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RESUMO

A psoriase € uma doenca inflamatéria crénica da pele caracterizada pela
hiperproliferacao dos queratindcitos. Apesar de ndo se conhecer a causa da doenga,
sabe-se que ela envolve uma série de alteragbes no sistema imune inato e
adquirido, principalmente. Entre essas alteragbes estdo o aumento da producao de
citocinas pré-inflamatérias como a interleucina 1 e o fator de necrose tumoral a
(TNF- a).

O metotrexato € um antinéoplasico analogo do acido folico, mas que tem seu
uso consolidado no tratamento da psoriase. Sua agao principal esta na inibigao
indireta de células em crescimento exponencial, como células tumorais e em
proliferagao.

A modulagdo dos niveis de TNF-a vem a ser uma boa alternativa para o
controle da psoriase. A talidomida foi o primeiro farmaco que desempenhava tal
atividade, mas devido a sua teratogenicidade deixou de ser utilizada. Descobriu-se
que a fungao antiinflamatéria estava relacionada a parte ftalimidica da molécula.
Entdo, a partir dai passou-se a sintetizar derivados que pudessem ter a mesma
atividade, porém com toxicidade reduzida.

Esse trabalho visa a sintese de um pro-farmaco reciproco, com a finalidade
de uso topico, unindo as atividades antiinflamatorias e antiproliferativa do
metotrexato e imunomoduladora do derivado ftalimidico, o cloreto de 4-(1,3-dioxo-
1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)benzenosulfonil, para a redugdo de efeitos adversos e
toxicidade decorrente do tratamento, visando a melhora da qualidade de vida do

paciente.



ABREVIATURAS
CCD - Cromatografia em camada delgada
DFR - Diidrofolatoredutase
IV - Infravermelho
MTX - Metotrexato
RMN C e 'H - Ressonancia magnética nuclear de carbono 13 e de
hidrogénio 1
UV — Ultravioleta
NCE - Nova entidade quimica
DMSO - Dimetilsulféxido
NaOH — Hidroxido de sodio
TNF-a — Fator de necrose tumoral
REA — Relacéao entre estrutura quim-atividade

KBr — Brometo de potassio
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1. INTRODUCAO

A psoriase é uma doenca inflamatéria cronica da pele e das articulacdes,
caracterizada pela hiperproliferacdo dos queratindcitos. Considerava-se que a base
da etiopatogenia da doenga era apenas um disturbio dos queratinécitos da pele,
mas, atualmente, sabe-se que envolve também uma alteragdo imunolégica mediada
pela resposta do tipo Th1 (ROMITI et al., 2009).

E uma doenca cronica que ndo possui cura em definitivo, pode apresentar
melhoras do seu quadro clinico, mas retorna periodicamente. Apesar de nao
comprometer a funcionalidade do corpo humano em seus estagios mais leves, se
nao for controlada pode afetar diversas areas do corpo e o seu controle fica ainda
mais dificil. E comprovado que o tabagismo e o consumo excessivo de bebidas
alcodlicas podem desencadear ou agravar o estado clinico da doenga, assim como o
estado emocional do paciente pode interferir na intensidade da moléstia.

Esta dermatose acomete igualmente homens e mulheres do mundo inteiro.
Aspectos ambientais, geograficos e étnicos interferem na sua incidéncia, sendo
menos comum nhas regides tropicais e subtropicais. O pico do inicio da doenga
encontra-se entre duas faixas etarias, uma aos vinte e outra aos cinquenta anos,
associando-se a antigenos de histocompatibilidade distintos (ARRUDA et al., 2001).
Casos de psoriase que se iniciam na infancia estdo relacionados com maior
frequéncia a casos familiares (KRUGER; DUVIC, 1994).

A patogenia da doengca envolve uma aceleragdo do ciclo germinativo
epidérmico, com aumento das células em proliferacdo e diminuicdo do tempo de
renovagao celular tanto da lesdo, quanto da pele normal (ROMITI, 2009). A
imunopatogenia da psoriase € complexa e envolve alteragdes do sistema imune

inato e adquirido, pois as células do sistema imune inato ativadas produzem fatores

Renato Eiji Mimura
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de crescimento, citocinas e quimiocinas, que atuam sobre as células do sistema
imune adquirido.

Clinicamente a psoriase pode se manifestar de diversas maneiras,
dependendo também do grau em que a moléstia se encontra. Mas de forma geral
sempre apresenta as seguintes caracteristicas: eritema, escamacao e edema e é
classificada em:

» Psoriase wvulgar: formacdo de placas de varios tamanhos,
avermelhadas e secas em partes do corpo como o couro cabeludo e extremidades

do corpo;

Figura 1: Lesbes de psoriase vulgar (LIMA, 2011).

» Psoriase invertida: lesdes umidas e locais como dobras do corpo;
» Psoriase gutata: lesbes em forma de gota associadas a processos

infecciosos;

Figura 2: Psoriase gutata (LIMA 2011).

Renato Eiji Mimura
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» Psoriase eritrodérmica: lesdes com episdédios de febre e

comprometimento sistémico, em quase toda a totalidade do corpo (75%);

Figura 3: Psoriase eritrodérmica (PSORIASE, 2010)

» Psoriase ungueal: atinge as unhas dos pés e maos;

Figura 4: Psoriase ungueal (LIMA, 2011).

» Psoriase artropatica: afeta as articulagées do corpo, provocando artrite;
» Psoriase pustulosa: lesbes com formacéao de pus €;
» Psoriase palmo-plantar: lesdes que afetam a palma das maos e sola

dos pés, formando fissuras de dificil tratamento (TAKAHASHI, 2009).

Figura 5: Psoriase palmo-plantar (www.dermatologia.net).

Renato Eiji Mimura
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Apesar de ser desconhecida a causa da psoriase, sabe-se que sao
necessarios fatores ambientais, imunoldgicos e genéticos para que a doenga se
desenvolva. A hereditariedade constitui um fator importante, pois quando transmitida
a suscetibilidade a doenga dos pais para o filho, aumenta a probabilidade em
desenvolvé-la. Mas para que a psoriase se expresse clinicamente € necessario que
0 paciente desenvolva na pele uma resposta imunologica mediada por linfocitos T
(MARTINS; ARRUDA, 2004).

Os fatores ambientais desencadeantes da doenga geralmente sédo traumas
mecanicos, infecgbes, medicamentos e estresse emocional. A ativacdo dos
queratindcitos da pele leva a produgao, principalmente, de citocinas como a
Interleucina-1 e o fator de necrose tumoral alfa (IL-1 e TNF-a). Essas citocinas
ativam as células dendriticas da epiderme e da derme, que por sua vez, juntamente
com os queratindcitos, produzem uma série de quimiocinas, citocinas e fatores de
crescimento.

As células dendriticas ativadas processam um antigeno que é apresentado
aos linfécitos T do linfonodo regional. Os linfécitos T dos pacientes com psoriase
diferenciam-se preferencialmente em LTCD4+ tipo 1 (produtor de INF-y, TNF-a e IL-
2) e tipo 17 (produtor de TNF-a, IL-6, IL-17, IL-22) e LTCD8+ tipo 1 (produtor de INF-
v, TNF-a, perforinas e granzima B). Os linfocitos T migram para a derme e a
epiderme encontrando macréfagos e as células dendriticas, cuja sua interagao
provoca a amplificagao do processo inflamatério (SANCHEZ, 2010). As interleucinas
1 e 6 sdo as principais responsaveis pela hiperproliferacido dos queratindcitos, atuam
como mitégenos para esse tipo de célula, assim como o INF-y (MARQUES, 2009).

O tratamento da psoriase vai depender do estagio em que a doenca se

encontra, em casos mais leves a monoterapia tépica costuma ser eficiente no

Renato Eiji Mimura
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controle das lesbes. Ja os casos moderados a grave, a terapia topica associada a
uma fototerapia e/ou uma terapia sistémica aceleram o processo de melhoria, com
mais conforto (MARTINS; CHAUL, 2009).

Para o tratamento topico das lesdes encontram-se o0s seguintes
medicamentos: corticosteroides topicos, analogos da vitamina D, alcatrao, antralina,
imunomoduladores e retindides topicos.

