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Where are we ?

“This is not the end.

It is not even the beginning of the end.

But it is, perhaps, the end of the beginning.”

W. Churchill
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RESUMO

A inflamacdo € uma reacdo de defesa e reparo fisioldgico, importante em resposta a agressoes
fisicas, quimicas ou biolégicas ao organismo, que geram o aparecimento dos quatro sinais
cardinais dor, edema, calor, rubor, incluindo, muitas vezes a perda de funcdo do tecido ou
orgdo. O processo inflamatdrio agudo € imediato e inespecifico contra o agente agressor,
podendo evoluir para cronico, caso haja a permanéncia do agente agressivo e é caracterizado
pelo aumento de celularidade e outros elementos teciduais. Vdrias substancias estdo
envolvidas no processo inflamatério, como a prostaglandinas, histamina, serotonina e
citocinas pré-inflamatdrias como IL-1B, 1L-6, IL-8, TNF-a, NF-kB. Estima-se que exista na
terapéutica, mais de 50 antiinflamatérios ndo esteréides (AINEs) diferentes, mas nenhum
deles totalmente destituido de efeitos téxicos, como a gastrotoxicidade, mesmo os compostos
mais novos, seletivos para receptores COX,, como o celecoxibe. Por este motivo nenhum
AINEs é recomendado para utilizagdo em processos inflamatdrios cronicos. Neste sentido,
Vizioli (2006) e Castro (2008), planejaram pro-firmacos taurinicos e hibridos ftalimidicos,
respectivamente, obtendo resultados promissores como antiinflamatérios potenciais
destituidos de gastrotoxicidade. O presente trabalho visa realizar os testes pré-clinicos de
atividade antiinflamatéria aguda e cronica. Os resultados demostraram que que todos os
derivados testados ndo apresentam gastrotoxicidade em relacdo ao padrio AINE testado, sem
alteracdo significativa da resposta inflamatéria aguda, com excecdo do derivado de
ibuprofeno  N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-(4-isobutilfenil) propanamida, que
demonstrou atividade inferior. Em estudo de atividade inflamatdria cronica, todos os
compostos ftalimidicos e taurinicos mostraram-se superior aos AINEs padrio, com
diminui¢do de mortalidade e exclusdo dos sinais clinicos como sangramento, perda de peso
aumento da freqii€ncia de evacuagdes. Os derivados de diclofenaco e naproxeno, acido 2-{[2-
(2,6-diclofenil)amino] fenil} acetil) amido]} etanosulfénico e acido 2-{[2-(6-metoxi-2-naftil)
propanoil]amido} etanosulfonico quando administrados intraperitonealmente promoveram
100% de supressdo da colite ulcerativa, enquanto que os farmacos mesalazina e
sulfassalazina, farmacos padrdo utilizados terapeuticamente no tratamento da doenga
apresentaram apenas 67 % de remissdo. Estes dados apontam para uma nova classe

revolucionaria de AINEs.
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ABSTRACT

Inflammation is a defense and repair physiologic reaction important in response to an
physical, chemical or biological aggression of the body, providing the appearance of the four
cardinal signs of pain, swelling, heat, redness, including often the loss of function of the tissue
or organs. The acute inflammatory process is immediate and nonspecific against the
aggressive agent and it is characterized by increased cellular and other tissue elements. Series
of substances are involved in the inflammatory process such as prostaglandins, histamine,
serotonin and pro-inflammatory cytokines such as 1L-6, IL-8, a-TNF, NF- kB. It is estimated
that exists more than 50 different non steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) drugs in
the market, but none of them are wholly without side effects such as gastro toxicity, even the
newer compounds, selective to COX, receptors, as the celecoxib. For this reason none of
NSAIDs is recommended for use in chronic inflammatory diseases. In this sense, Vizioli
(2006) and Castro (2008), planned new taurine prodrugs and phtalimide hybride NSAIDs,
respectively, showing promising results as anti-inflammatory without toxicity. This work
aims to accomplish pre-clinical assay by acute and chronic models of inflammation. The
results showed that all derivatives tested have no gastro toxicity when compared with the
NSAIDs standard. No significant inflammatory response was observed with the exception
toibuprofen derivative N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-(4-isobutilfenil)
propanamide, which showed less activity. In the chronic inflammatory study activity all
compounds phthalimide and taurine showed increase of activity compared to standard
NSAIDs with decrease of the mortality and exclusion of the clinical signals such as bleeding,
weight loss, and increased defecation rate. The derivatives of diclofenac and naproxen, 2-{[2-
(2,6-diclophenyl)amino] phenyl} acethyl) amide]} etanosulfonic acid e 2-{[2-(6-methoxy-2-
naphtyl) propanoy]amide} etanosulfonicacid when administered via intraperitonium further
100 % of ulcerative colitis suppression, while the mesalazine and sulfasalazine, the current
drugs used forthe treatment of the disease showed only a 67% remissision. These data aim for

the new revolution class of NSAIDs.
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1. INTRODUCAO

1.1. Planejamento de novos farmacos antiinflamatérios

O planejamento de novos farmacos com potencial atividade antiinflamatéria
e/ou com reducao dos efeitos tdxicos inerentes ao mecanismo de acao é sustentado
pela ampla utlizagdo no tratamento de patologias, cujos processos de base

permeiam pela resposta inflamatoéria.

O processo inflamatério sempre recebeu um grande destaque na ciéncia por
ser o primeiro sinal biolégico em qualquer estado de anormalidade, e os
antiinflamatérios nao esteréides (AINEs) possuem um impacto positivo sobre a
qualidade de vida do paciente, por incorporar beneficios como, por exemplo, a
melhoria de dores musculo-esqueléticas, e em algumas doengas que sao
acompanhadas da cronicidade inflamatéria como a artrite reumatdide (GABRIEL &
MATTESON, 1995).

Os AINEs, porém, ao alterar a atividade das prostaglandinas, inibindo as
isoformas de ciclooxigenases constitutivas (COX;) e induzidas (COX), geram
reacbes adversas graves em pacientes pré-dispostos e/ou que utilizam por um

periodo prolongado.

Em 1995, uma revisdo sobre o consenso do uso de AINEs na artrite
reumatoide foi elaborada, sendo apresentadas as vantagens e desvantagens. Entre
os perigos do uso, encontram-se as reacdes gastrointestinais (Gl) como dispepsia
severa, Ulceras duodenais e gastricas com complicagcbes que promoveram a
hospitalizacao, realizacdo de procedimentos cirirgicos e até mesmo a morte. O
estudo sugere a utilizacao intervencionista de misoprostol, um analogo sintético de
prostaglandina, como medida de controle das complicagbes Gl (GABRIEL &
MATTESON, 1995).

Em 1999, uma correlagdo farmacoecon6mica apresentou a gastropatia na
utilizagdo de AINEs como fator de terapia associativa e aumento dos custos
(WALAN & WAHLQVIST, 1999). No mesmo ano, o laboratério farmacéutico Merck
Sharp & Dohme langou nos Estados Unidos e mais de 80 paises o VIOXX®
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(rofecoxib, inibidor seletivo de COX,), com a promessa de reducdo dos efeitos
adversos (Gl) comuns a classe, atingindo um faturamento mundial de US$ 2,5
bilhdes, em 2003 (REYNALES, 2009). Entretanto, em 2004, observou-se que esta
classe nova de antiinflamatoérios promovera toxicidade cardiovascular, fato que
provocou a retirada do medicamento deste mercado mundial (LANGTON, HANKEY
& EIKELBOOM, 2004).

Assim sendo, a utilizacdo de inibidores seletivos de COX, devem ser
cautelosos e em condi¢des especificas, devido seu efeito adverso severo sobre o
sistema cardiovascular e beneficios incertos sobre o sistema Gl (INOTAI & VINCZE,
2008).

Na ltalia, em 2002 uma campanha intitulada de Projeto Gardenia teve meta
de avaliar as prescricdes de antiinflamatoérios esterdides (AIEs) e AINEs com o
objetivo de orientar o uso racional e minimizar as reacboes adversas. Os resultados
foram positivos em relagdo a reducdo dos problemas relacionados a esta classe
terapéutica (SCARPATO et al, 2002).

Neste sentido, baseado nas recentes tecnologias e protocolos terapéuticos,
para pacientes com risco médio de disturbios gastrointestinais, a prescricao deve ser
de medicamentos AINEs ndo especificos que apresentem sistemas de liberagédo
lenta, associados ou ndo com inibidores de bomba de prétons (IBP) e, utilizacao
com cautela para os AINES seletivos COX; (INOTAI & VINCZE, 2008).

A andlise de associagdes ligadas ao controle de Ulceras pela administracao
de AINEs, em 1000 pacientes tratados com IBP e 1000 ndo tratados, demonstrou
que 95% dos nao tratados apresentaram problemas gastrointestinais, constatando o
aumento dos valores totais com o tratamento, a fim de reduzir os custos com

internagdo ou procedimentos por complicagdo (VONKEMAN et al, 2008)

Com base nestes dados, observa-se a necessidade de novos
antiinflamatérios, destituidos de efeitos adversos. Entretanto, o planejamento de
novos farmacos através da modificagdo radical, isto é, a criacdo de uma molécula
totalmente nova, € um processo de alto custo que envolve milhées de ddlares e a
participacédo de equipes com diversos profissionais em etapas interdisciplinares
(DIMASI, HANSEN & GRABOWSKI, 2003; SANTOS, 2007; BARREIRO, 2009). A
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figura 1 mostra a complexidade e as diversas ferramentas que podem ser utilizadas

no planejamento de novas moléculas biologicamente ativas.
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Figura 1. Etapas multi e interdisciplinares para invengéao e/ou incrementagao terapéutica de
um farmaco (modificado de BARREIRO, 2009).

Tendo em vista a magnitude dos caminhos e processos na descoberta dos
farmacos, destacam-se estratégias baseadas na modificacdo molecular de farmacos
ou protétipos conhecidos, citado por Sir James Black, ganhador do prémio Nobel em
medicina e fisiologia em 1988. Entre as técnicas de modificagdo molecular
(modificacdo incremental), podemos citar: latenciagdo, bioisosterismo, hibridacéo,
anelacao entre outras (WERMUTH, 2008).

A modificacdo molecular tem permitido a obtencdo de compostos
antiinflamatérios ativos, incluindo processos que consistem, basicamente, na
“reciclagem” de substancias antes descartadas por problemas de toxicidade,
farmacocinética e outros.

Tendo o protétipo como ponto de partida, inicia-se a sintese dos analogos
obtendo compostos com maior poténcia, especificidade e seguranca além de
possibilitar melhor aceitabilidade pelos pacientes e adesao ao tratamento, como por

exemplo, a ranitidina, obtida como bioiséstero da cimetidina (figura 2), apresentando
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maior tolerabilidade e menor incidéncia de interagdes com outros medicamentos,
além de diminuicdo dos efeitos adversos como ginecomastia (BARREIRO, 2002;
OLIVEIRA, CASSAL & PIZARRO, 20083).

s
NNHTONHT

cimetidina S ranitidina

Figura 2. Estruturas da cimetidina e seu bioiséstero, ranitidina.

Por vezes, estes novos compostos sdao denominados “me too” por serem
cbpias dos protétipos, entretanto é possivel observar vantagens na rapidez, no
desenvolvimento demonstrando melhoramento das caracteristicas fisico-quimicas

como pKa, logP, solubilidade e estabilidade, farmacocinéticas e/ou terapéuticas

Esta estratégia € utilizada pela industria farmacéutica para produzir farmacos
promissores sobre o aspecto econdmico garantindo assim uma parcela prestigiosa
do mercado. Entre os exemplos mais famosos encontram-se os andalogos da
lovastatina: sinvastatina, provastatina, fluvastatina, atorvastatina, etc (FERREIRA &
KOROLKOVAS, 1980; WERMUTH, 2008).
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Figura 3. Analogos da lovastatina.
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A quimica farmacéutica e medicinal destaca os processos modificacao
molecular vinculado a técnica de latenciacao e hibridacado molecular, sendo as mais
frequentemente utilizadas em todo o mundo (CHUNG & FERREIRA, 1999;
BARREIRO et al, 2002; LIMA & BARREIRO, 2004; SILVA et al, 2005). Ambas serao
detalhadas a seguir, em face de utilizacdo das mesmas neste trabalho.

O processo de latenciagdo visa a obtengcdo de pré-farmacos (compostos
latentes), inativos per si, sendo bioativados in vivo (STELLA & NARINGREKAR,
1985; HSIEH, HUNG & FANQ, 2009). O pré-farmaco classico apresenta ligagao
bioreversivel, entre o farmaco (ou prot6tipo) e outra molécula chamada de
transportador, este podendo ou ndo apresentar atividade biolégica, porém, isento de

toxidade.

Os Dbioprecursores sao formas latentes que ndo possuem grupos
transportadores, mas necessitam de reacdo quimica ou enzimatica, in vivo, para
exercerem suas atividades. Um exemplo de farmaco bioprecursor € o omeprazol, um
inibidor de bomba proténica, (figura 4) (SILVA et al, 2005; WERMUTH, 2008;
TESTA, 2009).
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Figura 4. Mecanismo de bioativacdo do omeprazol pelo meio acido e sua ligacao e inibicao
da bomba proténica (ATPase-SH).

