-(diethylamino)propyl)-2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)thiazolidin-4-
one 6¢

Yield: 22,3%; Log P: 1.32; Qil; *H NMR & (CDCl3, 500MHz, ppm, J H-H = Hz);
7.90 (d, 2H, 3J=8.2, Ar); 7.43 (d, 2H, 3J=8.3, Ar); 5.73 (d, 1H, 4J=1.1, H-2); 3.75 (dd,
1H, 2J=15.5, 4J=1.6, H-5a); 3.63-3.69 (m, 1H, H-6a); 3.65 (d, 1H, 2J=15.5, H-5b); 3.01
(s, 3H, -SO2CH3); 2.63 (ddd, 1H, 2J=13.9, 3J=8.1, 3J=5.8, H-6b); 2.46 (q, 4H, 3J=7.1, -
NEt); 2.31-2.40 (m, 2H, H-7); 1.62-1.70 (m, 1H, H-8a); 1.53-1.61 (m, 1H, H-8b); 0.92
(t, 6H, 3J=7.1, -NEt). 13C NMR & (CDCls, 100MHz, ppm, J c.F = Hz); 171.2 (C-4); 146.2
(Ar): 141.1 (Ar); 128.3 (2C, Ar); 127.7 (2C, Ar); 62.4 (C-2); 49.8 (C-7); 46.3 (2C, -NEY);
44.4 (-SO2CHa); 41.4 (C-6); 32.7 (C-5); 24.2 (C-8); 10.9 (2C, -NEt). MS (70 eV): m/z
(%) = 370 (M*, 2); 341 (1): 298 (3.5): 98 (4.5); 86 (100); 72 (8).

2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-3-(pyridin-2-yl)thiazolidin-4-one 6d

Yield: 42,0%; Log P: 1.58; M.p.: 127-129 °C; *H NMR & (CDCls, 600MHz, ppm,
J H-H=Hz); 8.19 (d, 2H, 3J=8.6, pyridin); 7.85 (d, 2H, 3J=8.3, Ar); 7.72 (td, 1H, 3J=7.9,
4J=1.7, pyridin); 7.49 (d, 2H, 3J=8.3, Ar); 7.03 (m, 1H, pyridin); 6.91 (s, 1H, H-2); 4.02
(d, 1H, 2J=16.1, H-5a); 3.84 (d, 1H, 2J=16.1, H-5b); 3.03 (s, 3H, -SO2CHz). 13C NMR &
(CDCls, 150MHz, ppm, J cF = Hz); 171.0 (C-4); 150.3; 147.8; 147.6; 139.9; 138.0;
127.9 (2C, Ar); 126.7 (2C, Ar); 120.8; 116.4; 62.0 (C-2); 44.4 (-SO2CHz3); 33.9 (C-5).
MS (70 eV): m/z (%) = 334 (M*, 30); 292 (32); 259 (25); 256 (20); 125 (60); 79 (100).
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2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-3-(pyridin-2-ylmethyl)thiazolidin-4-one 6e

Yield: 83.2%; Log P: 1.35; Qil; *H NMR & (CDCls, 250MHz, ppm, J H-H = Hz);
8.49 (br, 1H, pyridin); 7.91 (d, 2H, 3J=7.3, Ar); 7.64 (q, 1H,3J=7.5, pyridin); 7.48 (d, 2H,
3J=7.5, Ar); 7.19 (br, 2H, pyridin); 5.83 (s, 1H, H-2); 5.04 (d, 1H, 2J=15.0, H-6a); 3.85
(m, 2H, H-5, H-6b); 3.04 (s, 3H, -SO2CHs3). 13C NMR & (CDCls, 100MHz, ppm, J cF=
Hz); 171.4 (C-4); 154.9; 149.4; 145.6; 141.0; 136.9; 128.2 (2C, Ar); 128.1 (2C, Ar);
122.8; 122.6; 62.5 (C-2); 48.0 (C-6); 44.3 (-SO2CH3); 32.6 (C-5). MS (70 eV): m/z (%)
=273 (M-75; 2); 194 (1.2); 148 (0.7); 134 (1.2); 93 (100); 79 (2). C17H26N203S2 (M+H)*:
calculated 371.1463; found 371.1475.