Os corticosterdides sdo conhecidos por possuir boa atividade anti-
inflamatdria, pela agdo na redugdao da quimiotaxia leucocitaria, da sintese de
moléculas pro-inflamatodrias, da liberagao de citocinas e da permeabilidade capilar.
Além disso, os corticosterdides desempenham uma atividade antiproliferativa,
imunossupressora, vasoconstritora e antipruriginosa. Quando usados topicamente e
de forma correta, a probabilidade dos corticosterdides apresentarem reacgdes
adversas é pequena, mas dentre as possiveis manifestacées pode-se citar: atrofia
cutanea epidérmica e dérmica, branqueamento da pele, hipertricose, eritema,
erupcoes acneiformes, dermatite perioral e de contato, e infecgcbes bacterianas,
virais e fungicas. Se absorvido percutaneamente os efeitos sistémicos mais comuns
sao a sindrome de Cushing, aumento da glicemia e da presséao arterial, osteoporose
e diminuig&o do cortisol plasmatico (MARTINS; CHAUL, 2009).

Os analogos da vitamina D (calcitriol e calcipotriol) possuem agado semelhante
a um corticosterdide de grau Ill de poténcia, sua acédo estd na inibicdo da
proliferagdo epidérmica, na modificagdo da resposta imune pela ligacédo aos
receptores de vitamina D e no estimulo da diferenciacdo dos queratindcitos.
Recomendados para formas leves a médias da psoriase. Os efeitos adversos mais
comuns sao de irritacdo cutanea local, ardor, prurido eritema, foliculite e alteracdes

na pigmentacéao local (MARTINS; CHAUL, 2009).

Renato Eiji Mimura
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A antralina ndo possui mecanismos de agao bem esclarecidos, mas acredita-
se que sua atividade esta ligada a redugcdo da atividade mitética das células
epidérmicas. E indicada para os tipos de psoriase em placas, ungueal e do couro
cabeludo. E contra-indicada nas psoriases eritrodérmica e pustulosas. O eritema e a
sensagao de queimacao nas lesdes sado os principais efeitos adversos. Apesar de
ser considerado um antipsoriastico eficaz, por oxidar-se no contato com o ar, a
antralina causa manchas na pele e nas vestimentas, o que limita seu uso
(MARTINS; CHAUL, 2009).

O alcatrao tem eficacia moderada no tratamento da psoriase, o coaltar é a
principal substancia dessa classe. Devido ao odor desagradavel o alcatrdo é
considerado como opgao alternativa para o tratamento. Ja os imunomoduladores e
retindides topicos possuem estudos que comprovam sua eficacia na terapia
antipsoriase, mas a sua utilizagado ainda é limitada no Brasil (MARTINS; CHAUL,
2009).

O tratamento sistémico da doenca € iniciado em casos mais graves da
doenga, isto €, nas psoriases do tipo eritrodérmica, pustulosa generalizada e
artrostatica. Os farmacos mais utilizados na terapia sistémica sdo o metotrexato, a
acitretina e os imunomoduladores biolégicos.

O metotrexato € um farmaco também utilizado no controle de neoplasias
devido a sua acdo antimetabdlica. E um anélogo do &cido félico e atua de forma
competitiva na inibicdo da enzima diidrofolato-redutase (DFR), resultando na
inativagdo da timidilato sintetase (responsavel por transformar o acido desoxiuridilico
em acido desoxitimidilico) e atuando indiretamente na sintese de dna. sua agéo é
efetiva em células em crescimento exponencial, ou seja, células tumorais e em

proliferacao.
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De acordo com Martins e Arruda “Seu uso como antipsoriastico foi aprovado
pelo FDA em 1971, inicialmente devido a seu efeito nos queratinocitos em rapida
divisdo, mas descobriu-se que também possui um efeito antiinfimatério diminuindo a
quimiotaxia dos polimorfonucleares, inibindo a inflamagéo cutdanea Cb5-induzida,
diminuindo a quimiotaxia B4-induzida e o numero de células OK-T6 positivas na
epiderme. Enfim, a eficacia do MTX na psoriase deve-se também a suas
propriedades imunomoduladoras, freando a produgdo de IL-1 e diminuindo a
densidade de células de Langherhans na epiderme, parecendo ainda ter efeito nas
células apresentadoras de antigeno” (MARTINS; ARRUDA, 2004).

A dose recomendada semanalmente varia entre 7,5 a 30 mg. A longo prazo o
principal efeito colateral € a toxicidade hepatica cumulativa, no qual ha grandes
chances de se desenvolver fibroses e cirroses. Portanto, bidpsias hepaticas sao
importantes no inicio do tratamento e no seu monitoramento. Ja as reacdes adversas
relatadas do uso do metotrexato na psoriase sdo: leucopenia, trombocitopenia,
anemia megaloblastica, cefaléia, mal-estar geral, vertigens, dificuldade de
concentracao, disturbios digestivos, ulceracdes gastricas, alopecia,
fotossensibilidade, urticaria, febre e depressdo. Com isso, o monitoramento
laboratorial dos parametros bioquimicos do sangue e das enzimas é importante
(MARTINS; ARRUDA, 2004).

O metotrexato €& contra-indicado nos seguintes casos: gravidez e
amamentacgao, portadores do virus do HIV, consumo excessivo de alcool (mais que
100 g diarios), individuos imunodeficientes, hepatite, cirrose, doenca infecciosa ativa,
ulcera gastroduodenal, hemoglobina baixa (abaixo de 10 g/dL), leucopenia (abaixo

de 3000/mm?) e plaquetas abaixo de 100.000/mm? (MARTINS; ARRUDA, 2004).

Renato Eiji Mimura
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A acitretina é um retindide sintético de segunda geragdo. E um antipsoriastico
que a agao também esta associada no controle de algumas dermatoses, disturbios
de queratinizagao, linfomas cutdneos e na quimioprevencao e tratamento de cancer
cutdneo em genodermatoses. Os retindides sao conhecidos por atuarem em
receptores nucleares, 0 que altera uma série de expressdes génicas que alteram o
desenvolvimento da doenga. O mecanismo na psoriase nao é esclarecido, o que se
sabe é que possui um efeito antiinflamatério, imunomodulador (mas nao
imunossupressor) e de controle do crescimento e diferenciagdo das células
epidérmicas (MARTINS; ARRUDA, 2004).

Assim como para o metotrexato é necessario realizar uma série de exames
pré-clinicos, o que inclui hemograma completo, glicose, uréia, creatinina, colesterol
total, triglicérides e enzimas hepaticas. Dos efeitos adversos decorrentes do uso da
acitretina 0 mais perigoso é a teratogenicidade, portanto € absolutamente contra-
indicado na gravidez. Dentre os efeitos adversos mais comuns pode-se citar:
queilite, boca seca, nariz seco, epistaxe, prurido, fotossensibilidade, descamacgao
cutanea, dificuldade de cicatrizagdo, deformagéo ungueal, alopecia, vaginite, uretrite
e sangramento retal. Além disso, a longo prazo pode provocar hiperlipidemia e
hepatotoxicidade e osteoporose. Comparado ao metotrexato, a acitretina pode
promover um tratamento mais prolongado, uma vez que os efeitos colaterais sao
toleraveis e passiveis de controle mediante ajuste de dose (MARTINS; ARRUDA,
2004).

Os imunomoduladores biolégicos constituem nova alternativa que passou a
ser utilizada no controle, prevencao ou cura de doengcas em humanos. De acordo
com o FDA, por definigdo, os bioldgicos representam uma classe de agentes

derivada de material vivo (humano, vegetal, animal ou microrganismo) (MENTER et
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al., 2003). As terapias bioldgicas incluem: preparados biolégicos, como derivados do
sangue e vacinas; peptideos ou proteinas recombinantes, como hormoénio de
crescimento e eritropoietina; terapias com anticorpos; terapias com acidos nucléicos
e terapias genéticas e celulares (ARRUDA et al., 2004).