O omeprazol estd entre os quatro medicamentos, juntamente com aciclovir,
sinvastatina e enalapril, que rendem bilhdes de dolares as industrias farmacéuticas

no mundo, considerados “blockbusters”, que apresentam como principio esta técnica
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de modificacdo molecular demonstrando as razdes de sucesso para 0 emprego no
planejamento de novos farmacos. (ETTMAYER et al, 2004).

Mediante a escolha de transportador adequado, € possivel promover aumento
de biodisponibilidade, diminuigdo da toxicidade, prolongamento da acdo e aumento
da seletividade (SINGH & SHARMA, 1994; CHUNG & FERREIRA, 1999).

Os Pro-farmacos Mistos apresentam caracteristicas de pré-farmacos
classicos e de bioprecursores, enquanto os Dirigidos apresentam transportadores
capazes de carregar seletivamente o farmaco do local administrado para o sitio de
acao. (SILVA et al, 2005).

A liberacdo de farmacos no local de acado via pré-farmacos, tem gerado
grande interesse para aumentar a seletividade. Isto porque podem diminuir 0s
efeitos adversos dos protétipos dos quais derivam, além de, incrementar o arsenal
terapéutico (CASTRO et al, 2004). A figura 5 mostra 0 esquema do processo de
latenciagéo.

Earreira
.‘I
Farmaco :J.‘I

U Transportador [}
Transpartador ‘\ .!:“" ‘; \ Farrmacu
A\ Famnaco (D il
g
"I

CONVErSED CpmIca Ju 2N AMSICa

: R ) S
| 3
o - e

Pré-farmaco ()
)

depuraciy £hein

Figura 5. Esquema do processo de latenciagdo. A barreira representa os problemas
limitantes do farmaco. Ao atravessar a barreira, in vivo, o pro-farmaco é bioativado,
liberando o farmaco para promocao da atividade (modificado de SILVA et al, 2005).

Além da seletividade e diminuicdo da toxicidade, o emprego da latenciagéo

visa corrigir problemas como:

Ednir de Oliveira Vizioli



instabilidade ou solubilidade inadequada na formulacdo ou frente aos fluidos

gastrintestinais,
caracteristicas organolépticas desagradaveis para uso,
equilibrio hidrofilo-lipéfilo inadequado para atravessar membranas biolégicas e

alta taxa de biotransformacao ou eliminagao pre-sistémica.

Sendo assim, o transportador pode ser um segundo farmaco e a uniao entre
estes dois farmacos pode acontecer diretamente através de ligagao Iabil ou por meio
de um grupo espacante, o qual poderia facilitar o acesso enzimatico do derivado por
torna-lo mais exposto para hidrélise, descartando as possibilidades de impedimento
estérico (Figura 6) (MENGER & ROURK, 1997).

Barreira

(o

1 - ‘:' Perfis farmacoanéticos digtintas.
Férmaco A Farmaco B /e
]
) y
2 - j f 5 Prerfil farmacu unetioo dnio.

Farmaco AeB

3 - VPO “A 1.-4;‘ _ 0 ayente espagante pods faciltar a

- ] i . T liberacén endmética dostamacos,
Férmaco A espag ante Farmaco B L/ T

Figura 6. Farmacos administrados em associacdo (1); Pré-farmacos reciprocos ligados
diretamente entre si (2); Pré-farmacos reciprocos ligados via agente espagante (3).

Os proé-farmacos reciprocos nao sao tao recentes, ja que varios compostos
foram introduzidos na terapéutica antes do conhecimento de pro-farmaco
propriamente dito. A sulfassalazina, introduzida na terapéutica em 1942 para o
tratamento de colite ulcerativa, € clivada em sulfapiridina e acido 5-
aminossalicilico (5-ASA, mesalazina) por agao de azorredutases do colon. Apés a
descoberta de que 0 5-ASA era o responsavel pela atividade farmacologica, foram

desenvolvidos varios outros pro-farmacos derivados dele, incluindo o pro-farmaco
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reciproco de duas moléculas de 5-ASA, a olsalazina (figura 7) (VILASECA et al.,
1990).

sulfasalazina 2
acoredutases Bacteria
J
L
NH I
sulfapiridina mesalazing (5-ASA)
|
Ef=itos tonicos Pro-farmaco reciproco  Ative
HOOC COQH
S gl
HO—4, 2> €N=NF{ ,—OH
olsalazina Bactera
in colon
HOOC v 'COOH
HO—{ )—NH, HN—Q —OH
mesalazing (S-ASA) mesalazing (S-ASA)

Figura 7. Acdo de azoredutases do co6lon no metabolismo de sulfassalazina para a
obtencao de mesalazina (5-ASA) e do pré-farmaco reciproco olsalazina, na obtengéo de
duas moléculas de mesalazina. (modificado de NIELSEN & MUNCK, 2007).

A utilizacdo do processo de latenciagdo na obtencdo de pro-farmacos
AINEs podem reduzir os efeitos adversos gastricos provocados pelos AINEs,

permitindo seu uso crénico.

Por exemplo, Shela, Khedr & Elsherief (2002) sintetizaram uma série de
pré-farmacos reciprocos derivados do naproxeno e propilfenazona (figura 8), com
atividade analgésica e antipirética, obtendo maior tolerabilidade.
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Figura 8. Obtencéo de pro-farmaco reciproco de naproxeno e propilfenazona, diretamente
ligado (SHELA, KHEDR & ELSHERIEF, 2002).

O uso de agentes espacantes (figura 9) facilita a hidrolise dos farmacos
ativos, devido ao menor impedimento estérico das enzimas no processo de
conversdo. (PARMESHWARI et al, 2007).
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Figura 9. Obtencao de pré-farmaco reciproco de naproxeno e propilfenazona com agente
espacante (SHELA, KHEDR & ELSHERIEF, 2002).

Outro exemplo inclui uma nova de série de AINEs derivados do ibuprofeno
com reduzida toxicidade gastrica e potente acado antiagregante foi obtida através da
ligagdo com furoxanos e furazonas (figura 10) (LOLLI et al, 2001).

Estes compostos foram obtidos baseados em trabalhos utilizando-se
doadores de 6xido nitrico (NO) com o objetivo de reduzir os efeitos Gl e vasculares
provocados pelos AINEs (BANDARAGE et al, 2000; UCHIDA et al, 2001;
MAHMOUD, MOHAMED & ABDALLAHA, 2001; RANATUNGE et al, 2006).
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Figura 10. Pro-farmacos reciprocos derivado de ibuprofeno e doador de NO (grupo
furoxamico) (LOLLI et al, 2001).

Nesta mesma direcao, derivados do acido acetilsalicilico como doadores de
NO, que apresentam atividade antiinflamatéria, antiplaquetaria e gastroprotetora
promissora foram descritos por CENA, et al. em 2003 e novas pesquisas apontam
como futuros candidatos a farmacos AINES, inibidores seletivos de COX, com
capacidade de doar NO (ABDELLATIF et al, 2008).

O NO é um segundo mensageiro quimico, com o papel de ativar ou inibir
diversas moléculas alvo, merecendo destaque na regulagdo do tbnus vascular e
resposta imunolégica (BARRETO, CORREIA, MUSCARA, 2005).

Existem trés isoformas de NO sintase (NOS) sendo duas constitutivas calcio
dependentes: endotelial, eNOS e neuronal, nNOS e uma induzida, a iINOS nao
dependente de calcio. O NO é produzido pela oxidacao do nitrogénio guanidinico
terminal de L-arginina pela NO sintase (NOS) na presenca de coenzimas como a
nicotinamida adenina difosfato (NADPH) e a calmudolina (CaM) no caso da
isoformas constitutivas (figura 11) (THOMAS, 2003). O NO é rapidamente
convertido em dioxido de nitrogénio (NO,) e, em seguida, em formas mais estaveis
como nitrito (NO2’) e nitrato (NOs’) (PALMER, FERRIGE, MONCADA, 1993).

®

/EHZ ©NH-OH /ZZ)
HoN ®
&  CaM/NOS Rl —— \/\/Sro@
NADPH /O L-citrulina
L-arginina o) NADPH / O» o) o)
+
“NO
oxido nitrico
Figura 11. Biossintese de NO.
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A INOS esta presente em grande quantidade no durante o0 processo
inflamatério, no qual o NO produzido provoca lesao oxidativa aos microorganismos
invasores (DINERMAN et al, 1994; THOMAS, 2003). Neste sentido, € possivel
observar um aspecto marcante desta molécula: a sua capacidade de ser benéfica ou
potencialmente toxica conforme a concentragdo ou depuracao tecidual. Alguns
autores, como Schmidt & Walter (1994), denominam muito apropriadamente o NO

como uma “faca de dois gumes” (double-edgedsworaq).

De fato, Palumbo, Cioffi e D’lschia (2001) solicitaram patente CAN
137:346227, AN 2002:894293 e ITRM20000039 A, para compostos inibidores de
NOS visando usos diversos, incluindo em processos inflamatérios, reforcando a
expectativa de seguranca dessa terapia com a justificativa de normalisar os niveis
de NO, impedindo, desta forma, a presenca ativa e exacerbada da iNOS e inibindo a
cascata do 4cido araquidénico (PALUMBO, CIOFFI & D'ISCHIA, 2001).

A taurina é um aminodacido ndo classico, possuindo em sua estrutura um
grupo sulfénico ao invés de carboxilico (figura 12), classificado como um nutriente
condicionalmente essencial, importante durante o desenvolvimento dos mamiferos,
porém, na maioria das vezes, é esquecido e nao adicionado a lista de aminoacidos

essenciais.

H

o
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"~ \

Figura 12. Taurina.

Em 2006, Vizioli planejou uma série de pro-farmacos reciprocos derivados de
taurina e testou o potencial inibitério de INOS em cultura de células macrofagicas do
exsudato peritoneal de camundongos (estimulados com LPS). Tendo em vista que a
taurina possui a capacidade de inibir INOS presente em macréfagos no processo
inflamatorio, o objetivo do estudo foi observar se a ligacdo amidica dos AINEs a

taurina, provocaria alteragéo na atividade de ambos.
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O experimento foi realizado por método indireto de deteccdo de NO, através
de seus metabdlitos, utilizando o nitrito como controle positivo e aminoguanidina um
inibidor enzimatico seletivo, como controle negativo. Os resultados demonstraram
que os pro-farmacos apresentaram diminuicao da producado de NO, similarmente a
da taurina, sugerindo que a ligacdo dos AINEs a taurina ndo modificou esta
atividade, e consequentemente, a taurina poderia apresentar efeito sinérgico na

atividade antiinflamatoéria.

Além disso, um teste de viabilidade celular foi realizado no intuito de

comprovar que a diminuicao da producao de NO nao decorreu por morte celular.

Estes resultados impulsionaram o depdsito da patente Pl
0000220802234957/ 2008 e PCT — WO 2009/124371, de novos compostos
derivados de taurina, processo de sua preparacdo e composi¢des farmacéuticas
contendo os mesmos, em parceria com a Empresa Farmacéutica EMS-Sigma
Pharma (VIZIOLI et al, 2008).

A taurina apresenta carater anfétero em pH fisiolégico, bem como alta
hidrossolubilidade e baixa lipossolubilidade (FOOS & WU, 2002). E o aminoacido
intracelular mais abundante no organismo e esta presente em concentracdes
elevadas no musculo esquelético, sendo mais evidente nas fibras de oxidagéo lenta
tipo 1 (39,2 mmol/kg/massa seca) que nas fibras tipo Il (9,6 mmol/kg/massa seca)
(WARD et al, 1999; DAWSON et al, 2002; CUISINIER et al, 2001).

Este aminoacido recebeu pouca atencao dos pesquisadores até 1993, sendo
mais explorado como pré-anabdlico (WAITZBERG, 2002). Até as décadas passadas
a unica fungao atribuida a esse aminoacido era de emulsificar lipidios no sistema

digestivo para facilitar seu transporte (SHIRLEY, 1994).

Atualmente, sabe-se que a taurina esta envolvida em inimeras fungdes
fisiologicas, entre elas: fator trofico no desenvolvimento do sistema nervoso central;
manutencao da integridade estrutural da membrana; antiagregante plaquetario;
regulacdo do transporte e ligacdo do cdélcio; antioxidante e imunomodulacao
(BALASUBRAMANJAN, SOMASUNDARAM & FELIX, 2004; KOUZUKI et al, 1998;
WETTSTEIN & HAUSSINGER, 1997).
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A taurina é considerada um substrato indispensavel durante o estresse
catabdlico, sendo utilizada como pré-anabdlico em bebidas energéticas, uma vez
observado fadiga da musculatura esquelética tendo sido relacionado com a reducao
deste aminoacido. Terapeuticamente, é utilizada em formulacées enterais como
suplemento para neonatos, para o desenvolvimento da retina. (FURST & STEHLE,
1994).

