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RESUMO

Os glicocorticoides (GCs) sdo farmacos utilizados amplamente na terapéutica devido suas
atividades anti-inflamatdria, imunossupressora e antiangiogénica. Possuem a capacidade de
reduzir a transcri¢cdo de uma série de enzimas/proteinas inflamatdrias como a ciclooxigenase-2
(COX-2), lipoxigenases, fosfolipase A2, 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) e citocinas pro-
inflamatdrias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), super expresso em diversas doengas
inflamatorias. Porém o seu uso € limitado devido as diversas reacdes adversas. Derivados
ftalimidicos também tém sido relatados na literatura com importante atividade anti-
inflamatoria. Dessa forma, no presente trabalho, planejou-se atraves da estratégia de hibridacdo
molecular, novos derivados anti-inflamatdrios esteroides moduladores da citocina TNF-alfa,
Uteis no tratamento de doencas inflamatorias crénicas. Nesse contexto, foram sintetizados e
caracterizados seis compostos derivados da prednisolona e budesonida da série Lapdesf GL-FT
1-6. Os compostos finais foram avaliados quanto a atividade anti-inflamat6ria em modelo de
colite ulcerativa distal, atividade imunossupressora e determinacdo da viabilidade celular
necessaria para o ensaio de doseamento da citocina TNF-alfa. Além disso, os compostos GLFT
2 e 3 foram avaliados quanto a atividade anti-inflamat6ria em modelo de edema de pata. No
ensaio de colite ulcerativa os compostos Lapdesf GL-FT 5 e 6 foram iguais estatisticamente ao
controle negativo e apresentaram atividade anti-inflamatoria com regressdo do quadro de
ulceracdo causada pela indugcdo com acido acético. O composto 5 ainda apresentou melhora nos
sinais clinicos com ganho de peso e aumento da sobrevida dos animais e regressao total da
ulceragcdo em 83,3% dos animais tratados. Os compostos GLFT 1 e 3 foram diferentes
estatisticamente dos grupos controle positivo e negativo. Apresentaram atividade anti-
inflamatoria com regresséo total do quadro de ulceragcdo em 33,3% dos animais em cada grupo,
sendo superior ao farmaco padrdo, prednisolona, que obteve 16,7% de regressdo total da
ulceracdo. A viabilidade celular para os seis compostos da série Lapdesf GL-FT nas
concentragdes de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 ¢ 1,65 uM foi superior a 70% indicando baixa
citotoxicidade. Porém, os compostos GL-FT 2 e 3 apresentaram viabilidade celular inesperada,
chegando a valores de 300 e 400%, respectivamente, nas concentragdes avaliadas. Os derivados
da serie Lapdesf GL-FT 1-6 ndo apresentaram atividade imunossupressora no ensaio in vitro.
Os compostos Lapdesf GL-FT 2 e 3 apresentaram atividade anti-inflamatoria no ensaio de
edema de pata, ndo havendo diferenca estatistica com o farmaco padrdo, prednisolona.
Palavras-chave: Anti-inflamatorio. Ftalimida. Glicocorticoides. Hibridagdo molecular.