Algumas estratégias sao utilizadas para a producdo dos imunomoduladores
biolégicos, das quais tentam restringir as vias de desenvolvimento conhecidos da
doenca. As estratégias adotadas sao:

» Eliminagao ou diminuicao de linfocitos T (como a psoriase € mediada por
células T, a indugdo da morte celular desse tipo de célula pode levar ao
controle da doencga);

» Bloqueio das interagdes intercelulares (pois diminuindo a interagcédo entre
as células dificulta a migracao de células T para a pele);

» Desvio no sistema imune (células T tipo 1 e suas citocinas sao pro-
inflamatdrias, a produgédo de células T tipo 2 em doses fisioldgicas ou
superiores pode levar a reducéo da atividade ou producéo das células tipo
1) e;

» Inativacdo de citocinas (a inibicdo de citocinas, como o TNF-a, pode
reduzir a manifestagao da psoriase) (ARRUDA et al., 2004).

Para o desenvolvimento desse tipo de imunomoduladores leva-se em
consideragao trés tipos de exigéncias: a especificidade da ligacdo do agente, a
ligacdo do agente deve desempenhar um efeito desejado e duradouro, e os agentes
devem ser imunologicamente “silenciosos” (ndo estimular o sistema imune)
(ARRUDA et al., 2004).

Representantes de uma nova modalidade no controle de doengas

dermatoldgicas, seu uso pode promover uma melhora significativa na qualidade de
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vida do paciente, porém o cuidado com a toxicidade, a imunidade, a
teratogenicidade e a carcinogenicidade devem ser atentados e estudados. O custo
ainda é muito alto (cada dose cerca de R$12.000,00 a R$ 20.000,00), o que torna
quase impraticavel em paises em desenvolvimento, sendo somente utilizado como
terapia de suporte ou rotagdo (ARRUDA et al., 2004).

A psoriase conta também com terapia auxiliar a medicamentosa que se
apresenta muito eficaz, a fototerapia. Na fototerapia faz-se o uso de irradiacéo
ultravioleta A ou B associada a uma substancia (toépica ou sistémica) que se ativa
pela irradiagcdo e desempenha o papel antipsoriastico. O PUVA (Psoralénico +
ultravioleta A) € um exemplo, administra-se oralmente o psoralénico (compostos
furocumarinicos de plantas) que estimuladas pelo ultravioleta de comprimento entre
320 a 400 nm, liga-se as bases pirimidinicas do DNA causando reacgdes
fotoquimicas na pele (ARRUDA et al., 2004).

A associagao com medicamentos sistémicos ¢é indicada para reduzir o tempo
de tratamento, a dose, os efeitos colaterais e aumentar a eficacia da terapia nos
casos mais graves. Essa alternativa visa expor o paciente a uma menor dose do
medicamento e menor tempo de exposigao a radiagéo ultravioleta (ARRUDA et al.,
2004).

Para o inicio do tratamento é necessario uma série de avaliagbes dos padrdes
enzimaticos e bioquimicos do corpo, tais como, TGO, TGP, fosfatase alcalina, gama
GT, uréia, creatinina, além de uma avaliagao oftalmoldgica. Esse tipo de terapia é
contra-indiciada para pacientes que contam com xeroderma pigmentoso, albinismo,
dermatoses fotossensiveis e em pacientes com antecedentes familiares de cancer

da pele (ARRUDA et al., 2004).
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Os efeitos colaterais dividem-se entre agudos e crénicos. Dentre os efeitos
agudos pode-se citar: disturbios gastrintestinais, cefaléia, tontura, insénia,
depressao, eritema, onicdlise, hemorragia subungueal, taquicardia e hipertricose.
Dentre os efeitos cronicos estdo: carcinogénese, fotoenvelhecimento, catarata,
xerose e alteragbes dos pigmentos da pele. O tratamento com UVA e UVB é
considerado carcinogénico, mas devido a associagdo com outras terapias
medicamentosas nao permitem verificar a influéncia no cancer de pele. Os casos de
melanoma estdo evidenciados nos tratamentos mais agressivos, nos quais €
indicado exame dermatoldgico regular (DUARTE et al., 2009).

Atualmente ndo ha estudos que comprovem a carcinogenicidade da
fototerapia juntamente com terapias imunosupressoras, portanto considera-se a
fototerapia uma alternativa segura, que vem sendo muito estudada (DUARTE et al.,
2009).

Assim como todo tratamento de um paciente seja ele medicamentoso,
psicoldgico ou fisico, o principal foco estda na melhoria da qualidade de vida da
pessoa. A psoriase mesmo sendo uma doenca que acomete 1 a 3% da populacao
possui um impacto negativo significativo na qualidade de vida desses individuos.

Estudos realizados por meio de entrevistas e questionarios relatam que as
maiores dificuldades encontradas dentre as pessoas que desenvolvem a doenca
estdo na interacado no local de trabalho, na socializagdo com membros da familia e
amigos, na exclusao em locais publicos, na procura de emprego, na vida sexual e
até na contemplacao do suicidio. Aos que desenvolvem a psoriase artropatica a vida
diaria também fica comprometida, com dificuldades de usar as méaos, sentar-se por

longos periodos e andar (KRUEGER et al., 1998).
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O estudo demonstrou também que o grupo com idade entre 18 e 34 anos
relatou maior sofrimento emocional com a psoriase. Cerca de 88% preocupam-se
com a piora da doencga, 81% sentem-se envergonhados quando as pessoas véem a
doenca, 90% sentem-se frustrados com a ineficacia dos tratamentos, 75% sentem-
se pouco atraentes e 54% relataram sentir depressao (KRUEGER et al., 1998).

E uma doenca que causa grande morbidade psicossocial e diminuicdo na
fungao ocupacional. A incapacidade fisica e mental, em 300 pacientes de psoriase,
foi comparavel ou maior que a encontrada em pacientes com doengas crdnicas,
como cancer, artrite, hipertensédo, doenca cardiaca, diabetes e depressao (RAPP et
al., 1999).

A psoriase pode ser uma morbidade que afeta uma parcela da populagao,
mas os pacientes que desenvolvem a doenga se mostram preocupados em curar-se
ou a melhorar o quadro clinico presente. Mesmo sendo uma moléstia que
funcionalmente ndo compromete o dia-a-dia do individuo, € uma doencga crénica,
gue ainda n&o se conhece a cura, o tratamento é prolongado e, gera diversos efeitos
indesejaveis. A qualidade de vida é um fator importante a ser considerado no seu
tratamento, visto que, o que mais causa incbmodo na psoriase sao as lesdes de
modo geral, a aparéncia que elas causam ao individuo, afetando-o muito
psicologicamente. Portanto, quanto melhor forem os resultados apresentados pelos
medicamentos, melhor sera a adesdo e trara maior bem-estar ao paciente. O
desenvolvimento de novos farmacos antipsoriasticos que apresentem menores
efeitos adversos pode ser uma alternativa para a melhora da clinica, mas

principalmente da qualidade de vida do paciente.
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2. OBJETIVO

Este Trabalho de Conclusao de Curso tem como objetivo a sintese de um pro-
farmaco reciproco derivado do metotrexato e de um composto ftalimidico, com vistas
ao uso topico, que venha a apresentar atividade antipsoriatica otimizada e reduzindo
os efeitos adversos, comparativamente a terapia convencionalmente utilizada na

atualidade.
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3. DESENVOLVIMENTO

A modificagao molecular € uma alternativa para a otimizagao da atividade dos
farmacos. As modificacbes envolvem alterar as caracteristicas fisico-quimicas,
toxicologicas, farmacoldgicas, farmacocinéticas e organolépticas da molécula. O
processo que incorpora um transportador a molécula ativa para que seja possivel
atravessar as barreiras bioldgicas, e que in vivo sofre biotransformagao (quimica ou
enzimatica) liberando a subunidade ativa, é a latenciacado (WERMUTH, 1994;
TESTA, 2004; BUNDGAARD,1992; BUNDGAARD,1991).

A latenciacédo € o processo que leva a formacao dos pré-farmacos. Os pro-
farmacos surgiram como alternativa para a melhoria da terapéutica. A modificacéo
molecular € um campo promissor, visto que pode aumentar a biodisponibilidade,
solubilidade, seletividade, absorc¢édo, reduzir os efeitos adversos e a toxicidade de um
farmaco. O pro-farmaco teoricamente € uma molécula farmacologicamente inativa,
necessitando sofrer uma biotransformacido para que libere a forma ativa
(WERMUTH, 1994; TESTA, 2004; BUNDGAARD,1992; BUNDGAARD,1991;
CHUNG et al, 2005).