2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-3-(4-(methylthio)phenyl)thiazolidin-4-one
6f

Yield: 82,6%; Log. P 2.64; M.p.: 217-218 °C; 'H NMR & (DMSO, 400MHz, ppm,
J n-H=Hz); 7.85 (d, 2H, 3J=8.4, -ArSO2CHj3); 7.67 (d, 2H, 3J=8.4, -ArSO2CHj3); 7.31 (d,
2H, 3J=8.7, -ArSCHz3); 7.18 (d, 2H, 3J=8.8, -ArSCH?3); 6.64 (br, 1H, H-2); 4.07 (dd, 1H,
2J=15.7,4J=1.5, H-5a); 3.90 (d, 1H, 2J=15.7, H-5b); 3.19 (s, 3H, -SO2CHz); 2.40 (s, 3H,
-SCHs3). 13C NMR & (DMSO, 100MHz, ppm, J c-F = Hz); 170.4 (C-4); 146.1 (Ar); 140.5
(Ar); 136.5 (Ar); 134.0 (Ar); 127.6 (2C, -ArSO2CHS3s); 127.4 (2C, -ArSO2CHs); 126.0 (2C,
-ArSCHs3); 125.7 (2C, -ArSCHa); 62.2 (C-2); 43.2 (-SO2CHg3s); 32.4 (C-5); 14.3 (-SCHg).
MS (70 eV): m/z (%) = 379 (M*, 75); 305 (25); 290 (15); 199 (8); 169 (100); 135 (60).

3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)thiazolidin-4-

one 69

Yield: 54,0%; Log. P: 1.98; M.p.: 241-243 °C; 'H NMR & (DMSO, 600MHz, ppm,
J v =Hz); 7.85 (d, 2H, 3J=8.3, Ar): 7.67 (d, 2H, 3J=8.2, Ar): 6.99 (d, 1H, 4J=1.9, Ar);
6.82 (d, 1H, 3J=8.3, Ar); 6.77 (dd, 1H, 3J=8.1, 4J=1.9, Ar); 6.52 (s, 1H, H-2); 5.97 (d,
2H, J=6.9, -OCH20-); 4.02 (d, 1H, 2J=15.7, H-5a); 3.87 (d, 1H, 2J=15.7, H-5b); 3.19 (s,
3H, -SO2CH3). 13C NMR & (DMSO, 150MHz, ppm, J c.F = Hz); 170.5 (C-4); 147.3 (Ar);
146.0 (Ar): 145.8 (Ar); 140.6 (Ar): 131.0 (Ar); 127.9 (2C, Ar); 127.4 (2C, Ar); 119.4 (Ar);
108.0 (Ar); 107.2 (Ar); 101.5 (-OCH20-); 62.8 (C-2); 43.2 (-SO2CH3); 32.4 (C-5). MS
(70 eV): miz (%) = 377 (M*, 70); 303 (30); 223 (12); 199 (6); 167 (100); 135 (50); 121
(13).
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Animals

Experiments were performed using 1-2 and 60 day-old male Wistar rats. These
animals were obtained from the Central Animal Facility of Universidade Federal de
Pelotas (Brazil) and were maintained in temperature controlled environment (23 £1 °
C), light/dark cycle of 12h, and the diet both solid as water is provided ad libitum to the
animals. The protocol was approved by the Ethics Committee and Animal
Experimentation of the Universidade Federal de Pelotas, Brazil under the protocol
number (CEEA 4975 and CEEA 9219).

Blood serum collection and isolation of lymphocytes

In order to obtain the serum, the blood was collected without anticoagulant and
centrifuged at 3500 rpm for 15 min at room temperature. The clot was removed by and
the resulting serum for used the biochemical determinations. Lymphocytes were
isolated from peripheral blood collected with EDTA and separated on a Ficoll-

Histopaque density gradient, according to Boyum et al, 1968 [29].

ADA enzyme assay

The compounds are solubilized in methanol and introduced in the enzymatic
assay at final concentrations of 50, 100, 250 and 500 pM. Adenosine deaminase
activity in lymphocytes and serum will be measured spectrophotometrically according
modified Guisti & Galanti, 1984 [30]. This method is based on the direct production of
ammonia when ADA acts in excess of adenosine. The results are expressed in U/L,
where one unit of ADA is defined as the amount of enzyme required to release 1 mmol

of ammonia per minute from adenosine in standard test conditions.

AChE enzyme assay

The effects of thiazolidinones in AChE enzyme activity in lymphocytes was
determined according to modified Ellman et al, 1961 [31]. The proteins of all samples
were adjusted to 0.1-0.2 mg/ml by Coomassie blue method according to Bradford,
1976 [32]. The reading of absorbance was performed on spectrophotometer at 412 nm
before and after 30 min of incubation at 27 °C. The compounds were tested in

concentrations from 50 to 500 pM, the activity of enzyme was calculated from the
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quotient between lymphocyte AChE activity and protein content, and results are
expressed as pmol of AcSch/h/mg of protein.