ABSTRACT

Glucocorticoids (GCs) are drugs widely used in therapy due their anti-inflammatory,
immunosuppressive and antiangiogenic activities. They have the ability to reduce the
transcription of a series of inflammatory enzymes / proteins such as cyclooxygenase-2 (COX-
2), lipoxygenases, phospholipase A2, induced nitric oxide synthase (iNOS) and
proinflammatory cytokines such as tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha), over expressed in
several inflammatory diseases. However, its use is limited due to the various adverse reactions.
Phthalimide derivatives have also been reported in the literature with important anti-
inflammatory activity. Thus, in the present work, new steroid anti-inflammatory derivatives as
TNF-alpha cytokine modulators, useful in the treatment of chronic inflammatory diseases, have
been designed through the molecular hybridization strategy. In this context, six compounds
prednisolone and budesonide derivatives, Lapdesf GL-FT series, were synthesized and
characterized. The final compounds were evaluated for anti-inflammatory activity in a model
of distal ulcerative colitis, immunosuppressive activity and cell viability assay required for the
TNF-alpha assay. In addition, GLFT 2 and 3 compounds were evaluated for anti-inflammatory
activity in paw edema model. In the ulcerative colitis test, Lapdesf GL-FT 5 and 6 compounds
were statistically equal to the negative control and showed anti-inflammatory activity with
regression of the ulceration caused by the induction with acetic acid. Compound 5 also showed
improvement in clinical signs such as weight gain and increased survival of animals and total
regression of ulceration in 83.3% of treated animals. GLFT 1 and 3 compounds were
statistically different from the positive and negative control groups. They presented anti-
inflammatory activity with total regression of ulceration in 33.3% of the animals in each group,
being superior to the standard drug, prednisolone, which obtained 16.7% of total ulceration
regression. Cell viability for all Lapdesf GL-FT compounds at the concentrations of 50, 25,
12.5, 6.25, 3.125 and 1.65 uM was higher than 70% indicating low cytotoxicity. However, GL-
FT 2 and 3 compounds showed unexpected cell viability, reaching values of 300 and 400%,
respectively, at the concentrations evaluated. Lapdesf GL-FT 1-6 did not present
immunosuppressive activity in the in vitro assay. Lapdesf GL-FT 2 and 3 compounds showed
anti-inflammatory activity in the paw edema test, and there was no statistical difference with
the standard drug, prednisolone.

Keywords: Anti-inflammatory. Phthalimide. Glucocorticoids. Molecular hybridization.
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1 INTRODUCAO

1.1 O processo inflamatorio

A inflamacdo divide-se em padrdes agudos e cronicos, sendo caracterizada por ser uma
resposta de protecdo do organismo desencadeada por estimulos fisicos, quimicos e bioldgicos,
e esses podem resultar em dor, edema e levar a disfungédo do 6rgao ou tecido (BRASILEIRO-
FILHO, 2009).

A inflamagéo aguda apresenta curta duracdo, horas ou dias, sendo observado fendmenos
exsudativos e vasculares com a presenca de uma reacgéo sistémica (BILATE, 2007). Caso a
inflamacdo persista, ela pode vir a adquirir um quadro crénico, caracterizada por ocorréncias
proliferativas em que ha formacdo de fibrose (MONTENEGRO, 1999).

A inflamac&o cronica pode apresentar duragdo de semanas, meses ou anos e ocorre em
condigdes de infeccéo constante, exposicdo prolongada a substancias que causam irritagdo e em
respostas autoimunes (OKUYAMA; AIHARA, 1986).

A inflamacdo crénica esta relacionada a patogénese de diversas doencas cronicas, tais
como psoriase, artrite reumatoide, osteoartrite, sindrome metabdlica, doenca de Crohn e
doengas neuroldgicas, como observado na Figura 1 (ALKIM et al., 2015).

Figura 1 - Doencas associadas a inflamacéo crénica

DOENCA
CARDIOVASCULAR:
+ ATEROSCLEROSE
* INSUFICIENCIA CARDIACA COMPLICACOES
L R DMIOPATIA DIABETES:
DOEN(;A « AVE +cardiomiopatia
A aterosclerose
NEUROL_OGICA +Insuficiéncia renal cronica
*Alzheimer *Retinopatia
*Parkinson *Sepse
sDemencias *neuropatia
INFLAMACAO
. . olite, doenca Crohn
CRONICA Colite, d Croh
Doencas Asma, psoriase, vasculites
metabdlicas: eoutros
* esteatose,
sdiabetestipo 2
. iado sono osteoporose,
a;;ne_l: d CANCER: osteoartrite. Distrofia
opesidace pulma&o, gastrico, muscular

célon, pncreas,
linfoma, prostata,
mama, figado, rim...