Para o planejamento de novas moléculas € necessario salientar alguns
pontos, como: mecanismos do organismo capazes de ativar o pro-farmaco,
estabilidade quimica, grupos funcionais da molécula capazes de sofrer derivatizagao
e toxicidade. Além de que, para um planejamento bem sucedido os pesquisadores
devem conhecer bem o alvo que deseja atingir, os sistemas enzimaticos, os fluidos
bioldgicos e seu pH e as barreiras que pode encontrar (SILVA, 2001).

Os pré-farmacos podem ser subdivididos em: pro-farmacos classicos,
bioprecursores, mistos e farmacos dirigidos (WERMUTH, 1984). Os pré-farmacos

classicos sao os que, por definicdo, seguem o que € o processo de latenciagao, isto
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€, ha a incorporagdo de um transportador (sem atividade biolégica) adequado ao
farmaco, o que torna a molécula inativa ou menos ativa, mas que permite atravessar
as barreiras biologicas e melhorar a atividade terapéutica. Para liberar a subunidade
ativa necessita sofrer hidrélise quimica ou enzimatica (CHUNG et al., 2005).

Os bioprecursores sdo farmacos latentes, ou seja, ndo possuem agao e nem
um transportador acoplado, mas ao sofrer biotransformagao liberam um metabdlito
ativo no organismo. O enalapril € um exemplo de um bioprecursor (WERMUTH,

1994).

unidade de transporte temporaria

.

=E H—O (o)
CH,CH; 10 (o] cH, CHy |
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H
Ho 8 COOH o} CooH
(14) enalapril (15) acido enalaprilico
log P (octanolidgua; exp.) = 2,45 log P (octanol/agua; exp.) = -0,74

Figura 6: Biotransformacgao do enalapril. (PEREIRA, 2006)

Os pro-farmacos mistos misturam as caracteristicas dos bioprecursores e dos
pro-farmacos classicos. E uma molécula que precisa sofrer uma série de reacdes
quimicas no organismo para que possa se ativar. Bodor e Abdelalim (1985)
propuseram um sistema de liberagdo, o CDS (Chemical Delivery System). Esse
sistema atravessa a barreira hematoencefalica e sofre uma primeira
biotransformagéao, oxidando o transportador (positivando-o0). Essa forma acumula-se
no sistema nervoso central onde sofre uma segunda biotransformacao liberando o
farmaco ativo (BODOR; ABDELALIM, 1985).

Ja os farmacos dirigidos representam uma subdivisdo dos pro-farmacos no
qual, o transportador utilizado é especifico para certo receptor ou enzima presente

no sitio de agédo do farmaco. Isso torna a molécula mais seletiva, reduz a agédo em
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outros érgaos ou tecidos e, consequentemente, diminui os efeitos adversos (CHUNG
et al., 2005).

Ha outra classe em que os transportadores podem desenvolver atividade
terapéutica no organismo quando bioativado o pré-farmaco, neste caso séao
chamados de pro-farmacos reciprocos. Esse tipo de molécula permite que se
consiga uma acado mista ou atividade unica por mecanismos diferentes em uma
unica molécula (SINGH, G.; SHARMA, 1984; WERMUTH, 1992; CHUNG, 1998). A
sulfasalazina € um dos principais exemplos a ser citado; esse medicamento foi
introduzido na terapéutica antes mesmo do conhecimento do conceito de pro-
farmaco reciproco. Inicialmente era indicado para o tratamento de artrite reumatoide,
mas descobriu-se que quando metabolizada no organismo pelas azo-redutases
libera duas moléculas farmacologicamente ativas, a sulfapiridina (antibacteriano) e o
acido aminossalicilico (anti-inflamatério). Atualmente é indicada no tratamento de
colite ulcerativa.

Visto que a psoriase possui diferentes mecanismos que podem ser
controlados, a elaboragao de um pro-farmaco reciproco torna-se interessante devido
ao seu efeito somatorio. Além de ser uma doenga imunomodulada, apresenta

sintomas inflamatdrios, alvos potenciais a explorar no seu controle.

Figura 7: Pro-farmaco reciproco de sulfapiridina e acido aminossalicilico (5-ASA)
(KOROLKOVAS, 1984.)
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Seguindo essa linha, a talidomida, farmaco utilizado com a finalidade
hipnética-sedativa, possui também atividade anti-inflamatéria, mas devido a
teratogenicidade decorrente de um dos seus isbmeros deixou de ser utilizada.
Verificou-se que seu potencial anti-inflamatério era decorrente da modulagdo da
producao dos niveis de TNF-a, e a parte ftalimidica da molécula era a responsavel
por essa acédo (COLLIN et al., 2001).

O fator de necrose tumoral alfa € a citocina pré-inflamatéria produzida por
quase todos os mediadores da resposta imunologica da psoriase. Sua produgao
estd ligada aos queratindcitos, as células dendriticas, as células dendriticas
inflamatdrias e aos linfocitos Th1 e Th17 (SANCHEZ, 2010). Ele se destaca devido
ao seu potencial pré-inflamatério, sua participagao direta no inicio da resposta imune
e efeito nos queratindcitos, estimulando sua hiperproliferacédo, e no endotélio
aumentando a adesédo de moléculas no vaso sanguineo e o seu crescimento. Isso o
leva a ser um o6timo alvo a ser explorado para o controle da psoriase (ARRUDA,
2004).

Estudos demonstraram que modificagcbes na estrutura da talidomida,
mantendo a base ftalimidica podem desempenhar a mesma acao antiinflamatéria,
sem causar teratogenicidade. De modo que, os derivados ftalimidicos podem
desempenhar um papel anti-inflamatério importante na inibicdo da expressao do
fator de necrose tumoral alfa (COLLIN et al., 2001). Em outras palavras, estudos
entre a relagdo estrutura quimica e a atividade biolégica (REA) destacam o
grupamento quimico ftalimidico como essencial para atividade de inibicdo de TNF-a
(LIMA et al.,, 2001) e que também, a inibicdo desta citocina resulta em efeitos
analgésicos periféricos (RIBEIRO, 2000); compostos ftalimidicos que inibam essa

citocina poderiam auxiliar no tratamento da psoriase. Neste sentido, no
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planejamento estrutural considerou-se os relatos da literatura sobre a REA de
inibidores de TNF-a, que mostram que a inibicdo desta citocina € maior quando o
nucleo ftalimidico esta diretamente ligado a um anel aromatico, vislumbrando
adequada funcionalizagdo de acoplamento entre as duas moléculas de ftalimidica e

metotrexato (LIMA, et al., 2001).

O metotrexato possui mecanismos ja bem esclarecidos, € um farmaco
utilizado sistemicamente no tratamento das formas mais graves da psoriase
(eritrodérmica, artropatica e pustulosa) (MARTIN; ARRUDA, 2004), age em
queratinécitos em proliferagdo, porém atua mais significativamente como agente
imunossupressor pela inibicdo da sintese de DNA em células imunocompetentes
(JEFFES et al., 1995).

A administracao tépica vem a ser uma alternativa, tendo em vista a reducéo
dos efeitos adversos pelo uso crénico de forma sistémica. O uso topico do
metotrexato atuaria, principalmente, nos queratinécitos em rapida divisdo, reduzindo
a formagdo de lesdes, mas também na diminuicdo da inflamacdo da pele.
Combinado com o derivado ftalimidico, inibidor de formacgao de TNF-a, a poténcia do
farmaco aumentaria de forma sinérgica.

Os derivados reciprocos se tornam muito Uteis na terapéutica por poderem
ter efeito aditivo, que resulta da ligagdo de farmacos que podem ser liberados no
local de acdo em tempos iguais e agem por meio de mecanismos de acao
diferentes, atuando em vias diferentes do processo patolodgico, prevenindo o
surgimento de rotas bioquimicas alternativas de escape ou diminuindo a toxicidade

em relagao as células normais.

Comportando-se como pré-farmaco, o composto proposto obrigatoriamente

tem de liberar o metotrexato e a ftalimida. Tal liberacdo pode se dar de forma
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controlada e por meio da agdo enzimatica, ocasionando agao prolongada pela
liberagdo paulatina dos farmacos, possibilitando administragcdo em intervalos mais

longos de tempo e a menores doses em relagao aos farmacos simples.