General cell culture procedures

The C6 cell line, of malignant glioblastoma multiform of rats, and the CHO cell
line, of Chinese hamster ovary, were obtained from American Type of Culture
Collection (ATCC). The cell growth and maintenance was promoted in low-glucose
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) containing 0.1% Fungizone and 100 U/L
gentamicin and supplemented with 5% or 10% fetal bovine serum (FBS)
respectively. The cells were maintained at 37°C in a humidified atmosphere with 5%
CO2. The culture of primary astrocyte were prepared as described by Da Frota et al,
2009 [33]. In summary, the cortex of neonatal Wistar rats (1-2 days old) were removed
and mechanically dissociated in a salt solution with Ca*? and Mg*? free balanced, pH
7.4. After 10 min of centrifugation (1000 rpm), the pellet was resuspended in DMEM
supplemented with 10% FBS. Then, the cells (3x10%) were plated in 96-well plates.
After 4 hours, plates were carefully stirred and washed with phosphate buffered saline
(PBS) and the medium was changed. Cultures were allowed growing up to confluence

by 20-25 days and the medium was replaced every 4 days.
Cell lines treatment with thiazolidinones

At first, to a screening treatment, all compounds were solubilized in
dimethylsulphoxide (DMSO) and were prepared and tested in DMEM at final
concentration of 100 uM, using of standard temozolomide in the same concentration
(TMZ; Temodal®). The glioma cells were seeded at 5 x 103 cells/well in DMEM/5% FBS
in 96-well plates. Cultures were exposed to compounds for 48h and 72h and the control
cells were treated with vehicle. Then, the thiazolidinones with four best results in
decreasing tumor cell viability, were taken for further tests in various concentrations (5,
25, 50, 100 and 250 pM). These tests followed the same protocol described above.

For cytotoxicity evaluation of six best compounds of AChE inhibitory effect
(5,6a-c), each thiazolidinone was soluted in DMSO and tested at final concentrations
of 100, 250 and 500 pM in CHO cells. The cells were seeded at 5 x 102 cells/well in
DMEM/10% FBS in 96-well plates and the culture was exposed to compounds for 48h.
The control cells were treated with vehicle. Similarly, analyzing the effects of all

molecules on a central nervous system cell of primary astrocytes, each thiazolidinone
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was soluted in DMSO and tested at final concentration of 100 and 250 pM. The cells
were seeded at 3 x 10% cells/well in DMEM/10% FBS and the culture was exposed to

compounds for 72h, using like negative control vehicle treated cells.

Cell viability assay

To analyze the antitumoral effects of thiazolidinones in C6 glioma cells, such as
the cytotoxicity of this compounds in CHO and primary astrocytes cells, was chosen
the method witch assess the cell viability, by the 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. This method is based on the ability of viable
cells to reduce MTT to formazan, a blue solid. The MTT solution was added in the wells
with medium in plates with 96 wells at final concentration of 0.5 mg/ml. Then, these
plates are brought to the incubator for 90 min at 37°C and a humidified atmosphere
with 5% CO2. After, the medium was removed and the formazan precipitate was
shaken with DMSO for 30 min. At 492nm, was measured the optical density of each
well, and the results were expressed as absorbance or percentage of inhibition,

considering the growth of the control group as 100%.

Statistical analysis

Data were analyzed by using one-way or two-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey’s post-hoc test for multiple comparisons in the softwares Graphpad
Prism 5 or Statistics 8. Furthermore, all data were expressed as mean + standard error

and the differences between mean values were considered significant when P <0.05.

3 Results and Discussion

Fourteen new 1,3-thiazolidin-4-ones were synthesized from multicomponent
(5a-d, 6a-d, 5f-g and 6f-g) or multicomponent one-pot (5e and 6e) reactions between
different amines 3a-g, two different aldehydes 1 or 2 and mercaptoacetic acid 4
(Scheme 1). All reactions were realized through conventional thermal heating
methodology, in toluene refluxing using a Dean-Stark apparatus for water removal by
azeotropic distillation. All compounds were obtained in regular to good yields and have
been properly purified and characterized.