Fonte: CHUNG, 2012
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Os macrofagos sdo as principais células presentes no sitio da inflamacgdo cronica,
responsaveis pela secrecdo de diversos mediadores fisioldgicos destacando-se as citocinas pro-
inflamatdrias como a interleucina-1p (IL-1B), IL-6, IL-8 e o fator de necrose tumoral o (TNF-
a), que atuam na manutencao e propagacao do quadro inflamatorio durante o processo crénico
(ALKIM et al., 2015; OLIVER; CIULLA, 2006; COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010;
SUZUKI et al., 2008).

A citocina pro-inflamatéria TNF-o € expressa em diferentes tecidos e atua
especialmente estimulando o recrutamento de neutrofilos e mondcitos para os locais de infeccéo
com a finalidade de se restabelecer a funcéo inicial (mecanismo de reparo e cicatrizagcdo). O
TNF-a estimula e induz a cascata de ativagdo de outras citocinas, como espécies reativas de
oxigénio (EROs), além de ativar 0s genes responsaveis pelo estresse oxidativo que sao
responsaveis por amplificar e prolongar a inflamacdo (CHAPARRO et al., 2012; ZHOU et al.,
2006; KRAYCHETE et al., 2006; MONTENEGRO, 1999).

O TNF-a atua induzindo a ativagéo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB). O
NF-kB € expresso em praticamente todos os tipos celulares, sendo constituido por um dimero
composto dos membros da familia da Rel. Em células em homeostase 0 NF-kB esta presente
no citoplasma em sua forma inativa, associado a proteina inibitéria kappa B (IkB), porém varios
estimulos sdo capazes de ativa-lo, a exemplo de neurotransmissores, citocinas, fatores de
crescimento, glicocorticoides, estresse oxidativo, irradiacdo ultravioleta e proteinas
neurotoxicas (ZHOU et al., 2006).

Para a ativacdo do NF-kB € necessaria a fosforilacdo do IkB, a qual é mediada pelo
complexo kinase kappa B (IKK). O complexo IKK é composto de trés subunidades: IKK-a e
IKK-B (cataliticas) e IKK-y (reguladora). Apds a fosforilacao e subsequente degradacao do IkB
pelo proteassoma o NF-kB é translocado ao nacleo, onde ocorre a regulagdo de diversos genes
com papéis importantes na resposta imune inflamatoria, conforme observado na Figura 2
(ISRAEL, 2010; TAK et al., 2001). Elevados niveis de TNF-a podem levar a um feedback
positivo desencadeando a reativacdo do NF-kB (ZHOU et al., 2006).

O aumento da expressdo de NF-kB estd diretamente relacionado a patogénese de
diversas doencas, a exemplo das doencas inflamatorias intestinais (DII). Na Figura 3 estdo
indicadas as citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias que atuam sobre as células
epiteliais intestinais (CEI) durante as doencas inflamatorias intestinais (DII), como a retocolite
ulcerativa (NEURATH, 2014).
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Figura 2 - Processo de ativacdo do fator de transcricdo NF-kB

Estimulos para ativacdo de NF-kB
neurotransmissores, citocinas, irradiagcdo
ultravioleta, proteinas neurotodxicas, etc
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tumoral o (TNF-a)
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Fonte: Autor

Figura 3 - Citocinas envolvidas nas doencas inflamatdrias intestinais.

DIl - ulceracéo DIl - céncer

QTHl cell
1] @THZ cell

Macrophage Fibroblast

Neutrophil

Destacados em verde estdo as citocinas que contribuem para a cicatrizacdo da mucosa e em vermelho as que
possuem efeito ulcerogénico. No cancer associado a DI, estdo destacadas em azul as citocinas com efeitos pré-
tumorais. DC = células dendriticas; IL = interleucina; macrophage = macréfago; cell = célula; neutrophill =
neutréfilo; fibroblast = fibroblasto; CEI = células epiteliais intestinais.