As pesquisas demonstraram que a taurina, no sistema imunol6gico, modula a
acao de células T (MARCINKIEWICZ et al, 1998) e reduz a presenca de neutréfilos
no processo inflamatério (MARCINKIEWICZ, GRABOWSKA & CHAIN, 1998).
Aditivamente, in vitro, inibe a geracao outros mediadores macrofagicos inflamatérios
(MARCINKIEWICZ, 1995), bem como a expressao celular da COX,, sobre acao pos-
transcricional, inibindo consequentemente, a PGE, (QUINN; PARK & SCHULLER-
LEVIS, 1996; LIU et al, 1998), sem alterar o padrdo de resposta vascular e
resisténcia periférica, demonstrados em experimentos de vaso-relaxamento em

orgaos isolados de aorta, artéria renal e mesentérica de coelhos (NIU et al, 2007).

Motawi, Abd Elgawad, e Shahin, em 2007, investigaram o envolvimento da
infiltracdo de neutrofilos, producdo de NO e estresse oxidativo, na promocao da
ulceracao gastrica, induzida pela indometacina. Os experimentos demonstraram um
efeito antioxidante da taurina quando associado a este AINE, normalizando as

atividades da glutationa redutase e superéxido dismutase.

Takeuchi e colaboradores, em 1995, sugeriram que a taurina apresenta
atividade gastroprotetora por reduzir a secrecdo de acidos aumentando a liberacao
lumial de anions bicarbonato. Este pesquisador demonstrou, também, que esta
atividade gastroprotetora ndo se devia a inibicado da secrecao acida no estdmago.
Além disso, o pré-tratamento de ratos com inibidores da sintese de éxido nitrico (N®-
nitro-L-arginina metilester - L-NAME) e de indometacina ndo afetou o efeito protetor

da taurina.

Em 2000, o mesmo grupo publicou trabalho sobre o papel da interacéo
enddgena da PG e do NO na regulacdo da secrecdo acida que induz dano no
estomago de ratos, sugerindo o papel fundamental do NO nos mecanismos de lesao
(TAKEUCHI et al, 2000).
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Com base nestes conhecimentos e, na busca de antiinflamatérios mais
potentes e destituidos de toxicidade, os pré-farmacos reciprocos planejados por
Vizioli (2006) seguiu conforme a figura 13, esperando-se que in vivo, os AINES e a

taurina fossem liberados.

O\\S LOH o
S )y
N ° HO AINEs
taurina

Ho. ﬁ
-
0,,3\/\1NH/\ AINES pre-farmacareciproco

‘ in vivo
% _OH

NP} + AINES

Figura 13. Planejamento dos pré-farmacos reciprocos derivados de taurina e AINES (AS,
ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco e indometacina) (VIZIOLI, 2006).

Na figura 14, observa-se uma representagdao esquematica da dificuldade para
o langcamento de um novo farmaco no mercado. Sao necessarios milhdes de dolares

no desenvolvimento de moléculas que nem sempre chegam a ser comercializadas.
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Figura 14. Representagdo do funil do desevolvimento de novos farmacos (fonte:
http://www.daiichisankyo.com.br/imgs/pictures/img_ped_cone.jpg, acesso 17/11/2009).

Neste sentido, a utilizacdo de um medicamento AINE ja consagrado na
terapéutica, contendo a taurina como transportador (inovagdo incremental) seria
uma alternativa a essas dificuldades, uma vez que a toxicidade da taurina em
humanos é praticamente nula (SHAO & HATHCOCK, 2008).

Shao e Hathcock (2008) publicaram um estudo de revisdo sobre toxicidade
clinica de aminoacidos, no intuito de estabelecer a seguranca da suplementacao
destes, incluindo a taurina. Os resultados demonstraram nenhum efeito adverso em
pacientes que utilizaram dose superior a 10 g por dia durante 6 meses e em
pacientes que utilizaram doses que variam de 500 mg a 1500 mg por dia por um
periodo de 12 meses.

Para que a industria farmacéutica dé prosseguimento a uma pequisa de
novos farmacos, evoluindo para pesquisa clinica, exige-se a prova de conceito. Os
efeitos de atividade anfiinflamatéria aguda e gastroprote¢cado devem ser comprovados
cientificamente. Caso este fato se comprove para este grupo de pré-farmacos, a

utilizacao destes podera revolucionar a terapéutica de antiinflamatérios.
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Além da obtencéao de pré-farmacos reciprocos, outro processo de modificacao
molecular pode ser utilizado na obtencao de bioligantes ou protétipos em que sejam
incluidas, na mesma molécula, propriedades farmacodinamicas de duas moléculas
diferentes, de forma a assegurar uma melhor eficacia terapéutica, por sinergismo de

acao.

Nesse caso, o desenho estrutural, baseado no mecanismo de acao, deve
considerar fatores estruturais mais complexos, de maneira a assegurar a mesma
molécula planejada o reconhecimento molecular por dois alvos terapéuticos,

simultaneamente.

A hibridagcado molecular € um processo de modificagdo molecular que leva em
consideragao o desenho de uma molécula com propriedade dual e, como as formas
latenciadas, apresentam vantagens farmacocinéticas sobre a administragao
concomitante de dois farmacos distintos (BARREIRO et al, 2002).

O termo ligante multiplo (LM) foi recentemente proposto por Espinhosa-
Fonseca (2006), para denominar um farmaco com a capacidade de ser reconhecido
por mais de um receptor, antes chamados de ligantes duais e heterodimeros. As
vantagens do LM s&o:

1. Inibigao de diferentes alvos de uma mesma rota metabdlica por uma Unica

molécula, aumentado a eficacia terapéutica;

2. Para uma molécula de estrutura quimica simplificada, pode-se ndo somente
alterar a biodisponibilidade na célula, mas também sua capacidade de ser
eficientemente eliminada depois de sua acao, devido a facilidade dos sistemas de

distribuic&o e excregéo.

Quando se planeja a obtengdo de compostos hibridos deve-se levar em
consideracgao, a relacao estrutura quimica atividade dos compostos assim como dos
seus receptores (SANTOS, 2007).

A busca por novos LM prototipos ativos, em geral requer o planejamento de
uma série de derivados hibridos moleculares. A utilizagdo desta ferramenta para
descoberta de novos farmacos antiinflamatérios permite a obtencdo de compostos

com atividade, por vezes, superior aos AINEs, capazes de atuar em processos
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cronicos degenerativos como a doenca de Alzheimer, conforme exemplo da figura
15 (ROCHA & VIEGAS-Jr, 2008).

Ha
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- .. \}\\ i
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R= Ac, carbamoila © ~F

Figura 15. Construcdo de uma série de AINEs capazes de interferir no avango da Doenca
de Alzheimer, inibindo a atividade da acetilcolinesterase (AChE), utiliuzando a técnica de
hibridagdo (ROCHA & VIEGAS-Jr, 2008).

O processo de obtengdo de hibridos esta intimamente relacionado com a
estratégia de obtencdo de pré-farmacos reciprocos, sendo que a principal diferenca
estd no fato de que os pré-farmacos devem ser hidrolisados para apresentarem
acao bioldgica, enquanto que os hibridos podem atuar “per si” em seus receptores
especificos, exercendo suas agodes (figura 16).
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Figura 16. Representacdo da hidridagdo como estratégia de modificacdo molecular. O
hidrido A-B é obtido através da ligacao dos dois farmacos. O hibrido A/B, através da ligacao
dos dois grupos farmacoféricos ou pontos de interagdo com os receptores A e B e o hibrido
A-espacante-B, representa os dois grupos farmacoférios ligados por meio de um agente
espagante.

A talidomida, um farmaco introduzido no Mercado farmacéutico em 1956 pela
Chemie Grunenthal, industria farmacéutica alema, com atividade sedativa,
comercializado com o nome de Contergan®, teve em 1958, sua utilizacdo expandida
sendo para mulheres gravidas para o combate de nauseas. (TSENG et al, 1996;
GROSSHANS & ILLY, 1984). Os efeitos teratogénicos provocados por este
farmaco marcou o mundo. Este fato conhecido como a “tragédia da talidomida’,
levou a sua retirada do mercado, em 1961 (TSENG et al, 1996).

Entretanto, em 1965, um dermatologista israelense chamado de Sheskin,
para tratar seus pacientes portadores de hanseniase sofrendo por insénia,
prescreveu talidomida. Por sua surpresa, observou que além dos efeitos hipnéticos,
o farmaco foi capaz de atenuar as feridas (eritema nodoso) provocadas pelo
Mycobacterium leprae. (GROSSHANS & ILLY, 1984; STIRLING, 1988; ORDI-ROS et
al, 2000; LIMA et al, 2001; WANNMACHER, 2005).

De fato, os efeitos benéficos da talidomida podem ser atribuidos a sua
atividade antiinflamatéria, imunomoduladora e angiogénicas (BORGES &
FROEHLICH, 2003).
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O mecanismo de acdo ainda nao esta totalmente esclarecido, entretanto,
sabe-se que a talidomida é capaz de inibir a quimiotaxia de linfécitos e neutrdfilos.
Diminui, também, os niveis de citocinas como TNF-a e IFN-y e estimula linfocitos T
supressores. Além disso, observou-se que talidomida apresenta um papel na
regulacao dos linfécitos T auxiliaries (THy e THy), aumentando a producéo de THo,
das citocinas como IL-4 e IL-5 e inibindo a producéao de linfécitos inflamatérios (TH+)
e da citocina IFN-y, em células periféricas de sangue estimuladas por antigenos e
mitdégenos (TSENG et al, 1996, BORGES & FROEHLICH, 2003).

Apesar de a sua propriedade angiogénica estar sendo correlacionado com a
sua eficacia no tratamento de alguns tipos de neoplasias, em julho de 1998, o FDA
(Food and Drug Administration) aprovou a indicacdo da talidomida apenas para o
tratamento do eritema nodoso lepromatoso (ENL). (MARRIOT et al, 1999).

A maioria dos pacientes com ENL apresenta febre, perda de peso, fraqueza
muscular, nefrite, linfadenite, Ulceras plantares, artralgias e leucocitose.
Adicionalmente, podem desenvolver dores, nédulos eritematosos na pele e no tecido
subcutdneo, o qual se acredita tratar de vasculite ou paniculite associado com
deposicao de complexo imune e elevados niveis de TNF-a e IFN-y e a resposta da
talidomida é expressiva, com taxas de resposta acima de 90 %, com melhora dentro

de poucos dias e completa resolucdo em 2 semanas (LVER et al, 1971).

Em pesquisa clinica com pacientes com ENL, os efeitos adversos mais
comuns relatados foram sonoléncia e constipagao e todos os outros efeitos foram
leves a moderados e nao resultaram na interrup¢cdo do tratamento. A longo prazo
mostrou redugdo das taxas de neurites e polineurites induzidas pela ENL
(CALABRESE & FLEISCHER, 2000).

Apesar da aprovagao pelo FDA para o tratamento somente da hanseniase, a
talidomida tem sido indicada para o tratamento de vérias outras doengas como a
Sindrome de Behcet, o pioderma gangrenoso, lUpus eritematoso discoide e
sistemico, eritema multiforme, nevralgia p6s-herpética, prurido urémico, nodular e
actinico, liquen plano, necrose epidérmica tdxica, infiltrado linfocitico de Jessner,
histiocitose da célula de Langerhans em adulto, sarcoidose, doenca enxerto versus
doenca do hospedeiro e estomatite aftosa (KYRIAKIS et al, 2000; AZULAY, 2004).

20

Ednir de Oliveira Vizioli



A talidomida mostrou ser benéfica, também, no tratamento da estomatite
aftosa recorrente, uma doenca ulcerativa muito comum da mucosa oral,
caracterizada por dor e Ulceras, devido a atividade em inibir o aumento da resposta
quimiotaxica dos neutréfilos (HUTTON & RODGERS, 1987; RADOMSKY & LEVINE,
2001).

Além disso, devido aos seus efeitos imunomoduladores e antiangiogénicos,
foram iniciados, em 1997, ensaios clinicos para o tratamento de mieloma multiplo
refratario. A resposta foi positiva ndo somente em refratarios ou recaidos, mas
também como terapia de inducdo e/ou de manutencdo da remissao
(BITTENCOURT, 2004). Nestes pacientes, a talidomida tem mostrado o
aparecimento de alguns casos hipertensdo pulmonar (ANTONIOLI et al, 2005) e

mais raramente, com trombose arterial (FERRI et al, 2009)

A utilizacao da talidomida nos processos inflamatérios em doencas sem cura,
graves e/ou de tratamento agressivo como o linfoma de células da zona do manto,

tem sido reportada com sucesso (DAMAJ et al, 2003).

Sem duvida alguma, a redescoberta da talidomida € um marco importante
para a ciéncia, pois abre portas para a obtencdo de novos compostos. Entretanto, a
teratogenicidade e neurotoxicidade devem ser fatores de preocupagdo médica,
sendo a correlagdo risco x beneficio, avaliada.

Atualmente, varios grupos de pesquisa tem se esforcado no desenvolvimento
de AINEs analogos da talidomida, para o tratamento de processos inflamatérios
cronicos, a partir da técnica de hibridagdo molecular com o objetivo de melhorar as
suas propriedades de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) e
reduzir, principalmente, seus efeitos teratogénicos, procurando manter os grupos

farmacoféricos e excluindo os toxicofoéricos.