Em suma, ao se planejar e obter este pré-farmaco reciproco, pela jungao de
derivado ftalimidico com a molécula do metotrexato atuaria em vias diferentes
promovendo a soma de mecanismos de ag¢ado, agindo nas vias antiproliferativa,
imunomoduladora e anti-inflamatdria, da doenga. Podera promover seu uso de forma
tépica, reduzindo o surgimento de efeitos adversos, uma vez que sistemicamente
todos os medicamentos para o controle da psoriase, devido ao seu uso continuo,
provocam série de problemas ao organismo. Desta forma promovendo ao paciente

um tratamento mais seguro, eficaz e com maior qualidade de vida.
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4. MATERIAIS E METODOS

Consideracfes Gerais

Inicialmente, apresentamos alguns aspectos gerais das reagoes realizadas e,
sendo este um trabalho de sintese em que se lanca mao das técnicas de
purificacdo, para obtengdo dos compostos em adequado grau de pureza e, para as
mais diversas analises dos compostos que permitem sua caracterizagdo e
identificacdo, neste sub-item as abordamos, como parte importante dos

procedimentos realizados.

As sinteses realizadas neste trabalho sdao bem simples e de facil execucgao.
Deve-se atentar para garantir ao maximo a relagdo molar entre os reagentes (massa

e (ou) volume) e as condigdes que a reagao exige, para um maior rendimento.

A adicado de agua no acido clorossulfénico deve ser bem cuidadosa, uma vez
que ele é bem reativo perante a agua, sendo adicionada aos poucos e bem gelada

para reduzir a reatividade e o calor da reacgao.

O ambiente de nitrogénio na sintese do pro-farmaco deve ser bem controlado,
além de garantir uma atmosfera inerte, o fluxo de nitrogénio deve ser lento para nao

arrastar o solvente da reacdo, que no caso € o diclorometano.

Todas as sinteses devem ser feitas em uma capela e com os equipamentos

de protecao individual adequados, para evitar acidentes.
Técnicas analiticas

A Cromatografia em camada delgada consiste num método de separacao de
componentes de uma mistura sob uma fina camada de adsorvente retido numa
superficie plana e lisa, pela passagem de um solvente. Os adsorventes, ou fases

estacionarias, mais utilizadas sao a silica, a alumina, a celulose e a poliamida. Ja a
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fase moével é composta, geralmente, por misturas de solventes organicos que variam
na sua polaridade.

Nesta técnica, prepara-se uma superficie plana com uma fina camada da fase
fixa (adsorvente); nesta placa se aplicara micro-litros da amostra em alguns
centimetros da borda e a eluicao é feita em uma cuba saturada com a fase movel. O
eluente ascende na fase estacionaria por forca da capilaridade, separando os
componentes da mistura em diferentes alturas da placa, de acordo com a natureza
da molécula. A revelagao pode ser feita em luz ultravioleta.

E uma técnica qualitativa de facil execucdo e compreensdo, demanda pouco
tempo para ser realizada, é versatil, possui um baixo custo e grande
reprodutibilidade (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995).

A analise de faixa de fusdo utilizada consistiu em inserir em um capilar de
vidro fechado uma pequena quantidade da amostra sodlida, esse capilar foi
introduzido em um aparelho especifico que aumentou gradativamente a temperatura
da amostra e o analisador verificou a faixa de temperatura que a amostra levou para
fundir. Quanto maior é esta faixa indica que mais impurezas ha na amostra.

A espectroscopia de infravermelho € uma espectroscopia de absor¢ao que se
baseia no fato de que as ligacbes quimicas possuem niveis de energia bem
definidos e vibram em frequéncias especificas. Essas frequéncias estao
relacionadas com a massa de atomos que constituem a molécula, seus niveis de
energia e as ligagdes quimicas.

O espectrofotdmetro € um aparelho que incide um feixe de luz infravermelha
(na regiao de 4000 a 400 cm™) na amostra solida. Para a leitura da amostra prepara-

se uma pastilha de KBr com a amostra. O aparelho faz a leitura e apresenta no leitor
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as bandas de maior frequéncia, que de acordo com a literatura, em tal comprimento
de onda, representa uma ligacdo quimica especifica.

A ressonéncia magnética nuclear (RMN) é uma técnica experimental fisica,
mas tem suas aplicagdes na quimica, biologia e medicina. E uma técnica analitica
que permite obter informagdes estruturais e dindmicas sobre a matéria. Baseia-se na
detecgdo das propriedades magnéticas do nucleo. O nucleo de um atomo possui
cargas que giram em torno do seu eixo gerando um campo magnetico.

O aparelho de RMN funciona gerando um forte campo magnético, esse
campo obriga os nucleos a se alinharem, uma vez que estdo dispostos de forma
aleatoria. Apos esse alinhamento emite-se uma radiagao eletromagnética intensa na
frequéncia de radio. Os nucleos ao receberem essa energia “saltam” para outro nivel
energético, que ao retornar para a sua orientagcdo original, liberam uma radiagao
caracteristica. Essa radiagao caracteristica gera um sinal elétrico, que no aparelho é
interpretado matematicamente e traduzido na forma de grafico da intensidade do
sinal pela frequéncia aplicada.

Apesar de nem todo nucleo emitir um campo magnético (como o 'C), a
maioria se comporta como pequenos magnetes (como o 'H e o **C). Essa técnica
permite identificar o numero e os grupamentos em uma amostra, sendo fundamental
para a obtencgao da informacao da estrutura das moléculas.

Na técnica de validacdo, efetuou-se o doseamento construindo uma curva
padrdo, para isso preparam-se um minimo de cinco amostras em concentracdes
sucessivas. O produto é soluvel em solventes alcalinos, portanto, solubiliza-se o
farmaco em solugao de hidréxido de sodio 1,0M. Para realizacdo das diluicoes e

obtencdo de melhores resultados € indicado manter um padrdao em relacdo a
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vidraria, utilizando o mesmo fabricante, pipeta e baldo volumétrico individuais para
cada diluicio.

No espectrofotdmetro calibra-se o aparelho com a solugédo padréo, para que
seja feito a varredura do comprimento de onda de melhor absorgdo. Feito isso,
determina-se a curva padrao pela leitura das absorbancias das diluigdes em
qualquer uma das faixas de melhor absorgdo pré-determinadas. A curva padrao
serve como referéncia de concentracdo em relagdo a absorbancia obtida na

amostra. A validagao deve garantir algumas exigéncias:

Técnicas de purificacao

Para a filtragdo sob pressao reduzida é necessario um kitasato, um funil de
Buchner, papel de filtro, mangueira e uma bomba de vacuo. A remocgao do solvente
por esse método se da de forma mais eficiente e rapida. Havendo a retengao do
solido no papel de filtro e a coleta do filtrado no kitasato.

A recristalizacdo € um método simples de purificacdo de compostos sélidos.
Consiste em dissolver o sélido em um solvente quente e logo apds submeter essa
solugdo a um resfriamento lento. Em baixas temperaturas a solubilidade do sdlido
dissolvido diminui e ele comega a separar da solugdo em forma de cristais, sendo
que as impurezas ficam no solvente. Porém quando ha um resfriamento rapido a
formacdo do nucleo do cristal ira carregar algumas impurezas, formando o que é
chamado de precipitado.

A separacao dos cristais da solucao é feita por uma filtragao simples, sendo

que a filtracdo a vacuo € mais eficiente e rapida.
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4. 1. Materiais de sintese

Agua destilada, anidrido ftadlico (J.T. Baker®); etanol (Chemis®);
diclorometano (Merck®), trietlamina (Merck®), anilina (Synth®); acido

clorossulfonico (Vetec®); metanol (Chemis®); metotrexato (Genix®).

4.2. Métodos de sintese

4.2.1. Sintese dos derivados ftalimidicos

4.2.1.1. Sintese do acido 2-fenil-1H-isoindol-1,3 (2H) diona (SANTOS et al., 2006)

A um baldo de 10,0 mL adicionou-se 0,50 g (3,31mmol) de anidrido ftalico e
2,00 mL de anilina. A mistura reacional foi mantida sob refluxo por 1 hora em banho
de 6leo mineral. Apos esse periodo, resfriou-se e transferiu-se a mistura pastosa
para um erlenmeyer, adicionando em seguida etanol g.s.p., solubilizou-se a quente e

cristalizou-se o produto em banho de gelo.