In general, the yields obtained after purification varied from regular to good and

the methodologies were considerate efficient, in view of the obtaining of all proposed
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products. However, it is understood that different synthetic methodologies must be
tested to improve yields and to obtain the products in higher purity without purification.
All compounds were identified and characterized by mass spectrometry (GC-MS) and
nuclear magnetic resonance (NMR) of 'H and 3C. Besides that, the compounds 5b,
5c, 5e, 5f and 6¢ were also characterized by high resolution mass spectrometry
(HRMS). It is emphasized that all analyses are in full agreement with the proposed

structures.
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ii. a. teluene, reflux, BF3:MeOH, 3h; 5. HSCH,COOH 4, reflux, 16h for 5,6d
iii. a. toluene, reflux, PTSA, 3f; b. HSCH,COOH 4, reflux, 19h for 5,6f

iv. a. toluene, reflux, 3h; b. HSCH,COOH 4, reflux, 18h for 5,69

v. HSCH,COOH 4, tolueng, reflux, 4h for 5,6e

Scheme 1. Reagents and synthetic conditions of proposal thiazolidinones

It is important to note the difference in lipophilicity of the compounds, where the
compounds derivate of 4-(methylthio)benzaldehyde 5 posses the value of Log P clearly
higher than derivate of 4-(methylsulfonyl)benzaldehyde 6 (see 2.1.2). This fact may
affect the oral absorption and the penetration of the blood brain barrier. Due to the
lower value of lipophilicity, the compounds 6 probably cannot pass through the blood
brain barrier, having low or none effect at the level of central nervous system.

Differently, the compounds 5 probably presents good effect in SNC.

47



After the compounds were taken to the enzymatic assays. Firstly, it emphasized
that the methanol group didn’t reveal any difference from water control group in ADA
and AChE assays. On assay of ADA in lymphocytes, five compounds (5a, 5b, 6a, 6b
and 6c¢) present significant inhibition related to water control in the highest tested
concentration, 500 pM. At serum ADA assay, the results were quite similar, where the
compounds 5b, 5¢ and 6¢ revealed inhibitory effect of ADA at 500 uM and 5a, 6a and
6b at 250 and 500 uM. It emphasizes that the compounds 6f and 6g were not tested
in this protocol due to insolubility in methanol at all tested concentrations. For the same
reason, the compounds 5d, 5f and 6d were evaluated at concentrations of 50, 100 and
250 puM and 5g only at 50 and 100 puM (Table 1).

Table 1. Effect of thiazolidinones on serum and lymphocytic ADA.

In vitro ADA activity on serum and lymphocytes - U/l + (Std. Error)

Biological
Comp. Water  Methanol

Sample Control  Control  20MM  100uM 250 uM 500 uM
Serum 24.09+ 2444+ 1807+ 16.00+ 13.81+ 10.73%
= %L.58) (1.31) (2.61) (2.13)  (2.28)*  (2.42)°
Lymphocytes °020% 3093+ 2958+ 2990+ 2831+ 2284
(1.00) (1.07) (1.72) (1.60) (1.98) (122)
Serum 2176+ 2166+ 17.79+ 17.22+ 1455+ 1141+
5h 3%).53& (2.07) (1.98) (2.60) (2.11)  (0.67)
Lymphocytes : - 30.93 + 31.85+ 31.62 + 25.12 + 19.81 +
(1.00) (1.07) (1.74) (1.89) (1.21)  (1.18p
S 30.09+ 2907+ 2788+ 2768+ 2328+ 20.11 !

5¢ 2%.'&?&; (1.59) (1.48) (1.53) (2.04) (1.33)

Lymphocytes 2891+ 2467+ 2583+ 2459+ 2530%
(0.91) (0.99) (0.67) (2.04) (1.03) (0.83)
. 2533 9476+ 2356+ 2201+ 1872+
54 2%25& (0.93) (3.04) (2.64) (3.21) )
Lymphocytes Y9 2587+ 2572+ 2691+ 2574+
(0.94) (1.11) (1.17) (1.11) (1.30) )
Serum  2858%  og03:+ 2566+ 2303+ 2013+ 19.16%
e L&Y, (185 (4.20) (2.55) (2.96) (2.30)
Lymphocytes 77 2541+ 2356+ 24.63+ 26.02+ 26.06+*
(1.14) (1.14) (1.01) (1.03) (0.22) (0.78)

Serum  2384% o375+ 2140+ 2193+ 2116+ )
51 098 (1290 (@35  (1.33)  (1.26)
Lymphocytes 2587+ 27.96+ 28.66+ 27.49% )
0.94)  (111)  (1.81)  (1.74)  (1.65)
corum 2384+ 2372% 2486% 24701 ) )
%).98) (1.29) (1.36) %.02)
& 2503+ 2587+ 2832+ 29.84%
Lymphocytes - -
(0.94) (1.11) (0.59) (0.57)
s 2350+ 2349+ 2235+ 2024+ 1681+ 13.68+
erum 0.85) (2.24)  (1.39) (1.38)  (0.58)*  (0.33)°
6a 28.03* 2891+ 2669+ 2661+ 2607+ 2250+