A teratogenicidade é o efeito mais deletério da talidomida. Devido a sua
caracteristica lipossoluvel, é capaz de atravessar a membrana placentaria e causar
danos irreversiveis, levando o feto a desenvolver anormalidades da orelha externa,
oculares, malformacgdes do trato gastrintestinal e genitourinario, provocar hipobastia
dos 0ssos e até mesmo a auséncia total dos ossos, com apenas uma dose de 50 mg
(TSENG et al, 1996; CALABRESE & FLEISCHER, 2000; McBRIDE, 1977). A

focomelia €& observada com muita freqiéncia com o uso de talidomida. O
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encurtamento dos bracos, pernas e a auséncia de dedos nas maos sao comuns
(figura 17).

Figura 17. Recém nascido e crianga com focomelia.
(Fonte: A) http://dermatology.cdlib.org e B) http://www.quimicaorganica.net)

Para minimizar o problema, nos EUA ha um programa especial de educacao
na prescricdo de talidomida segura para gestantes (System for Thalidomide
Education and Prescribing Safety) [Website: http.//www.celgene.com/steps/].

A talidomida nao apresenta toxicidade aguda e a dose toxica fatal €
considerada virtualmente improvavel, entretanto o aparecimento de neuropatia pode
ser limitante para o prosseguimento do tratamento. A incidéncia do aparecimento de
neuropatia € cerca de 11% e comumente ocorre quando a dose é superior a 200 mg
diarios. As reacbes de hipersensibilidade podem aparecer, tipicamente, 2 a 10 dias

apos o tratamento.

Atualmente, varios grupos de pesquisa tem se esforgado no desenvolvimento
de andlogos da talidomida com o objetivo de melhorar as suas propriedades
farmacocinéticas e reduzir seus efeitos teratogénicos, procurando manter os grupos
farmacoféricos e excluindo os toxicoforicos, visando a descoberta e desenvolvimento

de novas moléculas para o tratamento de cancer e doengas imunolégicas.

Os relatos da relacdo estrutura x atividade da talidomida e analogos
revelaram o potencial farmacoférico do anel ftalimidico na atividade anti-TNF-a,
mecanismo evidenciado como responsavel pelos seus novos efeitos terapéuticos, ao
mesmo tempo em que denotam a irrelevancia do grupamento glutarimida,

responsavel pela toxicidade.
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O planejamento de novos analogos da talidomida destituidos de
teratogéncidade torna-se possivel a partir dos estudos que relacionam o efeito
teratogénico da talidomida com o grupamento glutarimida (figura 18) (LIMA et al,
2001).

atividade toxicidade
0] '

Ftalimida Glutarimida

Figura 18. Molécula da talidomida, com seu grupo ftalimidico em vermelho e glutarimidico
em azul.

LIMA e colaboradores (2002) demostraram a atividade antiinflamatéria do
composto LASSBIio-468 (Figura 19) apresentando a capacidade de inibir macréfagos
quando estimulados com endotoxinas do tipo lipopolissacaridica (LPS) em até 72%,
evidenciando a contribuicdo do grupo ftalimida em modular as a¢ées do TNF-a.

Figura 19: LASSBio-468 (LIMA et al, 2002).

Nos portadores de doencgas inflamatdrias crénicas, os niveis da citocina pro-
inflamatéria TNF-a encontram-se elevados, o qual desencadeia uma série de
alteragbes deletéricas como o desenvolvimento de doengas autoimunes,
inflamatérias e imunopatoldégicas por exacerbar o processo inflamatorio
(AGGARWAL et al, 2002; SURYAPRASAD & PRINDIVILLE et al, 2003; KODAMAA,
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DAVIS & FAUSTMAN, 2005; POPA et al, 2007; CLARK, 2007; KOCH et al, 2007;
SCHENK et al, 2007).

Uma dessas doencgas, a asma, acomete as vias aéreas com a participagéo de
muitas células e elementos celulares, em particular, os mastécitos, eosindfilos,
linfécitos T, macréfagos, neutrélfilos e células epiteliais. O processo inflamatério
instalado causa, também, um aumento associado da resposta exacerbada pré-
existente dos brénquios a uma variedade de estimulos. Adicionalmente, evidéncias
indicam que ocorre uma fibrose da membrana subendotelial que pode contribuir para

as anormalidades da fung¢ao pulmonar.

O tratamento mais potente e eficaz para a asma inclui o uso de
corticosteréides (antiinflamatorio esterdide, AIE), cromolina e nedocromila
(dessensibilizantes antiinflamatérios), agonistas ., metilxantinas e anticolinérgicos
(NIH, 2009; ROTTIER & DUIVERMAN, 2009).

Com base nestes conhecimentos, hibridos com atividade dual, derivados de
inibidores de TNF-a e AlEs foram obtidos com sucesso para o tratamento da asma,
agindo de forma sinérgica no processo inflamatério (figura 20).

N Rolipram t3)

inibidor de PDE4

S (PDEA)= 1,6 1M
—
ICq (TNFa)= 0,35 u M

inibidor de PDE4 [inihidnr dual TNF¢ /PDE4 ]

Zileuton (Lcutrnlk.ﬁ)

Figura 20. Antiasmaticos, em destaque o composto 5, sintetizado pela técnica de
hibridacdo molecular, em vermelho grupo farmacoférico inibidor de prostaglandina PDE, e
em azul o grupo ftalimidico inibidor de TNF-a (LIMA et al, 2002).
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Os resultados os trabalhos demostram a relevancia terapéutica de farmacos
anti-inflamatérios no controle da resposta asmatica de fase tardia ou cronica,
consagrando os inibidores de TNF-a como potenciais prototipos antiinflamatérios
(figura 21).

LASSBio-468 LASSBio-596

Figura 21. Protétipo antiasmatico hidrido LASSBio-468 e seu metabolito ativo LASSBio-596
( adaptadbrio de LIMA & De LIMA, 2009).

Com base nestes estudos, Castro, em 2008, obteve uma série hibridos
derivados de AINEs que levam em consideracdo somente o grupo ftalimidico. Assim
sendo, compostos hibridos que poderao agir de maneira sinérgica, inibindo a COX,
e citocinas inflamatérias como TNF-a com potencial atividade para doencas

inflamatdrias crénicas, como a artrite reumatodide e colite ulcerativa.

Os resultados desta pesquisa demonstraram a abolicAdo da gastrotoxicidade
provocada pelos AINEs, com a manutencao da atividade antiinflamatéria em modelo
de inflamagéo aguda, edema de pata de rato induzido por carragenina, o que levou
ao depésito da patente INPlI 020090033479, em parceria com a empresa
Farmacéutica EMS-Sigma Pharma, em 2009. Da mesma forma que para os pro-
farmacos taurinicos, a prova de conceito para doengas inflamatdrias cronicas se faz

necessdria para 0 prosseguimento da pesquisa.

Entretanto, este planejamento representa uma inovacao radical. A molécula,
sendo totalmente nova, deve seguir todos os tramites de pesquisa, incluindo os
testes toxicolégicos, o que prolonga o tempo de estudo, e aumenta a complexidade
em relacdo a uma inovagao incremental. Para as doencas crénicas, ainda nao ha na
terapéutica, farmaco AINE destituido de reag¢des adversas. Nesse sentido, caso as
pesquisas confirmem os indicativos de atividade, sera, também, uma revolugédo na
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terapia antiinflamatéria para doencas cronicas, o qual beneficiara milhdes de
individuos no mundo inteiro. A figura 22 mostra 0 esquema do planejamento e os

compostos obtidos.
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Figura 22. Hibridagdo molecular entre a subunidade ftalimidica da talidomida com os AINEs

(AS, diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno, cetoprofeno).

1.2. Processo inflamatoério

A inflamacao apresenta-se como uma resposta ndo especifica, descrita
desde 3000 a.C. pelos egipcios. Ja no primeiro século d.C. havia registros dos sinais
cardinais de inflamacao, como rubor, tumor, calor, dor. Rudolf Virshow (1821-1905)
adiciona a perda de fungdo, como um quinto sinal cardinal da inflamacao identificado
como alteragao inicial do fluxo sanguineo, para o tecido lesado, resultante da
dilatacao arteriolar e abertura dos leitos capilares (ROBBINS, 2000). Os eventos
vasculares caracterizam-se com o acumulo de liquido extravascular, gerando o
edema (BOGLIOLO, 2009).
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Na inflamacéao aguda (figura 23) os neutrofilos aderem ao endotélio e migram
para o local da injuria através de fatores quimiotaticos, conhecido como diapedese
(CARMAN, 2009). Moléculas de adesao sao expressas de forma a facilitar a
migragao leucocitaria, entre elas, as selectinas (sub-tipos P, E e L), de expressao
primaria, que desaceleram o fluxo sanguineo, promovendo um aumento da
viscosidade com estase vascular. As de expressao secundaria sdo as integrinas,
pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 e
VCAM-1). Esta fase é considerada definitiva para o extravasamento dos leucdcitos
nos sitios de inflamacao (ARNAUT, 1997; SKARE, 1999; MOREIRA & CARVALHO,

2001).
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Figura 23. Mecanismo e participacao de mediadores quimicos e celulares no processo de
inflamagéo aguda.

Ao mesmo tempo, ocorre a ativagdo da fosfolipase A, que transforma os
fosfolipideos de membrana em acido araquidénico (AA), sendo substrato inicial para

a cascata enzimatica, que alimenta a inflamagao (figura 24).
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Figura 24. Cascata do acido araquiddnico.

O objetivo do sistema imune € mediar uma resposta inata a fim de destruir e
fagocitar os agentes agressores, e caso haja sucesso, o estimulo € bloqueado.
Quando a relagdo de tempo € sustentada ocorre a transicdo do processo agudo para
o crénico (MONTENEGRO, 1999).

O processo inflamatorio esta envolvido em uma série de situagdes, inlcuindo
o envelhecimento. Recentemente, pesquisadores sugeriram uma interrelagdo do
envelhecimento do tecido hematopoético, TNF-a e artrite reumatoide. (WILLIAMS-
SKIPP et al, 2009). Outros processos de agressao progressiva no envelhecimento
por estresse oxidativo e inflamagdo gerando falha renal (PUCHADES et al, 2009),
nao poderiam ser tratados com AINEs tradicionais devido seus efeitos vasculares
adversos que incluem a prépria nefrotocicidade associada a outros tratamentos,

porém a utilizacao de inibidores de iINOS e TNF-a se tornam atraentes.

Na doengca de Alzheimer o potencial terapéutico estd intimamente
relacionado com o log P do farmaco, como requisito para atravessar a barreira
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hematoencefdlica (BHE) e, sabendo da participacdo do processo inflamatério no
envelhecimento cerebral e a formagao de placa p-amiléides, foram sintetizados pré-
farmacos de amantadina com AINEs (PRINS et al, 2009).

A intima participagdo da inflamacdo na sinalizagdo e transducdo de
mediadores oncogénicos gerando certos tipos de cancer (AGGARWAL et al, 2009),

€ mais um motivo de alvo de estudo deste processo.

Na estenose de valva aorta, insuficiéncia cardiaca congestiva, infarto, estao
envolvidos complicacbes multifatorias que podem estar ligadas a uma doenca
inflamatoria crénica, a aterosclerose. Neste sentido, foram sintetizados hibridos
como potencial ativador do receptor de adenosina (A2AR), protegendo a deficiéncia
de apolipoproteina E, e AINEs tendo em vista o papel central da inflamag¢ao (WANG,
et al, 2009).

Com efeito, a viabilizagdo desta ferramenta imunolégica ocorre com a
participacdo de sinalizadores antiinflamatérios e proé-inflamatérios e a inter-relacao

determina o processo saude-doenca.

A inflamacao crénica é seguida de danos e reparos mal sucedidos, em que se
observa a incapacitacdo do 6rgao acometido; apresentando leucécitos da linhagem
mieldide como macréfagos, e da linhagem linféide como linfocitos T, linfécitos B e
plasmocitos. Nestas situacdes, reacbes imunes sdo criadas contra os proprios
tecidos, entdo os auto-antigenos resultam em uma reagao autoperpetuadora, como
mostra a figura 25 (COTRAN & BRISCOE, 1997).
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Figura 25. Mecanismo e participagdo de mediadores quimicos e celulares no processo de

inflamagao crénica.

O processo inflamatério cronico pode ser tratado por diferentes intervengdes
terapéuticas, visto sua complexidade e a diversidade de mediadores fisiologicos
envolvidos (BARREIRO et al, 2001). No quadro 1 constam as principais: diferencas

entre o estagio agudo e crénico.
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Quadro 1. Diferencas entre o processo inflamatério agudo e crdnico.

INFLAMACAO AGUDA INFLAMACAO CRONICA
Duracdo Curta (dias) Longa (semanas, meses a anos)
Inicio Agudo Insidioso
Especificidade nao especifica Especifica (se resposta imunitaria ativada)
Células neutrdfilos e macréfagos Macrdfagos, linfocitos, plasmdcitos e

Inflamatorias

fibroblastos

Alteracoes Vasodilatacdo Neovascularizacao
Vasculares

Sinais Cardinais Presente Ausente

Fibrose Menor freqliéncia Presente

(deposicao de

colagénio)

Manifestacoes Ausente Presente

Sistémicas

Alteracoes Fatores plasmaticos: Fagocitose, resposta imunitaria, reparacdo
Sangue complemento e imunoglobulinas, | (tecido de granulagdo), febre baixa, perda
Periférico com febre habitualmente alta, de peso, anemia com variaveis alteracoes

neutrocitose e linfocitose (virus).

nos leucocitos e aumento das

imunoglobulinas.

fonte: ROBBINS, 2000; BRASILEIRO-FILHO, 2009.