140°C

(a) (b) (c)

Figura 8 — Representagdo esquematica da reagdo de obtencdo do 2-fenil-1H-
isoindol-1,3(2H)-diona. Anidrido ftalico (a), anilina (b), 2-fenil-1H-isoindol-1,3(2H)-

diona (c).
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4.2.1.2. Sintese do cloreto de 4-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)benzenosulfonil

(adaptado de LIMA et al., 2002)

A uma solugdo de 0,16 g (1,35 mmol) de acido clorossulfénico mantida
previamente sob agitacdo a temperatura ambiente por 10 minutos, adicionou-se, em
pequenas porgdes, 0,15 g (0,67 mmol) de 2-fenil-1H-isoindol-1,3(2H)-diona. A
suspensao resultante foi mantida sob agitacdo e aquecimento de 50°C por 30
minutos. Em seguida, resfriou-se a mistura reacional, adicionando-se mistura de

gelo/H,0 (~20,00 mL) e filtrou-se o precipitado.

(@]
/o Y oI
HOSOCI N S—cl
0w OO
© % W

Figura 9 — Representacao esquematica da reagao de obtencéo do cloreto de 4-(1,3-
dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)benzenosulfonil. Acido clorossulfénico (d), 2-fenil-
1H-isoindol-1,3(2H)-diona (c), cloreto de 4-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-

ilbenzenosulfonil (e).

4.2.2. Sintese do pro-farmaco

Em um baldo adicionou-se 297,00 mg (0,35 mmol) de metotrexato em 5,00
mL de diclorometano destilado. Em seguida, adicionou-se 0,05 mL de trietilamina. A
mistura reacional foi mantida sob agitagao, a temperatura ambiente por 5 minutos.
Em seguida adicionou-se 149,00 mg (0,31 mmol) de cloreto 4-(1,3-dioxo-1,3-diidro-
2H-isoindol-2-il)benzenosulfonil. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo, a
temperatura ambiente em atmosfera de nitrogénio por 2 horas. Em seguida,

removeu-se o solvente a pressao reduzida e purificou-se o produto por cristalizacio.
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Figura 10 — Representagao esquematica da reacdo de obtencédo do pro-farmaco.
Metotrexato (f), cloreto de 4-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)benzenosulfonil

pré-farmaco (e), pro-farmaco (PFrem)

4.3. Métodos analiticos

4.3.1. Espectrofotometria de absor¢do no infravermelho (1V)

-1
Os espectros de absorgéo no 1V, na regido de 4.000 a 400 cm , foram obtidos
em pastilhas de KBr no espectrofotdbmetro de infravermelho FTIR-8300 da

Shimadzu.

4.3.2. Espectrometria de ressonéncia magnética nuclear de carbono 13 e de

hidrogénio (RMN "3C e "H)

13 1
Os espectros de RMN C e H foram obtidos no espectrdmetro Bruker,
modelo DRX-300 (300 MHz) utilizando tubos de ressonéncia de 5 mm de didmetro e
solvente deuterado adequado do Departamento de Farmacia da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas da USP-SP.

4.3.3. Faixas de fusédo
As faixas de fusdo dos compostos foram determinadas em aparelho de ponto

de fusao capilar modelo SMP3 da Bibby Stuart Scientific.
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4.3.4. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Cromatofolhas com silica gel 60 F254, fase modvel de 70:30 (V:V) de
cloroférmio e metanol como sistema eluente, iodo e luz ultravioleta como reveladores
foram utilizados para realizagdo da CCD no acompanhamento das reacdes e

acompanhamento da purificagao dos derivados sintetizados.

4 4. Métodos de purificacdo

4.4.1. Destilagdo de solvente a presséo reduzida
A remocgao de solvente a pressao reduzida, a temperatura variaveis segundo

o solvente removido foi efetuada em aparelho rotaevaporador MA280.

4.4.2. Recristalizagdo

Os compostos foram recristalizados utilizando etanol como solvente.

4.5. Validacdo da metodologia analitica

Esse estudo foi feito para quantificar o produto sintetizado por
espectrofotometria de UV-visivel. Para isso os parametros avaliados foram a

linearidade, a precisao, o limite de deteccéo, o limite de quantificacéo e a exatidao.

4.5.1. Linearidade
Demonstra se os resultados obtidos, dentro de um intervalo especifico, séo
diretamente proporcionais a concentragcao do analito da amostra. O critério minimo

aceitavel do coeficiente de correlagédo (r) € igual a 0,99 (BRASIL, 2003).
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A linearidade é estabelecida com cinco concentragdes sucessivas e diferentes
da amostra, em ftriplicata. A leitura das amostras foi realizada no espectrofotdmetro
de ultravioleta. As concentragbes preparadas para a construgdo da curva padrao
foram de 20,0 ug/mL, 10,0 pg/mL, 5,0 ug/mL, 2,5 pg/mL e 1,0 uyg/mL em solugao de

hidroxido de sédio (NaOH) 1M.

4.5.2. Preciséo

A precisao é a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra, e é estabelecida
com, no minimo, nove determinagdes dentro do intervalo estabelecido, em
concentracdo baixa, média e alta (triplicata para cada). A precisdao pode ser
expressa como coeficiente de variagdo (CV%) e seus valores devem ser inferiores a
5% (BRASIL, 2003). As concentragdes utilizadas para esse método foram de 20,0
pg/mL, 5,0 yg/mL e 1,0 ug/mL em hidroxido de sodio 1M.

A precisao € calculada pela equacgao:

CV(%) = (DP/CMD) x 100

CV - Coeficiente de variacdo; DP — Desvio padrdo; CMD — Concentracdo média

determinada (CMD = concentragdo/absorbancia)

4.5.3. Limite de detecgdo

Limite de deteccdo € a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado, sob as
condigcbes experimentais estabelecidas. A determinagdo é feita pela seguinte
equacao (BRASIL, 2003):

LD=DPbx3/IC
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DPb - Desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de

calibracdo; IC é a inclinacido da curva de calibracdo.

4.5.4. Limite de quantificagcéo
E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada
com precisdo e exatidao aceitaveis pela ANVISA sob as condigdes experimentais
estabelecidas. E calculada pela seguinte equacdo (BRASIL, 2003):
LQ=DPbx10/IC
DPb - Desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de

calibracdo; IC ¢é a inclinagao da curva de calibragao.

4.5.5.Exatiddo

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro esperado. E calculada como
porcentagem de recuperagdo da quantidade conhecida do analito adicionado a
amostra, ou como a diferenca porcentual entre as médias e o valor verdadeiro
aceito, pela ANVISA, acrescida dos intervalos de confianga. (BRASIL, 2003)

A exatiddo do método deve ser determinada apds o estabelecimento da
linearidade, do intervalo linear e da especificidade do mesmo, sendo verificada a
partir de, no minimo, nove determinagdes contemplando o intervalo linear do
procedimento, ou seja, trés concentragdes, baixa, média e alta (20, 5 e 1 pg/mL em
NaOH 1M), com trés réplicas cada. A exatiddo € expressa pela relagao entre a
concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica
correspondente: (BRASIL, 2003)

Exatidao = (concentracdo média experimental / concentragao teorica) x 100
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese dos derivados ftalimidicos

Para a acao anti-inflamatéria e imunomoduladora desejada do derivado
ftalimidico, € fundamental a protecdo desse grupamento frente a reacgdes
indesejadas.

5.1.1. Sintese do 2-fenil-1H-isoindol-1,3(2H)-diona - Produto c (Fig. 8)

A obtencdo de 2-fenil-1H-isoindol-1,3(2H)-diona (c) foi baseada na
metodologia descrita por Lima e colaboradores (2002), sendo uma reagao que se
inicia com o ataque nucleofilico do par de elétrons livre da amina da anilina a
carbonila do anidrido ftalico, que sustenta uma carga parcial positiva (8+). Com a
quebra da ligagao 1, 0 par de elétrons foi mantido pelo atomo de oxigénio, que ao
restabelecer a ligacdo, promovera a quebra da ligagao C-O. O par de elétrons da
amina realiza outro ataque ao carbono carbonilico. H4 Nova hidrolise de outra
ligacdo 1 que, ao ser restabelecida, eliminando molécula de agua, gerando o
fechamento do anel, e formando o derivado fenil-ftalimidico.