Fonte: NEURATH, 2014
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1.2 Doengas inflamatorias intestinais (DI1)

A retocolite ulcerativa (RCU) e a doenca de Crohn (DC) sdo as mais comuns doencas
inflamatdrias crénicas intestinais que acometem o intestino (TEIXEIRA et al., 2015). As DII
sdo caracterizadas por sangramento retal, dor abdominal, perda de peso e diarreia, resultando
na ruptura da barreira epitelial e formacdo de ulceragdo no epitélio (KOUTROUBAKIS;
KOUROUMALIS, 2008; LIU e WANG, 2011). Pacientes com essas inflamacGes, de forma
prolongada e cronica no trato gastrointestinal, podem evoluir para um cancer coloretal, sendo a
principal causa de morbidade e mortalidade entre esses individuos (LIU e WANG, 2011,
ROGLER, 2014). Estima-se que o risco de desenvolver cancer coloretal em pacientes com
colite ulcerativa € de 2-5 vezes maior do que a populacdo em geral (FUMERY et al, 2017).

A inflamacdo na RCU ¢ limitada a camada mucosa. Ela normalmente comeca no reto
onde geralmente se encontra um maior processo inflamatério. Por outro lado, na DC a
inflamacdo é transmural afetando todas as camadas da parede intestinal (ROGLER, 2014). Na
Tabela 1 estdo descritas as principais diferencas entre essas duas doencas.

A maior incidéncia das DIl ocorre no Canada e Europa. H4 uma prevaléncia de 90 a 505
casos de colite ulcerativa por 100.000 pessoas no Norte da Europa e América do Norte. Ambas
as doencas afetam individuos em qualquer idade, porém observa-se um maior pico de incidéncia
na faixa etéria entre os 15 e 30 anos (CONRAD et al., 2014).

A patogénese das DIl é multifatorial, envolvendo predisposicao genética, alteracbes na
barreira epitelial, desregulacdo imune subjacente e fatores ambientais (KOZUCH e
HANAUER, 2008).

Sabe-se que o desequilibrio na expressdo de citocinas pré-inflamatorias e anti-
inflamatdrias na mucosa do célon, desempenham um papel importante no desenvolvimento
dessas doencas. A producao excessiva de EROs, induzida pela citocina TNF-a, nas células da
mucosa induz respostas inflamatdrias que podem, direta ou indiretamente causar dano as células
epiteliais intestinais, influenciando assim, na integridade da mucosa ou iniciando uma cascata
de sinalizacdo inflamatdria que pode levar a insuficiéncia grave em situacoes de colite (ZHOU
et al., 2006).

Estudos também demonstraram que a tipica producdo de Oxido nitrico (NO)
desempenha um papel importante no controle da leséo tecidual. No entanto, elevados niveis de
NO produzidos ap6s o aumento da regulacdo do éxido nitrico sintase indutivel (iNOS) nas
celulas epiteliais tem sido associado as doengas inflamatdrias intestinais (COOKE e
DAVIDGE, 2002; LIU e WANG, 2011).



20

Tabela 1 - Diferengas entre a retocolite ulcerativa e a doenca de Crohn

Retocolite ulcerativa

Doenca de Crohn

A doenca esta confinada ao célon

O intestino delgado estd envolvido em 80% dos
casos

O retossigmoide encontra-se invariavelmente
o envolvimento coldnico é

envolvido;
geralmente do lado esquerdo

O retossigmoide é frequentemente poupado; o
envolvimento col6nico é geralmente do lado direito

O sangramento retal macroscopico encontra-

Se sempre presente

O sangramento retal macroscopico encontra-se
ausente em 15-25% dos casos

N&o ocorrem fistulas

Fistula, massas e desenvolvimento de abcessos sao
comuns

N&o ocorrem lesdes perianais importantes

As lesdes perianais sdo importantes em 25-35%

A parede intestinal é afetada simétrica e
partir do reto

ininterruptamente, a
proximalmente

Ao raio X, a parede intestinal é afetada
assimetricamente € em segmentos, com ‘“areas de
salto” entre segmentos doentes