No processo inflamatério, os lipideos presentes na membrana celular sao
biologicamente convertidos em sinalizadores, que se decompdem depois de
cessado o estimulo (SERHAN, HAAEQQSTROM & LESLIE, 1996).

O AA ou 5, 8, oriundo de fontes

alimentares e da conversdo do acido linoléico (Omega 6), ndo se apresenta

11,14-4cido eicosatetraendico, é

livremente intracelular (citoplasma), sendo esterificado em fosfolipideos de

membrana. E liberado pela acdo da fosfolipase A, por estimulos mecanicos,
quimicos, fisicos ou ainda por outros mediadores como o sistema complemento

(BOZZA et al, 1997).
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Quando da ativacdo da cascata do A.A, os seus metabdlitos sdo sintetizados
por duas principais vias enzimaticas, as cicloxigenases (COX) ou PGHS
(Prostaglandina Sintetase ou Prostaglandina Endoperoxido Sintetase) que geram
prostaglandinas (PG) e tromboxanos (TX), e as lipoxigenases produzindo
leucotrienos (LTC) e lipoxinas. A primeira pode ser inibida por AINES e a segunda
por corticoides que irdo inibir toda a cascata do AA, por acéo indireta na inibicao da
fosfolipase A; (OKUYAMA & AIHARA, 1986).

A COX na sua isoforma 1 é expressa constitutivamente, presente em
condicoes fisiologicas em todos os tecidos do organismo, principalmente em
plaquetas, o qual leva a formacdo de TXA,. Também é encontrada na mucosa
gastrica, onde catalisa a biosintese de PG citoprotetoras, € no endotélio vascular e
tecido renal (RAZ et al, 1989; VANE et al, 1998; HOWARD & DELAFONTAINE,
2004).

A isoforma 2 (COX, ou PGHS,) é induzivel na presenca de citocinas (IL-1, IL-
2 e do TNF- qa, fatores de crescimento e endotoxinas, sendo expressa
caracteristicamente por células envolvidas no processo inflamatério, como
macrofagos, mondcitos e sinovidcitos (VANE et al, 1998; KUMMER & COELHO,
2002; CARVALHO et al, 2004).

Por exemplo, os tecidos sinoviais de pacientes com artrite reumatdide
expressam altas taxas de COX,. Em modelos animais de artrite, a expressdo de
COXz aumenta em paralelo com a producdo de PG e inflamagéao clinica. Em
experimentos in vitro, revelaram um aumento de COX, apo6s a estimulagdo com
citocinas pro-inflamatérias em varios tecidos como sinoviécitos, condrécitos,
osteoblastos, mondcitos e macréfagos. A COX, esta aumentada em alguns tipos de
neoplasias, particularmente no cancer de colon. Os mecanismos desta interrelacao
da “super expressdo” e potencial neoplasico incluem a resisténcia a apoptose
(Crofford, 1997)

Por outro lado, evidéncias mostram a existéncia de COX; constitutivo nos rins
e miocardio e o0 seu papel fisio e patolégico no coragcdo ainda encontra-se em
investigacao (WANG & STREICHER, 2008; KWAK et al, 2009)

Trabalhos de CHANDRASEKHARAN e colaboradores, em 2002, descrevem

uma terceira isoforma, possivel variante da COXj, pois € derivada do mesmo gene
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dessa isoforma, denominada de COX3, 0 qual encontra-se distribuida principalmente
no cortex cerebral, medula espinhal e coracdo, sendo mais sensivel ao paracetamol,
sugerindo que a inibicdo da COXj3 poderia representar o mecanismo central primario
de analgesia promovida pelos AINEs (CHANDRASEKHARAN et al, 2002;
CARVALHO et al, 2004).

Por outro lado, o metabolismo de &cidos graxos Omega 3, como o
docosahexaedico (DHA), tem apresentado um efeito anti-oxidante e antiinflamatério,
agindo na retroalimentagdo negativa das cascatas inflamatorias (PARK, LIM & KIM,

2009). O esquema da figura 26 mostra a cascata pré-inflamatéria e antiinflamatéria.
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Figura 26. Geragédo de metabdlicos do acido araquidénico (AA) e do acido docosaexaendico
(DHA). Em (1) ocorre a desestabilizagao da bicamada lipidica celular com exposicao do AA,
que sera substrato da COX, formando prostaglandinas. Em (2) ocorre o recrutamento das
células do sistema imune, com a degranulagao de histamina. Em (3) ocorre a sensibilizagao
de nociceptores com liberacao tissular de neurocinas, alimentando a inflamacgao. (adaptado
de BRASILEIRO-FILHO, 2009)

A atividade celular torna-se competente ao inibir ou estabilizar principalmente

fatores nucleares pro-inflamatérios como o NFkB e TNF-a, como exemplo a
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transcricao de uma proteina ligante de TNF-a, e a expressao de IkB ligante de NFkB
(LANTZ et al, 1990).

A ativacdo do sistema nervoso autbnomo parassinpatico tem efeito dose
dependente em bloquear citocinas pré-inflamatérias (HANSEN, 2001), bem como o
sistema neuroenddcrino ao influenciar o sistema imune, ativando ou inibindo com a
liberagcao de hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH) (BLALOCK, 1994).

Como é possivel observar, o processo inflamatério esta presente em diversas
doengas como também no processo de envelhecimento, e seu mecanismo €
extremamente complexo. Dessa forma a existéncia de substancias que possam
bloquear tal processo, torna-se escandalosamente milionaria para as Industrias
farmacéuticas.

No entanto, apesar de todos os esforcos, no mercado farmacéutico, estima-se
a existéncia de mais de 50 AINEs diferentes, nenhum deles é ideal no controle ou na
modificagdo dos sinais e sintomas da inflamag¢do ou mesmo destituido de potencial
reaco adversa (RANG, DALE & RITTER, 2001; SOUZA & FERRAO, 2006).

A utilizagcdo dos AINEs estd associada ao risco de efeitos adversos
gastrintestinais, devido a inibicao ndo seletiva das COXs. (DUBOIS et al, 2004). No
estdbmago, as PGs sdo essenciais para a protecdo e manutencao de fluxo sanguineo
da mucosa, promovendo controle negativo na liberacdo acida, com estimulagdo da
secre¢cdo de bicarbonato e muco. Além disso, é responsavel por promover a
regulacao das células de movimento e reparagdo da mucosa (HAWKINS & HANKS,
2000).

No caso da aspirina, 0 dano da mucosa gastrica € incrementado pelo efeito
direto por inibicdo da fosforilagcdo oxidativa mitocondrial, causando erosbdes da
mucosa e hemorragias podem ser observadas apés 90 minutos de ingestao de um
unico comprimido (HAWKINS & HANKS, 2000).

No quadro 2 encontram-se exemplos de farmacos AINEs ndo seletivos
enquanto a figura 27, de AINES seletivos COXa.
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Quadro 2. Classificacdo dos AINEs nao seletivos.

CLASSIFICACAO DOS AINES

CLASSE FARMACOS ESTRUTURAS

acido acetil salicilico OYO

CH,

SALICILATOS o OH

diflunisal O OH
F l

F

e

N

fenilbutazona lll
CH; o O

CH;

dipirona N~ ) :
©/>_Z ~0

PIRAZOLONA

OH
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HN
ACIDO FENILACETICO C,jé

Cl
) ) o
indometacina Y©/

INDOLACETICO CHy.
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Figura 27. Exemplos de AINEs seletivos COX;

Com o advento de farmacos AINEs mais seletivos (COXz), observou-se, apés

larga utilizagc&o, o aparecimento dos efeitos adversos cardiacos. Segundo Brasileiro-

Filho (2009), novos farmacos antiinflamatorios deverdo conter propriedades de

bloquear a adeséo e migracao de leucdcitos, interferirem na expressao, sintese ou

liberacao de citocinas, sobretudo NO e TNF-a.
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2. OBJETIVO

Avaliar os derivados de AINEs obtidos pelo do processo de latenciagao, com
caracteristicas imunomoduloras sobre a inibicdo de INOS e derivados de AINEs
obtidos pelo processo de hibridagdo, com caracterisitcas duais em inibicdo de COX
e TNF-a, como novos protétipos candidatos a farmacos para tratamento de doencas
inflamatorias aguda e crénico.

2.1. Objetivos especificos:

e Avaliar a atividade antiinflamatéria dos compostos ftalimidicos e

taurinicos em modelo de inflamagéo aguda e crénica;
e Avaliar a atividade analgésica periférica dos derivados ftalimidicos;
e Avaliar da gastrotoxicidade dos compostos ftalimidicos e taurinicos;

e Avaliar os efeitos téxicos do tratamento agudo e crbnico com os

compostos ftalimidicos e taurinicos.
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3. MATERIAL & METODOS
3.1. MATERIAL

3.1.1. Reagentes e Solventes

Acetato de etila P.A. (Synth), acido acético glacial P.A. (J. T. Baker); acido
acido sulfarico P.A. (Merck); anidrido ftalico (J. T. Baker); bicarbonato de sodio
(Synth); cloroférmio (Synth); diclofenaco (Galena); diclorometano P.A. (Synth);
dietilcianofosfanato (DEPC), hidrato de hidrazina 25% (J. T. Baker), hidroxido de
sodio (Synth); sulfato de sédio anidro (Synth), metanol P.A. (Merck); cetoprofeno
(Galena), salicilico (Galena); ibuprofeno (Galena); indometacina (Galena),
naproxeno (Galena); taurina (Ajinomoto), mesalazina (Purifarma), sulfassalazina

(Purifarma)

3.2. METODOS

3.2.1. Preparacao dos compostos AINE-ftd e AINE-tau.
Os compostos as-ftd, nap-ftd, dic-ftd, ibu-ftd, ceto-ftd e as-tau, nap-tau, ibu-tau,
indo-tau, dic-tau) utilizados neste trabalho foram preparados segundo os métodos
estabelecidos por Castro (2008) e Vizioli (2006), para obtencdo de massa para os
testes biologicos. As andlises de identificagdo foram realizados foram realizadas
pela Central Analitica — IQ-USP, SP, utilizando-se equipamento de RMN da marca
Briker modelo DRX 400. no intuito de confirmacao estrutural.

[e]
@io ;
CH3OH HoN —NH, I |
)\o )\o - N/NHT}
R CHs )\N |

H—NH, | o
o)

Esquema 1. Método de reacao geral para preparacao dos compostos AINE-ftd.
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3.2.1.1. Preparacao de AS-ftd (N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-
hidroxibenzamida):

HO
O O >:
N—NH

0 AS-ftd

salicilato de metila: reagiu-se o acido salicilico (0,1 mol) com 40 mL de metanol
anidro em presenca de acido sulfurico conc (8 gotas), sob refluxo, por 5 horas. O
excesso de solvente foi eliminado por evaporacgao rotatéria e resfriamento, o residuo
formado foi adicionado a 10 mL de tetracloreto de carbono, neutralizado com
solugéo saturada de bicarbonato de sodio. A mistura foi lavada com agua e a fase
organica recolhida e seca com sulfato de sdédio anidro, seguida de destilagdo do
filtrado sob pressdo reduzida. Rendimento: 70%. Produto oleoso, com
caracteristicas (odor) do salicilato de metila.

salicilato de 2-hidroxibenzohidrazida: reagiu-se 77,5 mol de salicilato de metila
(10 mL) com 50 mL de metanol e 31 mL de hidrato de hidrazina a 25%, em refluxo
(70 °C) por 16 horas. Apds o resfriamento, filtrou-se o sélido branco formado.
Rendimento: 90%.

Hibrido as-ftd: reagiu-se 3,28 mmol de salicilato de 2-hidroxibenzohidrazida, 15 mL
de &cido acético glacial e 3,28 mmol de anidrido ftalico, a 130 °C e agitagdo por 3
horas. Apds resfriamento, o produto formado foi filtrado e lavado com &agua.
Rendimento: 85%. RMN 'H (400MHz; DMSOad): & 6,99-7,08 (H2 e H4; 2H); 7,51 (H3;
ddd; 1H; Joro=8,36 Hz € Jnmeta=1,71 Hz ); 7,94 (H5; dd; 1H; Jorio=7,85 Hz € Jmeta=1,71
Hz); 7,96 (H8; m; 2H,; Jorto=8,7 Hz € Jneiz=2,73 HZz); 8,02 (H7; m; 2H; Jorto=8,7 Hz €

13
JImeta=2,73 Hz); 11,10 (H1 ou H6; 1H) ppm. RMN C (400MHz; DMSO-d6): & 166,35;
165,47; 158,15 ; 135,6; 134,94; 130,14; 129,73; 124,03; 119,81; 117,46; 115,3 ppm.