Observou-se que o produto se cristalizou facilmente, apenas com banho de
gelo que foi filtrado sob pressao reduzida para separar o produto de interesse do
etanol e impurezas.

Os cristais obtidos foram analisados, mostrando coloracdo de branco a
amarelo pardo, com rendimento percentual de 47%, faixa de fusdo de 200-206°C. O

produto mostrou-se soluvel em DMSO
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Figura 11 — Mecanismo de acédo de formacgéo da 2-fenil-1H-isoindol-1,3(2H)-diona

(SANTQOS, 2007).

Identificacdo estrutural:

A analise de espectroscopia de absor¢do no infravermelho (espectro 1)
mostrou em: 3053 cm™ (v C-H de aromaticos); 1780 cm™ (v C=0 de imida);1606,70
cm™, 1500 cm™ e 1452,4 cm™ (v C=C aromatico) 1492 cm™ (v N-C-0O); 1382 cm™ (v
C-N-C) cm™. Visualiza-se os estiramentos axiais das carbonilas do sistema imidico

como os sinais: 1780 cm™ e 1706 cm™.
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Espectro 1: Espectroscopia de absor¢ao no infravermelho do derivado ftalimidico
(Produto c).

A sintese e a caracterizagdo estrutural da fenilftalimida ja haviam sido
descritas na literatura (LIMA et al.,, 2002). O acompanhamento reacional por CCD
mostrou a formagao de um novo produto.

A obtencao dos derivados ftalimidicos arilicos € de fundamental importancia,
haja vista que relatos da literatura apontam que esses derivados substituidos s&o
mais potentes na inibicdo de TNF-alfa que os derivados alquilicos (LIMA, et al 2001).

No espectro de RMN'H (espectro 2) pode-se observar os hidrogénios do
sistema aromatico imidico em 67,89 e 87,91, respectivamente, os hidrogénios:
H7,H8 e H6,H9. Nos deslocamentos de 67,43 e 07,51, podemos observar os
hidrogénios do sistema aromatico fenilico, referentes, respectivamente, aos
hidrogénios H2’, H3', H4" e H5', muito embora nao haja integragdo desses
hidrogénios para completo entendimento estrutural.

Por meio do espectro de RMN'®*C pode-se observar todos os deslocamentos
quimicos referentes aos carbonos presentes na molécula (produto c). As atribui¢cdes
dos C-H aromaticos foram baseadas em dados da literatura (LIMA, 2001). No

espectro 3, observam-se os deslocamentos quimicos do C-3 em 131,90 ppm; e C-4

Renato Eiji Mimura



44

em 123,38 ppm. Observa-se também os deslocamentos quimicos dos carbonos do
sistema aromatico imidico em 131,53 ppm; 128,01 e 134,67 ppm.
Esses resultados permitem afirmar que o composto fenilftalimida (produto c),

foi obtido com sucesso.

Espectro 2: Espectroscopia de RMN'H do derivado ftalimidico (Produto c).

Espectro 3: Espectroscopia de RMN'*C do derivado ftalimidico (Produto c).
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5.1.2. Sintese do cloreto de 4-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)benzenosulfonil -
Produto e(Fig 9)

Esta etapa consiste em adicionar um grupamento mais reativo para a
protecdo da ftalimida. A funcdo da adicdo do cloro foi esta, devido a sua
eletronegatividade, ele torna-se num excelente protetor.

Ao final da reagdo, o rendimento foi de 30%. O isolamento foi feito por
resfriamento do meio reacional, seguido de adi¢ao de gelo/H,0O gelada e filtracdo do
precipitado formado, em funil de Blichner, sélido de cor branca e faixa de fusdo 180-
187 °C que se mostrou soluvel em DMSO. Essa reacgao foi acompanhada por CCD,
e pode-se observar a formagao de um unico produto que possuia Rf diferente da
fenilftalimida (Produto c).

O mecanismo de reacao de formacao deste composto envolveu substituicao
eletrofilica aromatica, em que o sistema de elétrons 1 aromatico atacou o enxofre do
acido clorossulfénico que sustenta uma carga parcial positiva (6+), formando na 12
etapa intermediario energético, devido a quebra da ressonancia do aromatico. Na 22
etapa, o ion arénio perdeu um proton, restabeleceu a ressonancia e formou o ion
ftalilbenzeno sulfonato. Nas etapas seguintes, os pares de elétrons do oxigénio
atraem protons de moléculas de acido, presentes no meio reacional. Ha formacéao de
um bom grupo abandonador. Na ultima etapa, uma molécula de cloreto, presente no

meio reacional atacou o enxofre, e levou a eliminagdo de uma molécula de agua.
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Figura 12 — Mecanismo de acao para a formacéao do cloreto de 4-(1,3-dioxo-1,3-
diidro-2H-isoindol-2-il)benzenosulfonil (SANTOS, 2007)

Identificacao estrutural:
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Por meio do espectro de absorcao no infravermelho (espectro 4) foi possivel

fazer as seguintes atribuicdes: v C-H de aromaticos 3097,81 cm™; v C=0 imida:
1792 cm™ e 1745,65 cm™; v C=C aromatico: 1590 cm™"; u N-C-O 1496,83 cm™; v C-
N-C 1377 cm™; v S=0 1179,52 cm™. Verifica-se os estiramentos das carbonilas da
imida em 1792 cm™ e 1745,65 cm™, e auséncia de estiramentos axiais de C=0 de
amida e/ou acido carboxilico, gracas ao sistema ftalimidico integro. Em 1179,52 cm™

ha um estiramento axial referente a ligagdo S=0 da nova subunidade introduzida.
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Espectro 4: Espectroscopia de absor¢do no infravermelho do derivado ftalimidico
(Produto e).

O espectro 5 de ressonancia magnética nuclear de carbono mostrou o
carbono 4’, em que esta ligada a subunidade cloreto de sulfonila. Na fenilftalimida
(produto c) esse carbono apresentou um deslocamento quimico de & 128,01, apds a
introducdo da nova subunidade seu deslocamento quimico passa a ser 6 134,8
devido ao efeito de desprotegdo causado pela presenga da subunidade
eletronegativa. O mesmo fendmeno de desprotecdo observa-se no espectro de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (Espectro 6) com a introdugado desta
nova subunidade, principalmente naqueles hidrogénios vizinhos ao cloreto de
sulfonila. Os hidrogénios 3’ e 5’ por exemplo, apresentavam deslocamento quimico &
7,44 na fenilftalimida, e apdés a reacdo passaram a apresentar & 7,759. Essa

desprotecao ocorreu pelo efeito indutivo eletroatrator dessa subunidade introduzida.

Renato Eiji Mimura



48

Espetro 5: Espectroscopia de RMN'3C do derivado ftalimidico (Produto e).

Espectro 6: Espectroscopia de RMN'H do derivado ftalimidico (Produto e).

5.2. Sintese do Proé-farmaco

A sintese final visou ligar o metotrexato na molécula do derivado ftalimidico.

Para isso, a etapa anterior foi fundamental para essa ligagdo, o grupamento sulfonila
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com o atomo de cloro direcionou a reagédo para que ela acontega com a amina livre

do metotrexato. O enxofre do grupo sulfonila por possuir uma carga parcial positiva

(6+) foi suscetivel a ataques nucleofilicos. Com isso, o par de elétrons da amina livre

do metotrexato atacou o enxofre deslocando uma carga negativa para o oxigénio,

dessa forma a ligagcado 1 foi quebrada. Ao refazer a ligagdo 1 o cloro foi eliminado,

formando um intermediario com o nitrogénio positivado. Por fim, uma base (ion

cloreto) desprotona a molécula retirando um hidrogénio.

Ao final da reacao o produto se mostrou totalmente soluvel em DMSO e DMF, sendo

que foi feito uma purificagcdo com a adigdo de acido acético glacial e evaporando o

solvente a pressao reduzida no rotaevaporador.