A inflamacéo é uniforme e difusa

A aparéncia endoscépica é macular, com ulceracdes

isoladas separadas por segmentos de mucosa de

aparéncia normal
A inflamagdo é confinada & mucosa, exceto A inflamacdo e a formacdo de fissuras
NoSs €asos graves microscopicas se estendem transmuralmente; as
lesbes tém frequentemente uma distribuicao focal
Granulomas epitelioides (semelhantes a sarcoides)
sdo detectados na parede intestinal ou nos
linfonodos em 25-50% dos casos

N&o ocorrem granulomas epiteliais tipicos

Fonte: Adaptado de

http://www.msdlatinamerica.com/profissionais_da_saude/manual_merck/secao_03/secao_03_031.html

A microvasculatura da mucosa nas DIl sofre um intenso processo de neoangiogénese,
apresentando maior densidade de microvasos comparado a mucosa normal (ALKIM et al.,
2015). Niveis elevados de moléculas pré-angiogénicas como o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) foram observados na mucosa inflamada de pacientes com RCU e DC,
comparado ao controle (DANESE, 2008).

1.3 Tratamento das doengas inflamatdrias intestinais

O tratamento convencional das doencas inflamatorias intestinais utiliza medicamentos
anti-inflamatorios, sendo o &cido 5-aminossalicilico (5-ASA ou mesalamina) o farmaco de
primeira escolha para inducdo e manutencdo da remissdo da doenga. Caso o paciente ndo
responda ao tratamento, glicocorticoides, imunossupressores (azatioprina, mercaptopurina e

ciclosporina) ou agentes bioldgicos (como anticorpos anti-TNF-a) podem ser utilizados. Os
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aminosalicilatos (sulfassalazina, mesalazina, olsalazina e balsalazina) sédo frequentemente
combinados com corticosteroides a fim de induzir a remissao das DIl (LIU e WANG, 2011).

O uso dos imunossupressores € justificado quando ha falha no tratamento com o0s
aminossalicilatos, se reservando a casos graves, devido ao alto risco de toxicidade relacionado
ao uso desses medicamentos (LIU e WANG, 2011).

Para aqueles pacientes que ndo respondem ao tratamento convencional, a terapia anti
fator de necrose tumoral o (anti-TNF-a)) tornou-se uma abordagem interessante no tratamento
de doencas inflamatorias cronicas, como retocolite ulcerativa e artrite reumatoide, e na
prevencdo da rejeigdo de transplantes (BAYRY, 2011; BRENNAN; FELDRNANNT, 1996;
CANTANHEDA et al., 2007; WLODARCZYK et al., 2016).

Entre os compostos aprovados na terapéutica anti-TNF-alfa, encontram-se o0s
biofarmacos infliximab, etanercept e adalimumab (AALTONEN et al., 2012; BAYRY, 2011,
CANTANHEDA et al., 2007; KORNBLUTH, 1998), proteinas altamente imunogénicas e
relacionadas ao risco de reativacao de infec¢do latente, como tuberculose. Além disso, 0s custos
de terapia a longo prazo sdo elevados limitando o acesso a esse tratamento para um grande
namero de pacientes (RADIN et al., 2016).

Rutella et al. (2011) detectaram a inibi¢&o da angiogénese em pacientes com DC fazendo
uso da terapia com infliximab. No estudo realizado por Algaba et al. (2014) em 37 pacientes
com DII foi observado a diminuicdo dos niveis circulantes de VEGF ap6s a terapia com
infliximab e adalimumab.