42

Ednir de Oliveira Vizioli



3.2.1.2. Preparacao de de nap-ftd (N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-(6-
metoxi-2-naftil)propanamide):

OCHj
O

©:(‘<N—NH CHj

O nap-ftd

metil 2-(6-metoxi-2-naftil)propanoato: reagiu-se 3 mmol de naproxeno com 50 mL
de metanol anidro e acido sulfdrico conc (2 gotas), sob refluxo, por 6 horas. O
produto formado apds resfriamento foi separado por filtracdo e lavado com agua.
Rendimento: 95%.

2-(6-metoxi-2-naftil)propanohidrazida: reagiu-se 3 mmol de metil 2-(6-metoxi-2-
naftil) propanoato, com 50 mL de metanol e 8 mL de hidrazina a 25%, sob refluxo,
por 24 horas. Apés resfriamento, o produto formado foi separado por filtracdo e

lavado com agua. Rendimento: 76%.

Hibrido nap-ftd: reagiu-se 1,63 mmol de 2-(6-metoxi-2-naftil)propanohidrazida com
10 mL de &cido acético glacial e 1,63 mmol de anidrido ftalico, sob refluxo a 130 °C
por 3 horas. Apéds resfriamento com banho de gelo, o pH da reacéo foi mantido a
7,0, com NaOH 20%, para a formagao de um precipitado amarelo claro. O produto
formado foi filtrado e lavado com &gua. Rendimento: 80%. RMN 'H (400MHz;
DMSO-d6): 6 1,53 (H4; d; 3H); 3,88 (H12; s; 3H); 4,06 ( H5; q; 1H); 7,18 (H11; dd;
1H, Jor10=8,87 Hz € Umeta=2,56 Hz); 7,32 (H9; d; TH; Jneia=2,56 Hz); 7,52 (H6; dd; 1H,;
Jorto=8,53 Hz e Jpmera=1,54 Hz); 7,82 (H7, H8 e H10; d; 3H); 7,94 (H1 e H2; 4H); 10,89

13
(H3; s; 1TH) ppm. RMN C (400MHz; DMSO-d6): & 173,03; 157,21; 135,9; 135,26;
133,37; 130,6; 129,48; 129,21; 128,41; 126,88; 126,36; 125,64; 123,7; 118,74;
105,76; 55,19; 42,95; 18,73 ppm.
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3.2.1.3. Preparacao de dic-ftd (2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}-N-(1,3-dioxo-
1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)acetamida):

Cl
O 0
HN
N—NH
Cl
O dic-ftd

acetato de metil {2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}: reagiu-se 1,68 mmol de
diclofenaco, 40 mL de metanol e acido sulfurico concentrado (3 gotas). A reagao foi
mantida sob refluxo por 6 horas. Resfriou-se a reacéo adicionando-se cerca de 4 mL
de gelo e neutralizando a reacdo com solucao de bicarbonato de sédio saturada. O

precipitado formado foi filtrado e lavado com agua. Rendimento de 90%.

2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acetohidrazida: reagiu-se 1,61 mmol de
acetato de metil {2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil} com 20 mL de metanol de 6 mL de
hidrato de hidrazina a 25%, sob refluxo, por 24 horas. Apés o qual se adicionou
cerca de 4 mL de gelo. A mistura reacional foi mantida em geladeira por 8 horas
para formacao de precipitado branco, o qual foi filtrado por pressédo reduzida e
lavado com agua. Rendimento: 90%.

Hibrido dic-ftd: reagiu-se 3,22 mmol de 2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino] fenil}
acetohidrazida com 3,22 mmol de anidrido ftélico e 7 mL de acido acético glacial,
mantendo a reacao sob agitacao e refluxo por 4 horas. Apos resfriamento, o produto
formado foi filtrado sob pressdo reduzida e lavado com agua. Rendimento: 96%.
1
RMN H (400MHz; DMSO-d6): & 11,1 (N-H; 1H); 7,95 (m; 4H); 7,52 (dd; 1H); 7,50
(dd; 1H); 7,46 (d; 1H); 7,31 (N-H; d); 7,17 (ddd; 1H); 7,08 (ddd; 1H); 6,91 (ddd; 1H);
13

3,82 (s; 2H) ppm. RMN  C (400MHz; DMSO-d6): 6 170,68; 164,81; 142,77; 136,96;
135,20; 129,37; 129,06; 123,84; 123,70; 120,79; 115,99; 36,39 ppm.
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3.2.1.4. Preparacao de ibu-ftd (N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-(4-
isobutilfenil)propanamida):

O O
N—NH

) ibu-ftd

2-(4-isobutilfenil)propanoato de metila: reagiu-se 1,45 mmol de ibuprofeno com
20 mL de metanol e acido sulfurico conc (2 gotas), sob agitagdo, a temperatura
ambiente por 24 horas. O solvente foi evaporado por pressao reduzida, obtendo um
solido branco. Rendimento 90%.

2-(4-isobutilfenil)propanohidrazida: reagiu-se 1,45 mmol de 2-(4-
isobutilfenil)propanoato de metila com 20 mL de metanol e 10 mL de hidrato de
hidrazina a 25%, sob agitacdo a 50 °C por 24 horas. Apds o qual foi adicionado
cerca de 4 mL de gelo. O precipitado formado foi filtrado e lavado com agua gelada.
Rendimento 55%.

Hibrido ibu- ftd: reagiu-se 1,45 mmol de 2-(4-isobutilfenil) propanohidrazida com
1,45 mmol de anidrido ftalico e 7 mL de acido acético glacial, em refluxo por 5 horas.
Apb6s o qual foi resfriado e neutralizado (pH = 7) com solugdo de NaOH 20%. O
precipitado formado foi filtrado e lavado com agua. Rendimento: 78% RMN 'H
(400MHz; DMSO-d6): 6 0,86 (H1; d; 6H ); 1,39 (H7; d; 3H); 1,81 (H2; m; 1H); 2,41
(H3; d; 2H); 3,64 (H6; q; 1H); 7,11 (H4; dd; J= 8,0 Hz; 2H); 7,19 (H5; dd; J= 8,0 Hz;

13
2H); 7,89 (H10; m; J= 9,2 Hz; 2H); 7,94 (H8; s; 1H); 8,11 (H9; m; 2H) ppm. RMN C
(400MHz; DMSO-d6): & 173,22; 172,52;154,99; 139,84; 138,11; 135,39; 132,7;
129,57; 129,08; 128,98; 127,42; 127,23; 127,17; 125,32; 123,8; 44,34; 29,71; 22,97;
ppm.
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3.2.1.5. Preparacao de ceto-ftd (2-(3-benzoilfenil)-N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-
isoindol-2-il)propanamida):

O ceto-ftd

2-(3-benzoilfenil) propanoato de metila: reagiu-se 1,96 mmol de cetoprofeno com
50 mL de metanol e acido sulfirico concentrado (2 gotas), a 50 °C, por agitagdo por
8 horas . O solvente foi eliminado sob pressdo reduzida, obtendo-se um produto
solido amorfo de coloragdo branca com rendimento de 90%.

2-(3-benzoilfenil) propanohidrazida: reagiu-se 1,86 mmol de 2-(3-benzoilfenil)
propanoato de metila com 50 mL de metanol e 9 mL de hidrato de hidrazina a 25%,
sob refluxo por 24 horas. O solvente foi eliminado sob pressao reduzida, seguida da
adicao de cerca de 4 mL de gelo, formando um precipitado branco, o qual foi filtrado

e lavado com agua. Rendimento 75%.

Hibrido ceto-ftd: reagiu-se 1,86 mmol de 2-(3-benzoilfenil)propanohidrazida com 10
mL de acido acético glacial e 1,86 mmol de anidrido ftalico, sob agitacdo, a 130 °C,
por 5 horas. Apds o qual a mistura foi resfriada com banho de gelo e neutralizada

(pH = 7) com solugao de hidréxido de sédio 20%. O precipitado formado foi filtrado e

1
lavado com agua. Rendimento: 65%. RMN H (400 MHz; DMSO-d6): 6 1,45 (d; 3H );
4,01 (s; 1H); 7,58 (dd; 1H; Jorw: 8,1 Hz); 7,66 (dd); 7,78 (dd); 7,94 (m); 8,13 (m; 2H);

8,07 (m; 2H) 9,16 (s; 1H) ppm.
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Método geral de preparacao dos AINES-tau

Reagiu-se 1 mol de AINE solubilizado em DMF previamente seca sob peneira
molecular. Adiciona-se sequencialmente, em banho de gelo, 0,9 ml de
dietilcianofosfonato (DEPC), 1,2 mol de taurina e 7,8 mL de trietilamina previamente
seca sob peneira molecular. A reacdo é mantida por 2 horas sob agitacdo a
temperatura ambiente.

Ao final da reacdo, o excesso de base é removido através de arraste por
nitrogénio, e o restante é tratado com cloroférmio, filtrado e o solvente eliminado por
evaporagdo a pressao reduzida. O residuo obtido € adicionado, em pequenas
porcdes, sobre uma solugdo aquosa saturada e gelada de NaHCOg3;. O precipitado
formado € recolhido por filtragdo, lavado com pequena por¢do de agua gelada e
seco sob pentoxido de fésforo. A massa seca obtida é triturada sob THF sendo o

residuo sélido filtrado e seco, conforme esquema a seguir.

HaN"\_-s0sH o

| — |
SO3H
R OH DECP R)\NH/\/ 3

Esquema 2. Método de reagao geral para preparacao dos compostos AINE-tau.
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3.2.1.6. nap-tau (acido 2-{[2-(6-metoxi-2-naftil) propanoillJamido}
etanosulfonico):

nap-tau

RMN "H (400 MHz, DMSOds): 1,37 (3H, d, J = 6,90); 2,67 (2H, t, J = 7,15); 2,94 (3H,
s); 2,96 (2H, t, J = 7,15); 3,66 (1H, g, J = 6,90); 6,59 (2H); 7,10 (1H, dd, J= 5,10; J=
1,66); 7,25 (1H, d, J = 8,08); 7,43 (1H, dd, J = 9,26 J=4,29); 7,68 (1H, dd, J= 8,08 J
= 5,10); 7,73 (1H, d, J = 4,29); 8,09 (1H, d, J = 9,26) e RMN '*C (400 MHz,
DMSOds): 19,4; 36,5; 55,2; 46,8; 40,2; 105,7; 106,8; 118,4; 125,3; 129,0; 132,9;
138,9; 149,3; 154,0; 156,8; 176,7.

3.2.1.7. ibu-tau (acido 2-{[2-(4-isobutilfenil) propanoil] amido} etanosulfénico]}):

Q _oH

O NH o)

ibu-tau

RMN "H (400 MHz, DMSOde): 0,85 (6H, d, J= 6,85); 1,27 (3H, d, J= 7,36); 1,78 (1H,
hept., J = 6,85); 2,38 (2H, d, J= 7,38); 2,63 (2H, t, J= 7,15); 2,92 (2H, t, J = 7,15);
3,44 (1H, q, J = 7,36); 3,70 (2H); 6,58 (1H, dd, J= 5,12 J= 1,65); 7,02 (1H, dd, J =
5,12 J= 1,65); 7,17 (1H, dd, J = 5,12 J= 1,65); 8,10 (1H, dd, J= 5,12 J= 1,65) e
RMN '3C (400 MHz, DMSOds): 19,3; 22,1; 29,6; 36,6; 44,2; 46,3; 50,2; 106,6; 127,0;
128,4; 138,4; 140,8; 149,2; 176,5.
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3.2.1.8. indo-tau (acido 2-{[4-clorobenzamida-5-metoxi-2-metil-indol) 3-acetil]

amido} etanosulfénico):

0 indo-tau

RMN "H (400 MHz, DMSOds): 2,17 (3H, s); 2,50 (2H, s); 2,66 (2H, t, J= 7,15); 2,95
(2H, t, J= 7,15); 3,42 (3H, s); 3,73 (2H); 6,58 (1H, d, J= 1,66); 6,68 (1H, dd, J= 5,11
J=1,66); 6,94 (1H, dd, J= 6,93 J= 1,35); 7,05 (1H, dd, J= 6,93 J= 1,35); 7,63 (2H,
dd, J= 3,38 J=1,35); 8,10 (1H, d, J= 5,11) e RMN '*C (400 MHz, DMSOds): 13,4;
32,5; 36,4; 38,6; 55,3; 102,1; 107,3; 114,4; 110,9; 116,6; 129,0; 131,6; 133,8; 133,9;
134,5; 149,2; 155,4; 167,8; 173,2.