Tabela 1: Solubilidade do pro-farmaco.

Solvente Solubilidade
Hexano Insoluvel
Cloroférmio Insoluvel
Diclorometano Insoluvel
Acetona Insoluvel
Dimetilsulféxido Soluvel
Dimetilformamida Soluvel

Acetato de etila

Etanol

Pouco soluvel

Praticamente insoluvel
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Metanol Pouco soluvel
Acido acético Muito solGvel
Agua Pouco soluvel

Identificacao estrutural:
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A cor, a viscosidade do meio reacional, o perfil cromatografico, a faixa de
fusao, a solubilidade, etc, sugeriram obtencdo do composto desejado, na analise de
RMN™C e RMN'H (espectros 7 e 8) ndo se observou todos os deslocamentos
quimicos referentes aos atomos formadores da molécula, mas aqueles detectados
remetem ao pro-farmaco. Como caracterizado na analise de RMN'3C do cloreto de
4-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)benzenosulfonil, observa-se deslocamentos
quimicos do C-3 em 138,86 ppm, do carbono fenilico (C1°) que se liga ao nitrogénio
imidico em 40,38 ppm, carbono, do carbono metilénico do MTX em 54,86 ppm e
carbono metilico em 24,95 ppm. No espectro de RMN'H pode-se observar o
hidrogénio das aminas primarias em 83,28 e 3,16, hidrogénio da metila em 61,26 e 0
hidrogénio das aminas secundaria em 61,52 e 1,68. Os hidrogénios correspondentes

a anéis podem ser observados em ¢ 7,90, 7,21 e 6,88.
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Espectro 7: Espectroscopia de RMN'*C do Pré-farmaco (PFrem).

Espectro 8: Espectroscopia de RMN'H do Pré-farmaco (PFrew).
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5.3. Validacdo do método analitico

Para a construgao da curva padrao, primeiramente, realizou-se uma varredura
de comprimento de onda no espectrofotdmetro UV-visivel, para verificar os picos de
maior absor¢ao do produto. Os valores encontrados estavam nos comprimentos de
onda de 364nm, 300nm e 257nm. O comprimento de onda utilizado para a validagao
foi de 257nm, pois era o pico com maior absorg¢ao do produto.

A validagdo estuda através de testes uma metodologia que permitira
quantificar o produto sintetizado de forma confiavel.

Linearidade

Com testes realizados determinou-se que a faixa com as melhores
concentragcbes para a analise foi de 20,0ug/mL, 10,0ug/mL, 5,0ug/mL, 2,5ug/mL e
1,0pug/mL. Pois estas concentragdes abrangem o melhor intervalo para a leitura das

absorbancias. Os resultados estao apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Relagao concentragao tedrica e absorbancia.

Concentragao tedrica  Absorbancia Absorbancia Absorbancia Méeédia das

(Mg/mL) Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3  absorbancias
20,0 0,848 0,888 0,865 0,867
10,0 0,469 0,412 0,432 0,437
5,00 0,254 0,263 0,229 0,248
2,50 0,153 0,187 0,168 0,169
1,00 0,076 0,098 0,090 0,088

Renato Eiji Mimura



53

Figura 13: Grafico da curva padrdo e linearidade

Pelo grafico (figura 13) estabeleceu-se uma relagéo entre concentracdo do
pré-farmaco e absorbancia, sendo que o valor do coeficiente de correlagdo (R?) da
reta é igual a 0,9986, o que indica ele garante a sua linearidade.

Limite de detecgéo e de quantificagdo

Para estabelecer os limites de detecgao e de quantificacdo foi necessario
estabelecer a equagao da reta (y= ax+b) de trés curvas padrado, para a determinagao
do coeficiente angular (a) e do intercepto (b) médios. A tabela 3 abaixo mostra os

valores obtidos:

Tabela 3:
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média
Coeficiente angular (a) 0,0404 0,0404 0,0405 0,0404
Intercepto (b) 0,0492 0,0584 0,0453 0,0509

Para o calculo do limite de detecgdo e quantificacdo, utilizou-se o desvio

padréao médio (Dpb) do intercepto (b) em y e o valor obtido foi 0,006726316. O valor
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do limite de detecgao encontrado foi de 0,499067175 e o de quantificagao foi de
1,663557249.

Preciséo

A precisao foi medida com concentragcées de 20,0 ug/mL (alta), 5,0 pg/mL
(média) e 1,0 pg/mL (baixa) em solugdo de NaOH 1M. Para o calculo do coeficiente
de variagdo (CV%), foi necessario calcular a concentragcdo média determinada (CMD
= concentragcao/absorbancia) e o desvio padrao do CMD. Os resultados obtidos
estdo nas tabelas 4 e 5:

Tabela 4:

Concentragdao Absorbancia Absorbancia Absorbancia
Absorbancia média

do produto Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

20,0 pg/mL 0,942 0,860 0,879 0,887
5,0 yg/mL 0,268 0,263 0,245 0,258
1,0 ug/mL 0,078 0,085 0,079 0,080

Tabela 5: Concentracdo média determinada (CMD), desvio padrao e coeficiente de

variagao (CV%) das amostras.

Concentragdo CMD amostra CMD amostra CMD amostra Desvio

CV(%)
do produto 1 2 3 padrao
20,0 ug/mL 21,6450 23,2558 22,7531 0,824114 3,6545
5,0 yg/mL 18,6567 19,0114 20,4081 0,925949 4,7831
1,0 ug/mL 12,8205 11,7647 12,6582 0,568542 4,5796

De acordo com os calculos, os valores do coeficiente de variagdo foram
adequados, pois para cada concentragcao o valor ficou abaixo de 5% recomendado

pela ANVISA.
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Exatidao

Nas concentragdes de 20,0 ug/mL (alta), 5,0 yg/mL (média) e 1,0 pg/mL (baixa) em
solugdo de NaOH 1M, em triplicata os resultados da exatidao estdo descritos na

tabela 6 a seguir:

Tabela 6: Exatidao da amostra do pré-farmaco.

Concentragcao
Concentragao tedrica
determinada média Exatidao (%) Desvio padrao
(ug/mL)
(Mg/mL)
20,0 19,8646 99,3233 +0,3611
5,0 5,1587 103,1746 + 0,2880
1,0 0,9203 92,0333 + 0,0897

As amostras demonstraram uma exatiddo adequada, pois encontram-se no

intervalo de 80 a 120% recomendado pela ANVISA.
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6. CONCLUSOES

A modificacdo molecular foi utilizada neste trabalho por meio da latenciagao
para se obter um derivado do metorexato e ftalimida que conjugasse em unica
molécula as propriedades antiproliferativa, anti-inflamatéria, e moduladora de TNF-a.
Esta nova entidade quimica (NCE) quando no organismo humano rompe a ligagcéao
que os une, caracterizando-se tal qual como foi proposto, a sintese de um potencial
pré-farmaco reciproco com atividade anti-psoriase.

A sintese foi bem sucedida, os derivados ftalimidicos e o composto final foram
caracterizados por meio de analises espectrofotométrica de infravermelho,
determinacao da faixa de fusdo e CCD, cuja comprovacgao efetivou-se por meio da
espectrometria de ressonancia nuclear de °C e 'H.

Na validagcao do método analitico foi possivel determinar os comprimentos de
onda de maior absor¢do do produto e o intervalo de concentracdo em que melhor
pode ser feita a validagao. O doseamento do produto pode ser feito, pois verificou-se
uma linearidade na curva padrao, portanto, foi possivel estabelecer uma relacao

entre concentragao do produto e a absorbancia obtida.
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7. PERSPECTIVAS

Este trabalho ndo termina por aqui, a sintese do pré-farmaco foi apenas o
comecgo. Serao necessarios estudos para melhorar o rendimento da sintese do pro-
farmaco, ensaios de agao antipsoriastica, verificando a inibicdo de TNF-a, a agao
anti-infimatéria e antiproliferativa proposta para este farmaco. Além disso, estudos
de permeagao cutanea, liberagdo e toxicidade devem ser feitos para garantir o

objetivo principal proposto pelo trabalho.
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9. ANEXO
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Figura 14 — Estruturas quimicas dos compostos sintetizados.
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