A talidomida é um farmaco modulador da citocina TNF-a e possui atividades anti-
inflamatoria, imunomoduladora e antiangiogénica. Este farmaco foi muito utilizado na década
de 1950 e 1960 para o alivio dos enjoos matinais em gestantes, porém foi retirado do mercado
devido os seus efeitos teratogénicos (KUMAR et al., 2012; LIMA et al., 2001). Na década de
1990 esse farmaco ganhou interesse na pratica clinica devido seus importantes beneficios no
tratamento da hanseniase (eritema nodoso leproso (ENL), mieloma multiplo e sindrome
mielodisplastica (BORGES; FROEHLICH, 2003; CASAL et al., 2016; YAMASAKI et al.,
2014).

A ftalimida é o grupamento farmacoforico da talidomida (Figura 4), destituido do efeito
teratogénico, e atua como inibidor da citocina TNF-o (LIMA et al., 2001). Diversos derivados
ftalimidicos tém sido relatados na literatura com variadas aplicabilidades terapéuticas, como
anti-inflamatorio (CASAL et al., 2016; BHAT et al., 2015; ASSIS et al., 2012; BARBOSA et
al., 2012), antiangiogénico (BEEDIE et al., 2016; SHIMAZAWA et al., 1999), anticancer
(PANDIT et al., 2013), dentre outros.
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A eficécia do uso de talidomida como tratamento de curto prazo das DIl foi relatada em
pacientes adultos e pediatricos em um estudo realizado por Diamanti et al. (2015), porém os

problemas de seguranca em uma terapia prolongada limitam o uso desse farmaco.

Figura 4 - Estrutura molecular da talidomida

grupo farmacoférico

jmm e mm——— -
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
I

ftalimida: O | glutarimida
talidomida

Fonte: Autor

Os glicocorticoides (GCs) sdo anti-inflamatdrios esteroides (AIEs) utilizados na terapia
de diversas doencas pelos seus efeitos anti-inflamatérios e imunossupressores (SEGURO et al.,
2013; BILKOVA et al., 2011; GESSI et al., 2010).

Os AlEs agem promovendo a liberacdo de um mediador com acéo anti-inflamatdria,
liporcotina-1, levando a inibicdo da fosfolipase A2. Essa inibicdo diminui a concentragdo do
acido araquiddnico, resultando em uma acdo inibitéria nas vias das prostaglandinas e
lipoxigenases. Além disso, os GCs possuem um forte efeito sobre o sistema imunitario, atuando
na rede de citocinas e enzimas inflamatorias, nas moléculas de adesdo, fatores de
permeabilidade e na funcéo celular (BIJLSMA et al.; 2003).

Os GCs também apresentam atividade antiangiogénica, a qual tem proporcionado
importantes beneficios no tratamento de doencas oculares como a retinopatia diabética e
doencas inflamatdrias intestinais (CIULLA et al., 2014; ZHANG et al., 2014; MESSENGER
etal., 2013).

Os corticosteroides agem em multiplos niveis da angiogénese, regulando a atividade dos
macrofagos responsaveis pela liberacdo dos fatores de crescimento angiogénicos (VEGF e
demais citocinas pro-inflamatorias), proteases e inibindo a migracdo de células endoteliais
(OLIVER; CIULLA, 2006). Dexametasona, triancinolona e fluocinolona sdo hoje utilizados
para o tratamento da EMD em alternativa aos anti-VEGF disponiveis no mercado (CIULLA et
al., 2014).
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Os GCs sdo usados como potentes farmacos anti-inflamatorios no tratamento de
moderada a severa colite ulcerativa ou em pacientes que ndo respondem ao tratamento
convencional (POUSA et al., 2011)

Entretanto, a utilizacdo dos glicocorticoides na terapia das doencas inflamatorias
cronicas é limitada, devido as suas varias reacOes indesejaveis, especialmente em doses
elevadas ou na administragdo prolongada que pode levar a supressdo do eixo hipotalamico-
pituitario-adrenal (HPA). A interrup¢do abrupta da administracdo pode causar coma e morte
(SCHMIDT et al., 2008; DAMIANI, et al., 2001). Entre as principais complicacdes que podem
ocorrer apés o tratamento com GCs estdo: osteoporose, glaucoma, hipertensdo, psicose e
sindrome de Cushing (BILKOVA et al., 2011).