Lymphocytes = Jo1)  (0.99) (045  (067)  (L18) (142
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cerum  2359% 2349 1975 1939: 1697+ 10.24+
- (0.85)  (224) (175  (1.03)  (0.44°  (0.95)
3050+ 3093+ 30.08+ 2845+ 2589+ 2153+
Lymphocytes =100y “(lo7)  (150)  (L59)  (1.36)  (L.62)°
cerum 2357+ 2293 2222% 2078+ 1645+ 14.73%
6 2.35)  (2.00)  (232)  (1.91)  (137)  (L21)
2803+ 2891+ 2615+ 2723+ 2535+ 2241+
Lymphocytes  “ 91y “0.99)  (0.86)  (0.79)  (0.85)  (1.36)°
ey 2384% 2372 2155% 2213% 2297+ ]
5 0.98)  (1.29)  (1.26)  (1.80)  (1.80)
2500+ 2541+ 2306+ 2342t 24.04+
Lymphocytes "1 9" “(114)  (1.06)  (0.86)  (0.36) )
corum 2533+ 2476 2629+ 2422% 2420+ 2259+
5o @73 (093 (48 (229 (185  (17)
Lymphocytes 22-00% 2541+ 2272+ 2292+ 2175+ 22.88%
(1.14)  (1.14)  (133)  (L72)  (2.29)  (1.19)

As regards the effect of the compounds 6f and 6g in the AChE activity in

lymphocytes, it was also not possible to evaluate due to its insolubility in methanol. For

the same reason, 5f and 5g were tested only in 50 and 100 pM and do not show

activity. Compounds 5e and 6e demonstrate significant inhibitory AChE activity

compared to the water control, however just at higher concentration (500 uM). The

thiazolidinones 5a-c and 6a-c presented the best activities of AChE inhibition (Figure
2). Compounds 5b (65.9%), 5c (65.4%), 6a (34.3%), 6b (56.5%) and 6¢ (51.0%)
presented good inhibitory effect different at 50 uM. Furthermore, 5a (34.1%) present

statistical difference at 100 pM. Curiously, the same six molecules with the best results
in AChE inhibition were the best results in ADA inhibition.
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Figure 2. The inhibitory effect of thiazolidinones 5,6a-c on AChE activity in rat
lymphocytes. Bars represent means = SEM; *represents statistical difference from
water control group, considering P<0.05; *P<0.01; ***P<0.001 (One-way ANOVA
followed by post-hoc Tukey’s test, n=5).

Comparing the structure of active and inactive thiazolidinones in enzyme
assays, it is clear the importance of the substituent at the 3-position, derived from the
amine used in the reaction. The compounds 5a-c and 6a-c revealed high percentage
of inhibition of AChE activity and the other compounds didn’t reveal any results from
inhibition or not as pronounced. It emphasizes the similarity of the substituents at
position 3 of these six compounds with the natural substrate acetylcholine (Figure 3).
These thiazolidinones have an ethylenic or propylenic carbon chain between the amide
nitrogen and the amine nitrogen, similar to ethylenic chain between oxygen ester and

tertiary amine nitrogen of acetylcholine.
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According to the obtained percentage of inhibition, the compounds with
propylenic carbon chain, 5b (ranging from 65,9%-92,2%), 5c (65,4%-93,3%), 6b
(56,5%-87,9%) and 6¢ (51,0%-84,6%), appears to be more efficient for the AChE
inhibition than the compounds 5a (15,3%-78,0%) and 6a (34,3%-75,0%) (Figure 3).
The aryl group also influence the activities. Generally, the compounds 5, derivate from
4-(methylthio)benzaldehyde, appears to be more effective than compounds 6, derivate

from 4-(methylsulfonyl)benzaldehyde.

CN/\/ Y\S O\'w\/ \F/:S ~oN~ \/\S

56a R 5,6b 5,6¢ R

ACh
Figure 3. The structural similarity of thiazolidinones and acetylcholine.

Then, the compounds 5a-c and 6a-c, with higher inhibitory effect of AChE, were
tested in CHO cells for evaluation of cytotoxicity by MTT assay method and the results
were demonstrated in Figure 4. It can be seen in the figure that the compounds 6 have
not present significant cytotoxicity, apparently demonstrating a safe profile. Only the
molecule 6b at high concentration (500 uM) present statistical difference comparing to
control group. However, compounds 5 were considered by statistical analyses more
toxic than compounds 6. 5a, 5b and 5c¢ decreasing of cell viability of CHO cell at 250
and 500 puM. Further, the compound 5b presented cytotoxicity at 100 uM, the lowest

tested concentration.