3.2.1.9. AS-tau (acido 2-[(2-hidroxibenzoil) amido] etanosufonico):

RMN "H (400 MHz, DMSOd): 2,73 (2H, t, J = 7,15); 3,02 (2H); 3,04 (2H, t, J= 7,15);
6,60 (1H, ddd, J= 7,42 J= 7,42 J=1,95); 6,62 (1H, dd, J = 7,42 J= 1,95); 6,71 (1H,
dd, J=7,42 J=7,42 J=1,95); 7,65 (1H, dd, J = 7,42 J = 1,95) e RMN 'C (400 MHz,
DMSOdg): 35,9; 47,4; 106,7; 115,8; 129,8; 131,3; 145,8.
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3.2.1.10 dic-tau (acido 2-{[2-(2,6-diclofenil)amino] fenil} acetil) amido]}

etanosulfonico):

Cl NH’\/S\'b
o
cl

RMN 'H (400 MHz, DMSOde): 2,64 (t, 2H, J = 7,15); 2,93 (t, 2H, J = 7,15); 2,96
(s,2H); 3,39 (3H); 6,24 (d, 1H, J = 8,23); 6,58 (dd, 1H, J = 5,10 J = 1,66); 6,72 (dd,
1H, J = 7,53 J = 7,53); 6,92 (ddd, 1H, J = 8,47 J = 8,47 J = 1,66); 7,07 (ddd,1H, J =
8,47 J = 8,47 J = 1,66); 7,45 (d, 1H, J = 8,23); 8,09 (dd, 1H, J = 8,47 J = 1,66) € RMN
13C (400 MHz, DMSOds): 36,9; 50,8; 44,4; 106,6; 115,4; 119,7; 123,7; 125,6; 128,2;
128,9; 129,9; 138,0; 143,2; 149,2; 175,2.

dic-tau

3.2.2 Ensaios Biologicos

Os trabalhos foram submetidos para o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Unesp, Araraquara, sob parecer favoravel
protocolo CEP/FCF/CAr. n® 09/2007 e n® 24/2009 para execugao dos ensaios

biol6gicos.

A estruturacdo das propostas foi realizada conforme os principios éticos na

experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA.

3.2.2.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar (250-280 g) e camundongos Swiss (20-25 @)
sendo 6 animais por grupo experimental, mantidos em condigbes ambientais do
biotério, com temperatura controlada em 24 °C (x 1) e ciclo circadiano de 12 horas,
em caixas plasticas (50 x 40 x 20) com no maximo 6 animais por caixa, iniciando o

periodo de luz as 7:00 horas. Os animais receberam alimento e agua ad libitum.
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3.2.2.2. Atividade antiinflamatéria aguda (modelo de edema de pata) (baseado
em WINTER, RISLEY & NUSS, 1962).

Os experimentos de inflamacao aguda foram realizados seguindo o modelo
de edema de pata, em que se induziu a formacao de exudato inflamatério com a

carragenina 200ug / pata

O grupo controle recebeu por via subplantar o agente quimico irritante,
carragenina, na pata posterior direita e salina na pata posterior esquerda. Os
compostos a serem testados foram administrados por via oral a outros grupos de
animais, 60 minutos antes da carragenina (subplantar).

Na execucdo dos experimentos, os compostos tiveram como veiculo a goma
arabica 5% e foram administradas por via oral (gavage), utilizando doses de 100 pM/

Kg e 300 uM/ Kg. As doses dos compostos em mg/Kg estao listados a seguir:

COMPOSTOS PESO MOLECULAR (g/mol) DOSE EQUIVALENTE A DOSE EQUIVALENTE A
100 oM EM mg/Kg 300 uM Em mg/Kg

acido salicilico 138,12 13,81 41,43
as-ftd 228,12 22,81 68,43
as-tau 245,27 24,53 73,59
naproxeno 230,26 23,03 69,09
nap-ftd 374,26 37,43 112,29
nap-tau 337,41 33,74 101,22
diclofenaco sédico 318,13 31,81 95,43
dic-ftd 439,29 43,93 131,79
dic-tau 402,28 40,23 120,69
ibuprofeno 206,3 20,63 61,89
ibu-ftd 350,3 35,03 105,09
ibu-tau 313,45 31,35 94,05
cetoprofeno 254,3 25,43 76,29
ceto-ftd 398,3 39,83 119,49
indometacina 357,79 35,78 107,34
indo-tau 464,94 46,49 139,47
Taurina 125,15 12,52 37,56
celecoxibe 381,38 38,14 114,42
sulfassalazina 398,39 39,84 119,52
mesalazina 153,14 15,31 45,93
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As espessuras (mm) das patas posteriores foram medidas antes e ap6s os
tratamentos, de hora em hora, por 6 horas ap6s a administragdo da carragenina. Os
resultados foram expressos pela diferenga entre as leituras das patas antes e apds
os tratamentos. Ap6s 7 horas do inicio do experimento, os animais sofreram

eutanasia com CO..

3.2.2.3 Teste de gastrotoxicidade:

A ulcerogénese gastrica foi verificada nos mesmos animais dos grupos
utilizados para o modelo de edema de pata, acrescido de grupo tratado com a
mistura fisica taurina e antiinflamatério (equimolar, 300 uM de taurina para 300 uM
de AINE).

Apos eutanasia em CO,, os animais tiveram seus estdbmagos removidos,
abertos no sentido da maior curvatura e lavados com solucdo salina. Exposta a
mucosa, esta foi observada através de um microscopio-estereoscépio Leica MZAPO,
quanto a coloracao e integridade. No caso da existéncia de lesdes, estas foram
contadas e medidas através do programa LIDA user, obtendo-se o numero de
ulceracées com diferentes graus de lesdo, seguindo o indice de ulcerogénese
gastrica (I.U.G.), que obedece a critérios numéricos para a classificacdo das lesdes
da mucosa gastrica (CIOLI et al., 1974; DARLING et al, 2004):

Grau 1 : lesdes < 1,5 mm

Grau 2: lesdes de 1,5a2,5mm
Grau 3: lesbes de 2,5 a 3,5 mm
Grau 4: lesdes de 3,5 a 4,5 mm

Grau 5: lesdes > 4,5 mm

A anédlise segue critérios quantitativos relacionados a medida da area de
lesdo. Os achados fotograficos encontram-se no aumento de 8 ou 16 vezes.
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3.2.2.4 Atividade analgésica (modelo de contorcao abdominal) para os
derivados ftalimidicos:

A avaliacao antinociceptiva foi realizada através da observagdo do nimero de
contor¢gées abdominais induzida por acido acético administrada via intraperitoneal
(COLLIER et al, 1968).

Foram utilizados camundongos machos suigos, albinos, pesando de 20 - 25

g, mantidos em jejum por um periodo de aproximadamente 8 horas.

Os derivados hibridos foram solubilizados em goma arabica 5% e
administradas por via oral (gavage) nas doses de 100 e 300 uM/Kg de acordo com
RIBEIRO e colaboradores (2000).

Apbs a administracdo dos compostos hibridos ou controle (5% goma arabica),
injetou-se acido acético 0,1 N (0,1 mL/10g de peso) na cavidade peritoneal dos
animais e em seguida iniciou-se a contagem das contorcdes abdominais durante 30

minutos.

3.2.2.5 Atividade antiinflamatodria cronica (modelo colite ulcerativa distal):

O protocolo experimental foi baseado na indugéo de colite ulcerativa por acido
aceético e realizado seguindo critérios de Fabia et al (1992) e Vassalo et al (2007).

O grupo controle positivo de colite ulcerativa distal recebeu 2 mL per rectum
do agente quimico irritante, &cido acético, na concentragdo de 4% sob auxilio de um
cateter/sonda gastrica de Levine n® 4, o qual 8 cm do mesmo foi introduzido e

mantido por um periodo de exposi¢ao de 1 minuto.

O controle negativo de colite ulcerativa distal recebeu 0 mesmo tratamento
descrito anteriormente, porém o agente irritante foi substituido por NaCl 0,9%. Apos
a administracdo do acido acético, no quinto dia, ocorreu a administracdo dos
compostos a serem estudados, diariamente, por mais 5 dias, com doses de 100 e/ou

300 pM, via oral ou i.p.
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Todos os animais foram pesados no inicio e no término do experimento, para
avaliar a variagdo de massa corpérea e avaliados no sentido de observar o aumento
da frequéncia de fezes e a presenca sangramento, segundo descrito por Sutherland
et al. (1987). Apds o 10°. dia (da inducao da colite) e 5°. dia do inicio do tratamento,
os animais foram autopsiados e os intestinos enviados para andlise histologica,

conforme figura 28.

Dia 1 5 10

controle salina colite - colite -

controle:

inducdo da colite colite + colite +

tratados:

Inducéo da colite tratamento necropsia/ biopsia
com farmaco
v.0. 300 uM

Figura 28. Esquema de tratamento adotado para realizagdo experimental de colite

ulcerativa.

3.2.2.6 Analise histopatolégica

Os intestinos grossos dos animais foram removidos ao termino do
experimento respeitando os limites anatémicos do reto, ampola retal, colo sigmoide,
colo descendente, colo transverso e ascendente, e enviados para realizagcao de
biépisa pelo Instituto de Patologia Cirurgica e citopatoldégica Dr Nicolino Lia Neto

(IPC) de Araraquara e avaliados segundo a classificacdo fornecida pelo laboratério.

a) Classificacao macroscopica:

Segundo a aparéncia da mucosa intestinal, foi utilizado método semi-

quantitativo segundo:
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Grau 0: normal

Grau 1: levemente friavel

Grau 2: moderadamente friavel

Grau 3: exudato, com sangramento espontaneo

b) Classificacao microscopica:

As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) para analise, e os

achados fotograficos segue aumento de 40 e 100 vezes.

Foi utilizado como critério a observagédo de ulceragdo, necrose e hipreplasia
linféide folicular do intestino grosso, em que se obteve uma tabela de graduagdes
histopatoldgicas utilizando método semi-quantitativo segundo:

Ulceracéo:

Grau 0: auséncia

Grau 1: somente camada mucosa/submucosa
Grau 2: até a camada muscular propria

Necrose:

Grau 0: auséncia
Grau 1: colite mucosa necrosante
Grau 2: pancolite necrosante

3.2.2.7 Planejamento estatistico

Os resultados foram submetidos ao teste de homogeneidade de variancia
(Teste de Levene). Os resultados com p nédo significativo (acima de 0,05) foram
posteriormente submetidos a Analise de Variancia (ANOVA). Se a ANOVA fornecer
resultado significativo, sera seguida por teste de comparagcdes multiplas (analises
post hoc) como o teste de Newman Keuls. Valores de p iguais ou inferiores a 0,05
foram considerados significantes, quando houve comparagdo das médias foi

empregado o teste de Tukey.
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4. RESULTADOS

4.1 Atividade antiinflamatdria aguda (modelo de edema de pata)

Os resultados obtidos para a atividade antiinflamatéria do derivado nap-tau
encontram-se na figura 29. Na dose 100 uM demonstra que 0 mesmo nao responde
igualmente ao padrdao naproxeno nas primeiras 5 horas, isto é, apresenta atividade
antiinflamatéria inferior ao padrdao. Entretanto, ao observar os efeitos com a
administracdo da dose de 300 pM, a atividade se mantém semelhante ao AINE
padrdo, com excessdo a terceira hora. Este fenbmeno n&o ocorre com nap-ftd,

sendo que a atividade antiinflamatéria nas duas doses sado semelhantes ao padréo.

Para o pro-farmaco dic-tau, 0 mesmo comportamento se observa com ambas
as doses estudadas, até a 32 hora, com diminuicao da atividade antiinflamatéria em
relacdo ao diclofenaco padrao, se igualando a partir de entdo. Para o hibrido dic-ftd,
a atividade antiinflamatoria foi superior ao latenciado dic-tau na segunda hora,
apresentando atividade similar ao diclofenaco padréo a partir da 32. hora (figura 29).

Os resultados obtidos com o derivado de ibuprofeno também se encontram na
figura 29. Observam-se similaridade estatistica entre 0 composto ibu-tau e o padrao
ibuprofeno, nas duas doses. Os resultados obtidos para o derivado hibrido de
ibuprofeno (ibu-ftd) apresentam um perfil diferenciado em relagdo aos demais

derivados, com diminuigao da atividade antiinflamatéria em relagéo ao padrao.
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Na figura 30 encontram-se os resultados obtidos com o derivado salicilico as-
tau (100 uM). Observa-se uma atividade inferior ao padrdao até a 22 hora, se
igualando a partir de entdo. Para a dose de 300 uM, este efeito ocorre apenas na 12.
hora. Para o hibrido AS-ftd, a atividade antiinflamatéria se mantém igual ao padrao
AS.

O derivado indo-tau, apresentou efeito antiinflamatério nas duas doses menor
na 12 hora, se mantendo igual ao padrao apdés este periodo, enquanto o derivado de
cet-ftd apresenta perfil antiinflamatorio semelhante com as duas doses testadas,
apods a segunda hora de inflamacao ao cetoprofeno, chegando a ser superior na

concentragao de 100 pM, apds a 52 hora (figura 30).

4.2 Atividade analgésica (modelo de contor¢cao abdominal) para os derivados
ftalimidicos:

Na figura 31 estdo apresentados os resultados obtidos de atividade
analgésica para os derivados ftalimidicos, comparados com a dipirona, utilizada

como controle da analgesia.

Todos o0s compostos apresentaram atividade analgésica de inibicdo da
contorgdo abdominal induzida por acido acético. O naproxeno apresenta atividade
inferior ao observado com a administracdo da dipirona nas duas doses testadas,
enquanto que o derivado nap-ftd mostrou atividade significativamente superior ao
naproxeno e semelhantemente a dipirona, também em ambas as doses. Os
resultados obtidos com cetoprofeno seguem o mesmo padrao aos observados com
naproxeno.