A inibicdo do VEGF é uma estratégia terapéutica promissora para atenuar a inflamacéo
no tratamento das DII, porém mais estudos que investiguem o papel desse fator angiogénico e
seus receptores nessas doencas sao necessarios (ALKIM et al., 2015; SCALDAFERRI et al.,
2009).

1.4 ModificacGes moleculares de glicocorticoides

Anélogos sintéticos de GCs tém sido planejados ao longo dos anos utilizando estratégias
de modificagdes moleculares, como latenciacdo e hibridagdo molecular, a fim de obter um
melhor perfil terapéutico com otimizacéo da relacdo risco-beneficio, resolucdo de problemas
de solubilidade, reducéo dos efeitos adversos relacionados a terapia além de potencializacéo da
atividade anti-inflamatéria (BARALDI et al., 2004; FANG et al., 2007).

A hibridacdo molecular é uma abordagem de obtencdo de novos compostos com duas
ou mais moléculas bioativas fundidas, obtendo uma Unica molécula capaz de ser reconhecida
por diferentes receptores bioldgicos. No planejamento de novos hibridos é possivel considerar
apenas o grupo farmacofoérico das molecular originais, com eliminac¢do do grupamento toxico,
resultando em um aumento da seguranca (CHUNG, 2012; VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

Os hibridos podem ser conjugados (subunidades separadas por um espacador) ou
ligados diretamente (pré-fundido e fundido), conforme observado na Figura 5 (VIEGAS-
JUNIOR et al., 2007).

O processo de hibridacédo esta intimamente relacionado com a estratégia de obtencao de
um pro-farmaco reciproco. A principal diferenca estd no fato dos compostos hibridos poderem
agir "per se" sem necessidade de biotransformacéo prévia (BOSQUESI et al., 2011).
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Figura 5 - Estratégia de hibridagdo molecular
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Fonte: Adaptado de BOSQUESI et al., 2011

A latenciacdo, outra importante estratégia de modificacdo molecular, conceitualmente é
a obtengdo do farmaco em sua forma inativa (pré-farmaco), o qual libera a por¢&o ativa original
no local de acdo ou préximo a ele, ap6s uma reacdo quimica ou enzimatica in vivo (Figura 6)
(CHUNG et al., 2005).

Figura 6 - Representacdo do conceito de pré-farmaco
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Fonte: Adaptado de MACHADO et al., 2016
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Existem duas principais categorias de pro-farmacos: pro-farmacos classicos e
bioprecursores. Na primeira, o farmaco ativo é ligado a um transportador através de uma ligacéo
biorreversivel. Quando o transportador possui atividade terapéutica, este é chamado de pro-
farmaco reciproco, possibilitando um sinergismo de acdo ou agregando ao pro-farmaco uma
atividade diferente e benéfica para o tratamento. Bioprecursores também precisam da ativacao
in vivo para haver atividade, porém ndo estdo ligados a um transportador. S&o exemplos de pro-
farmacos bioprecursores a lovastatina, o enalapril e 0 metronidazol (CHUNG et al., 2005).

Pro-farmacos com glicocorticoides associados a doadores de 6xido nitrico (NO),
também séo relatados na literatura (BARALDI et al., 2004; FANG et al., 2007). GCs e NO
apresentam efeitos sinérgicos, promissores no tratamento de doencas inflamatorias (STREHL,;
BUTTGEREIT, 2013).

O uso de ftalimidas associados com anti-inflamatorios por hibridacdo molecular tem
sido uma estratégia utilizada na Quimica Medicinal, demonstrando atividade sinérgica, sendo
propostos como alternativos aos biofarmacos (MACHADO, 2013; SANTOS et al., 2009).