51



CHO cell line treatment - 48h
0.25+

B8 100 pma
— A ° 2, £33 250 uw
| — | — W
0.204 A8 T 3 500 pme
c D . =
— — T .,
~— d l
E *
£ 0.151 L
(0]
o
fe
@ *
2 T
2 0.101
o)
<
0.05 H
0.00 T T T T T T
& <@ ® « 4 ® <
0“‘

Figure 4. Evaluation of cytotoxicity of thiazolidinones 5,6a-c in normal CHO cell line
by MTT assay in 48h. Capital letters represents statistical difference between all
groups (treatment and control) and small letters represents difference between
concentrations; *represents statistical difference from DMSO control group,
considering P<0.05 (Two-way ANOVA followed by Tukey’s test, n=3). Bars represent
means = SEM.

Therefore, in general, the thiazolidinones appears like potential agents for
anticholinesterase therapy. It is emphasized a good therapeutic window, because
compounds 5c, 6b and 6c demonstrate the good inhibitory activity in lower
concentrations tested (50 uM) with good safety, presenting toxicity only in 250 and 500
pUM. Compound 5b with high toxicity should be further analyzed to assess its true risk-
benefit.

Then, the study of the antitumor effect of all synthesized thiazolidinones in C6
cell line was carried out. The results of the screening at 100 uM in 48h and 72h of
exposure are shown in Figure 5, presented as percentage of cell viability, considering
the mean of DMSO control group as 100%.

The compound 59 (61.2%) was the only that show difference from the positive
control TMZ (42.3%) in 48h, however the compounds 5b (52.2%), 5e (48.0%) and 6e
(47.2%) also showed good results of inhibition of tumor cell viability at 200 uM. In 72h,
all compounds demonstrated difference from DMSO at 100 pM. It is important to note
that the compounds 5a (61.0%), 5b (78.0%), 5¢ (67.5%), 5d (48.5%), 5e (75.0%), 59
(81.7%) and 6e (77,0%) presents statistical difference from TMZ in 72h.
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Figure 5. Antitumor Screening at 100 uM of thiazolidinones proposed in 48h and 72h
of exposure. Bars represent means + SEM; *represents statistical difference from
DMSO control group, considering P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; #represents
statistical difference from TMZ (100 pM) positive control group, considering P<0.05
(One-way ANOVA followed by post-hoc Tukey’s test, n=4).

Considering the results of Figure 5, the four best active thiazolidinones 5b, 5e,
5g and 6e were carried to concentration-responding test, as shown in Figure 6. It can
be observed the importance of concentration for the activity in both tested times. In
48h, the compounds 5b and 5e presented inhibition since 100 uM, 5g since 50 uM and
6e since 25 pM. In 72h, 5g and 6e maintained its activity since 50 uM and 25 uM,
respectively. The best results were found for 5b and 5e that presented significant
activity at 5 uM, the lowest concentration tested. These results showed that the time

was important for the activity of 5b and 5e (see 48h and 72h).
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Figure 6. Evaluation of inhibitory effect of different concentrations of
thiazolidinones 5b, 5e, 5g and 6e in cell viability. A. C6 cells treatment with different
concentrations of 5b, 5e, 5g and 6e in 48h B. C6 cells treatment with different
concentrations of 5b, 5e, 5g and 6e in 72h. Bars represent means + SEM; *represents
statistical difference from DMSO group, P<0.05; *P<0.01; ***P<0.001 (One-way
ANOVA followed by Tukey’s test, n=4).

These results reinforce the potential of 1,3-thiazolidin-4-ones as antitumor

agents, according to reviewed by Jain et al, 2012 [34], and Tripathi et al, 2014 [3]. A
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large number of thiazolidinone derivatives with the most different substituents have
been reported in the literature for possess potential antitumor activity, but is uncommon
the study against glioma cells [3,34].
In general, it's clear the importance of 2-(4-methylthio)phenyl group (5) once
these compounds demonstrated better results than compounds 6 (2-(4-
methylsunfonyl)phenyl). From seven different amines studied, four of the best
compounds have propylpiperidine (b), benzo-3,4-metiledioxi (g) or methylpyridine (e)
moieties. It can be noted that the substituent 3-methylpyridin-2-yl (e) could be
important for antitumor action, in view of the two compounds (5e and 6e) that possess
this substituent are among the top four. Furthermore, the compound 6e was clearly the
best compound of series 6, demonstrating the importance of this group to the activity.
It emphasized that there was reported in the literature thiazolidinone with
pyridine core with good anti-tumor effect [35], groups contained in compounds 5e and
6e. Thus, another authors reported thiazolidinones derivated from
diethylaminopropylamine, similar to aminoethylpiperidine used for obtaining of
compound 5b, also with good anti-tumor activity [36]. These compounds also
contained the benzo-3,4-methylenedioxy core, which are present in compound 5g.
In addition, it was evaluated the cytotoxic effect of all compounds through the
MTT assay in primary astrocytes cells, to verified the therapeutic window. Figure 3
shows that ten of fourteen compounds do not present statistical differences from
DSMO in 72h at 250 puM. However, the compounds 5a, 5b, 5¢ and 6¢ were cytotoxic
at this concentration. It emphasized that none compound present any cytotoxicity at
100 uM, demonstrating clearly safe profile at this concentration. Three of the top four
in antitumor test were not cytotoxic in these analysis (5e, 5g and 6e) and only 5b was