A fim de diminuir os efeitos adversos relacionados aos glicocorticoides no tratamento
das DIl devido a absor¢do no trato intestinal, Marques Ruiz e colaboradores (2013) sintetizaram
nitro ésteres de prednisolona (1-2) e budesonida (3-4) utilizando os carreadores 2-nitrofenil
acido acético (n=1) e 2-nitrofenil de acido propidnico (n=2) (Figura 7). O pré-farmaco é clivado
apos a acdo das nitro-redutases da microflora col6nica.

Os compostos derivados de prednisolona (1-2) apresentaram atividade anti-inflamatoria
em modelo de colite ulcerativa, com menor atrofia no timo, indicando reduzida exposicédo

sistémica destes analogos esteroides.

Figura 7 - Nitro ésteres de prednisolona (1-2) e budesonida (3-4)
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Tendo em vista que o uso prolongado de GCs esta associado a diversos efeitos adversos,
como osteoporose, sindrome metabdlica, doengas cardiovasculares, catarata, entre outros,
limitando o uso desses farmacos em terapias prolongadas (SEGURO et al., 2013) e que o0s anti-
TNF-alfa disponiveis no mercado séo altamente onerosos e imunogénicos onde destacam-se 0
infliximab e adalimumab, novos farmacos anti-inflamatérios aliados a atividade inibidora de
TNF-alfa, mais potentes e com menores efeitos adversos sdo desejaveis.

O desenvolvimento de compostos derivados de glicocorticoides e ftalimida, com acao
anti-inflamatoéria conhecida, associado a propriedade de modulacdo da citocina TNF-alfa,
poderia alcancar um melhor perfil de atividade em situacdes de doengas inflamatorias cronicas
onde ha super expressdo da citocina TNF-alfa.

Os compostos deste trabalho foram planejados conforme ilustrado no Esquema 1,
utilizando a estratégia de hibridacdo molecular entre os glicocorticoides (prednisolona e

budesonida) e o grupo farmacoférico da talidomida (ftalimida).

Esquema 1 - Planejamento estrutural dos derivados da série Lapdesf GL-FT
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3
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Os compostos da série Lapdesf GL-FT foram considerados como hibridos, tendo em
vista que para classifica-los como prd-farmacos reciprocos é necessario a realizacéo de ensaios
que comprovem a atividade biologica somente ap0s uma reagdo quimica ou enzimatica in vivo
(CHUNG et al., 2005).
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5 CONCLUSOES

Foram obtidos trés diferentes intermediarios sintéticos (1-3) e seis produtos finais (Série
Lapdesf GL-FT 1-6), com rendimentos variando entre 40 e 83%.

Os derivados da budesonida Lapdesf GL-FT 5 e 6 apresentaram atividade anti-
inflamatoria com regressdo do quadro de ulceracdo causada pela indugdo com &cido acético,
sendo iguais estatisticamente ao controle negativo. O composto 5 ainda apresentou regressao
total da ulceracdo em 83,3% dos animais tratados e melhora nos sinais clinicos como perda de
peso e sobrevida dos animais.

Os compostos GLFT 1, 2 e 3 foram diferentes estatisticamente dos grupos controle
positivo e negativo. GLFT 1 e 3 apresentaram atividade anti-inflamatdria com regresséo total
do quadro de ulceracdo em 33,3% dos animais em cada grupo, sendo superior ao farmaco
padrdo, prednisolona, que obteve 16,7% de regressao total da ulceracéo.

Todos os compostos finais da série Lapdesf GL-FT apresentaram viabilidade celular
superior a 70% nas concentragdes testadas, indicando uma baixa citotoxicidade das substancias.
Porém, os compostos GL-FT 2 e 3 apresentaram viabilidade celular inesperada, chegando a
valores de 300 e 400%, respectivamente, nas concentracdes avaliadas.

Os derivados da série Lapdesf GL-FT 1-6 ndo apresentaram atividade imunossupressora
no ensaio in vitro.

Os compostos GL-FT 2 e 3 apresentaram atividade anti-inflamatoria significativa
guando comparado a carragenina e foram similares aos padrdes prednisolona e budesonida no

ensaio de edema de pata.
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