considerate toxic to normal cell, however just at 250 pM.
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Figure 7. Evaluation of treatment of astrocytes cells with proposal thiazolidinones at
100 uM and 250 uM in 72h. *represents statistical difference from DMSO control group,
considering P<0.05; **P<0.01; **P<0.001 (One-way ANOVA followed by Tukey’s test,
n=3). Bars represent means + SEM.

Thereby, the antitumor assay discovered at least four potential compounds to
glioma therapy. These compounds will continue to be investigated and further tests will
be carried out, including in vivo tests. Both the toxicity of 5b and low lipophilicity of 6e
could be adjusted by pharmacological or biotechnological techniques, including

nanocapsules to try resolve these problems.
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4 Conclusions

It's important to highlight the achievement of fourteen new thiazolidinones that
are fully identified and characterized. All reaction conditions were efficient for the
synthesis of desire compounds. Considering the best thiazolidinones in lymphocytic
AChE and in CHO MTT assays, three compounds (5c, 6b, 6¢) were considered
potential acetylcholinesterase inhibitors with safe action. Only a few compounds
presented inhibitory effect in ADA assay, however just at high concentrations. Taking
into account the obtained results in antitumor evaluation, at least four compounds (5b,
5e, 59, 6e) may be placed as potential agent for glioma treatment. The prognosis and
chemoresistance to therapy of GBM makes it extremely relevant to search for new
therapeutic agents, including thiazolidinones and the synthesized compounds
demonstrate excellent potential anti glioma with significant inhibition in low doses.

Lastly, studies are needed to evaluate correctly mechanism of AChE inhibition
and mechanism of cell death. Furthermore, the structure-activity relationship should
be more evaluated to study the pharmacophore core. Then it is emphasized that new
studies have been grounded, including in vivo trials to confirm the potential of these
thiazolidinones as safe therapeutic agents with anticholinesterase and/or antitumor

effect.

Supplementary Information

The supplementary information contains the GC/MS and 'H and 3C NMR
spectra of all synthesized compounds, besides that, HRMS analyses and the results

of ADA assay.
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Figure S16. 13C NMR spectrum of compound 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(2-
(piperidin-1-yl)ethyl)thiazolidin-4-one 5a.
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Figure S17. 'H NMR spectrum of compound 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-
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Figure S18. 13C NMR spectrum of compound 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-
1-yl)propyl)thiazolidin-4-one 5b.
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Figure S19. 'H NMR spectrum of compound 3-(3-(diethylamino)propyl)-2-(4-
(methylthio)phenyl)thiazolidin-4-one 5c.
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Figure S20. 13C NMR spectrum of compound 3-(3-(diethylamino)propyl)-2-(4-
(methylthio)phenyl)thiazolidin-4-one 5c.
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Figure S21. 'H NMR spectrum of compound 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(pyridin-2-
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Figure S23. 'H NMR spectrum of compound 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(pyridin-2-
ylmethyl)thiazolidin-4-one 5e.
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Figure S24. 3C NMR spectrum of compound 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(pyridin-2-
ylmethyl)thiazolidin-4-one 5e.
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Figure S27. 'H NMR spectrum of compound 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-(4-
(methylthio)phenyl)thiazolidin-4-one 5g.
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Figure S28. 3C NMR spectrum of compound 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-(4-
(methylthio)phenyl)thiazolidin-4-one 5g.
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Figure S29. 'H NMR spectrum of compound 2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-3-(2-

(piperidin-1-yl)ethyl)thiazolidin-4-one 6a.
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Figure S30. 13C NMR spectrum of compound 2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-3-(2-

(piperidin-1-yl)ethyl)thiazolidin-4-one 6a.
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Figure S31. 'H NMR spectrum of compound 2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-3-(3-
(piperidin-1-yl)propyl)thiazolidin-4-one 6b.
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Figure S32. 13C NMR spectrum of compound 2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-3-(3-
(piperidin-1-yl)propylthiazolidin-4-one 6b.

84



O\ 4
Y\S
\I 8 S [— 4000
\\/N\u/\yzNgf
2
7 6
=5=0
L |
b 2000¢
I
| 1 -
= 1000
I
‘ L
L AA 1
A LA LA,
NN - - W e .- o
— T T S e i L B —
9.0 80 7.0 60 50 40 30 20 1.0 0.0

ppm (t1)

Figure S33. 'H NMR spectrum of compound 3-(3-(diethylamino)propyl)-2-(4-
(methylsulfonyl)phenyl)thiazolidin-4-one 6c.
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Figure S34. 13C NMR spectrum of compound 3-(3-(diethylamino)propyl)-2-(4-
(methylsulfonyl)phenyl)thiazolidin-4-one 6c¢.
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Figure S35. 'H NMR spectrum of compound 2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-3-(pyridin-
2-yhthiazolidin-4-one 6d.
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Figure S36. 13C NMR spectrum of compound 2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-3-(pyridin-
2-yl)thiazolidin-4-one 6d.
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Figure S37. 'H NMR spectrum of compound 2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-3-(pyridin-

2-ylmethyl)thiazolidin-4-one 6e.
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Figure S38. 13C NMR spectrum of compound 2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-3-(pyridin-

2-ylmethyl)thiazolidin-4-one 6e.
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(methylthio)phenyl)thiazolidin-4-one 6f.
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Figure S40. 3C NMR spectrum of compound 2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-3-(4-
(methylthio)phenyl)thiazolidin-4-one 6f.

88



pom (1)

§328 338G RRERREE
AN NS DOV OUOUOUODOOVN
w
O 4 _ 5
S
N
I X
(e}
=$=0
=X
— .\.J\‘-)\_}' A___./‘; -
N - o - ~
28 2E B 3
—=
80 10 6.0

2888 @& g8%
T v o, Ll NN
\[
TR
e U U L U S Y VU
- =
& >
e . e
50 40 3.0 20 10 00

= T000C

Figure S41. 'H NMR spectrum of compound 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-(4-
(methylsulfonyl)phenyl)thiazolidin-4-one 6g.
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Figure S42. 13C NMR spectrum of compound 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-(4-
(methylsulfonyl)phenyl)thiazolidin-4-one 6g.
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Figure S43. HRMS of compound 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-1-

yl)propyl)thiazolidin-4-one 5b.
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Figure S45. HRMS of compound

2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(pyridin-2-
ylmethyl)thiazolidin-4-one 5e.
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93



Found:

1007 371.1475 3.43e4
| b
.372.1612
373.1518
0_ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T | m/z
356 358 360 362 364 366 368 370 372 374 376 378 380 382 384 386 388 390 392
Calculated:
100+ 371.1463 7.34e12
2
572.1492
3/73.1445
O T T T T | | T T T T T T | T T T T T T T T T T T T T T | | T T T T
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5. Concluséo

E importante destacar a obtencéo de quatorze novas tiazolidinonas devidamente
identificadas e caracterizadas. Todas as condigcbes reacionais apresentaram-se
eficientes na sintese dos compostos propostos. Considerando os melhores resultados
das tiazolidinonas na inibicdo da AChE em linfocitos e no ensaio do MTT em células
CHO, trés compostos (5c¢, 6b, 6¢) foram considerados potenciais inibidores da
acetilcolinesterase e seguros, com possibilidade de tornaram-se agentes anti-
inflamatdérios. Poucos compostos apresentaram efeito inibitorio no ensaio da enzima
ADA, no entanto apenas em altas concentracdes. Levando em conta os resultados
obtidos na avaliagcdo antitumoral, pelo menos quatro compostos (5b, 5e, 5g, 6e)
podem ser considerados potenciais agentes para o tratamento de gliomas. O
prognostico e a quimioresisténcia a terapia do GBM tornam a pesquisa por novos
agentes terapéuticos extremamente relevante, incluindo dentre esses as
tiazolidinonas, e 0os compostos sintetizados demonstraram excelente potencial anti
glioma com inibicéo significativa em baixas doses.

Finalmente, novos estudos sdo necessarios para a avaliagdo do mecanismo
correto de inibicdo da AChE e de morte celular. Adicionalmente, a relagéo estrutura-
atividade deve ser melhor avaliada a fim de tentar definir grupamentos importantes
para a atividade. Ainda, ressalta-se que novos estudos tém sido fundamentados,
incluindo ensaios in vivo a fim de confirmar o potencial dessas tiazolidinonas como

agentes terapéuticos seguros com atividade anticolinesterasica e/ou antitumoral.
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