O AS, diclofenaco e seus derivados ftalimidicos (AS-ftd e dic-ftd) mostraram
atividade analgésica inferior ao controle dipirona em ambas as doses. Entretanto,
quando comparados com seus respectivos AINEs padrado (as e diclofenaco), nas
doses de 100 uM, a atividade foi semelhante enquanto na dose de 300, a atividade

foi significativamente superior.

Com ibuprofeno e seu derivado ibu-ftd apresentam o mesmo perfil de
atividade, sendo observado atividade analgésica semelhante a dipirona na dose de
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100 uM e inferior quando adminstrado na dose de 300. A modificagdo molecular ndo

alterou o perfil de atividade analgésica do ibuprofeno.

§ [Jdipirona T » [dipirona
H - - B naproxeno 5 1l cetoprofeno
i & M nap-ftd 3 : : B ceto-ftd
e . - HE
.2 L 5 ; B W :
: ’ 5 3 ™
§ : DII

' 100 uM 300 uM ' 100 uM 300 uM

" 106
g ¥ — []dipirona _ [1dipirona

: M ibuprofeno » W &cido salicilico

Hibu-ftd " AS-ftd
i

deinibigio de
centagem de inibigho das contorgdes

< -

' . z

“ | I |

50 %

) I I

100 uM 300 uM 100 uM 300 uM

Par,

[Jdipirona
diclofenaco
dic-ftd

Porcentagem deinibigho das contorgBes
H

100 pM 300 uM

Figura 31. Ensaio de atividade analgésica periférica (modelo de contorcdo abdominal)
AINEs e seus derivados hibridos, por via oral. Controle positivo (acido acético, sem
tratamento, 100% de contorcdo). No eixo das ordenadas = porcentagem de inibicao das
contorgdes, e abcissas = doses de 100 e 300 uM. (*p < 0,05 em relacao ao controle positivo
(90 £ 5 contorcdes em 30 minutos) e **p < 0,05 em relacdo ao AINEs padrao, ***p < 0,05
em relacdo aos hibridos AINE-ftd - ANOVA).

4.3 Gastro-ulceracao ou gastrotoxicidade

A tabela 1 mostra os resultados obtidos de gastro-ulceracdo, através do
namero de lesdes (Ulceras) observadas com a administracdo dos AINEs e mistura

fisica de AINEs com taurina.

Todos os AINEs padrdes testados provocaram um numero medio de

Ulceracbes de 48 a 69, observando extensdo de lesdo compativel com a
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classificagdo maxima I.U.G. em grau 5. A ordem decrescente de nimero de lesdes
foi:

Total de lesdes: dic > ceto > ibu > indo > AS > nap
Grau 5: indo > AS > ceto > ibu > dic > nap
Grau 1: nap > dic > ceto > ibu > AS > indo

As misturas fisicas dos AINEs com taurina provocaram um nuimero médio de

ulceracdes que variaram de 5 a 41, observando extensao de lesdo em grau 1 a 3.

Total de lesGes: AS + tau > indo+ tau > ibu + tau > dic+ tau > nap+ tau
Grau 3: indo + tau > AS + tau > ibu+ tau

Grau 1: dic+ tau = nap + tau

Para o acido salicilico, foi observado além das lesdes com pontos
hemorragicos, assinaladas, uma marcante alteracdo da mucosa. A mistura fisica
com taurina mostrou reducdo na gastrotoxicidade para grau 1 com os derivados
naproxeno e diclofenaco. Com ibuprofeno e as, a redugéo foi menor, com grau 3.
Enquanto que para todos os derivados AINE-tau e AINE-ftd correspondentes, a
gastro-ulceragéo foi nula (figura 32).

A indometacina, além do grau 5 de lesdo, observa-se alteragdo na coloracao
do tecido gastrico. Com a mistura fisica com taurina, a lesdo reduz para 3 e para a
indo-tau, foi possivel observar uma ligeira alteracdo da coloracdo da mucosa, mas
sem a presenca de lesbes. O cetoprofeno, também promoveu grau de lesdo 5,
enquando seu derivado, o tecido se mostrou integra sem leséo.

Os resultados demonstraram que a presenca de taurina (mistura fisica),
reduziu o indice de lesdo dos AINES (de grau 5 para grau 3 ou 1). Em todas as
associacbes a reducdo da area de lesdo foi acompanhada por inalteracdo da
mucosa gastrica e de pontos hemorragicos. A figura 32 mostra as fotografias das

mucosas gastricas.
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Tabela 1. Efeito ulcerogénico dos AINEs, mistura fisica e pro-farmacos.

Composto Numero (Grau 1) (Grau 2) (Grau 3) (Grau 4) | (Grau5)
de
ulceras

naproxeno 48 + 11 37,6 £5,3 14+34 3,1+6,1 3642 | 23+21
(78,3 %) (2,9 %) (6,4 %) (7,6 %) (4,8 %)

nap + tau * 5+3 5+£3 - - - -
(100 %)

nap-tau 0 = = = = =

diclofenaco 69 £ 6 43+7,8 29+2,5 6,62 + 3,2 51+2,1 4619
(62,0 %) (4,3 %) (9,6 %) (7,4 %) (6,7 %)

dic + tau * 8+3 8+3 = = = =
(100 %)
dic-tau 0 - - - - -
ibuprofeno 66 £ 7 29 £ 1,3 14,8 + 7,5 55+5,2 [10,6+9,25| 6,1 +£3,3
(44,0 %) (22,4 %) (8,4 %) (16 %) (9,2 %)
ibu + tau * 26+ 9 23,3+2,2 1,3+£1,3 14+£34 - -
(89,5 %) (5,2%) (5,3%)
ibu-tau 0 - - - - -
acido 52 £ 10 13,7+ 7,2 8,8 +8,2 6,4+ 4,1 965 13,5+
salicilico (26,2 %) (17,0 %) (12,3 %) (18,5 %) 3,2

(26,0%)

AS + tau * 41 + 4 258+28 | 12,6 + 3,3 2,6 £2,2 - -
0 0
(63,0 %) (30,7 %) (6,3%)

AS-tau 0 - - - - -
indometacina 57 £ 11 45 +9,1 8,4 £ 10,2 9,6 £54 12,9+ 6,3 21,6 £
(7,9 %) (14,8 %) (16,6 %) (22,7 %) 4,8 (38,0
%)

indo + tau* | 29+ 8 6+1,05 | 11,7+51 | 11,3+6,7 - -
0, (o)
208%) | (@02%) | (39,0%)

indo-tau 0 = = = = =

cetoprofeno 67 £ 4 38,5+6,6 | 41+12,3 6,4 + 4,1 95+76 8,5+3,2
(57,5%) (6,1%) (9,5%) (14,2%) (12,7%)

*Diferengas significativas entre os grupos tratados com naproxeno, diclofenaco, ibuprofeno, acido salicilico, indometacina ou
cetoprofeno (*P < 0,05 - Tuckey).
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4.4 . Atividade antiinflamatoria cronica (modelo colite ulcerativa distal):

Os resultados das analises microscépicas dos testes da atividade
antiinflamatéria crénica mostraram que todos os AINEs testados diminuriam as
ulceragdes/necrose provocados pela colite. Entretanto, os animais perdem peso,
ocorre aumento da freqiéncia de fezes e a melema (fezes com sangue digerido)
esta presente. Ocorre um aumento na mortalidade, com exce¢ao do grupo AS, onde

nao houve morte dos animais (tabela 2).

Os resultados observados com os grupos tratados com os derivados
ftalimidicos mostraram diminuicdo nos quadros de ulceragdes/necrose. A melhor

resposta foi observada com o grupo ceto-ftd > nap-ftd > ibu-ftd = AS-ftd > dic-ftd.

Com os derivados taurinicos, todos os derivados demonstraram eficacia
semelhante, com a regressado do quadro de ulceracao e necrose em 5 dos 6 animais
testados. Com exce¢ado do grupo ibu-tau, todos os outros derivados ndo causaram

mortalidade dos animais.

Os mesmos experimentos foram realizados utilizando os medicamentos:
celecoxib (antiinflamatério seletivo COXy), sulfassalazina e mesalazina, farmacos
utilizados na terapéutica para o tratamento de colite ulcerativa, comparando-se com
os derivados dic-tau e nap-tau, administrados i.p. na dose de 150 uM. Os resultados
demonstraram que o celecoxib promove a reversao da colite 50% dos animais, e 0s
farmacos sulfassalazina e mesalazina revertem 87%, enquanto que a adminstragao
i.p. dos derivados dic-tau e nap-tau promoveram a reversdo da colite de todos os
animais testados, isto €, resposta positiva em 100% dos animais (tabela 3).

As figura 33 mostra as fotografias dos célons do grupo controle negativo, com
a presenca da mucosa normal e hiperplasia linféide folicular. Ressalta-se que a
introdugdo do cateter/sonda gastrica de Levine n° 4, gera um estimulo mecéanico
imunoldgico, resultando em uma resposta hiperplasica com grau maximo 2 na tabela
de graduacgao histopatolégica ao utilizar método semi-quantitativo, apresentado a

seguir.
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Grau 0: auséncia; Grau 1: até dois centros germinativos contiguos; Grau 2: mais de
dois centros germinativos contiguos. Por apresentar este valor em todos os grupos,

desconsiderou-se este dado nas andlises histopatoldgicas.

A figura 33 mostra, também, as fotografias do controle positivo com a
presenca de ulceracdo e necrose provocada pela inducdo da colite pelo acido
aceético, com destruicdo total da mucosa e submucosa, presenca de pancolite
necrosante e do sistema fagocitario mononuclear e a presenca de tecido necrosado

quando do tratamento com celecoxibe, sulfassalazina e mesalazina.

A figura 34 mostra as fotografias comparativas dos coélons dos animais
tratados com AINEs e derivados taurinicos e ftalimidicos. E possivel observar a
recuperacdo dos tecidos quando do tratamento com os derivados ftalimidicos e

taurinicos.

Com relagao a toxicidade, com a dose de 62 mg/kg de ibuprofeno promoveu a
morte de 1 animal no primeiro dia de tratamento enquanto que o derivado taurinico.
promoveu também a mortalidade de 1 animal, mas somente no 3°. dia. E possivel
observar que a dose de 62 mg/kg € bem abaixo da DLsy (cerca de 17 vezes menos),
0 que nao deveria causar nenhuma mortalidade. A tabela 4 mostra uma correlacéo
da DLsg aguda (dose unica) encontrado na literatura e a toxicidade observada dos
AINEs durante o experimento.

Entre todos os derivados ftalimidicos, o dic-ftd promoveu a morte de 2
animais, no ultimo dia de tratamento, contra a morte de 4 animais (2 no 2°.dia e 2 no

3¢.dia de tratamento) com o padréo de diclofenaco.

O derivado ftalimidico AS-ftd se mostrou mais eficaz do que seu padrao, mas
apenas para 50% dos animais contra 16% do AINE correspondente, AS. A resposta
obtida para o derivado ceto-ftd foi muito boa, sendo a melhor do grupo ftalimidico,

com regressao total da necrose em 85% dos animais e auséncia de mortalidade.

O derivado indo-tau, além de ndo causar mortalidade, Além das vantagens
sobre o0 aspecto de toxicidade do derivado taurinico, temos uma acao terapéutica
pronunciada do derivado com restabelecimento de 84% dos animais tratados contra

0s 34% do farmaco matriz.
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5. DISCUSSAO

5.1 Atividade antiinflamatdria aguda (modelo de edema de pata)

No planejamento dos pré-farmacos taurinicos, buscava-se atividade
reciproca, isto €, uma potencializagdo da atividade antiinflamatéria da taurina e
AINEs, pela taurina possuir a capacidade de inibir INOS presente nos

macrofagos durante o processo inflamatorio.

Entretanto, em estudo de inibicdo de NO, Vizioli (2006) demonstrou a
inibicdo de iINOS pela taurina, mas n&o pelos AINEs. Os derivados taurinicos,
suprimiram a produc¢do de NO, similarmente a da taurina, sugerindo que a

ligacdo dos AINEs a taurina ndo modificaria esta atividade.

Desta forma, estes resultados experimentais ja evidenciavam a
possibilidade da manutencdo da atividade antiinflamatéria dos pré-farmacos,
uma vez que a enzima iINOS demonstrou reconhecer e se ligar sem restricdes
estéricas com a molécula obtida. Portanto, o fato dos pré-farmacos AINEs
taurinicos apresentarem uma atividade antiinflamatéria similar aos referidos
padroes era previsivel e o efeito inferior ao farmaco matriz nas primeiras horas,
também, tendo em vista de que o pro-farmaco deve ser bioativado para exercer
sua ativiadade (SILVA et al, 2005).

Neste sentido, esperava-se que os pro-farmacos fossem clivados por
amidases, para liberar os respectivos AINEs-tau. Confimando esta hipétese, os
pro-farmacos apresentaram o mesmo perfil, variando de 1 a 3 horas para
liberacao total da substancia ativa. Com exceg¢ao do ibuprofeno, a introducao
da taurina ndo alterou a atividade antiinflamatéria, sugerindo que este
transportador ndo modificou as propriedades fisico-quimicas/conformacionais
do ibuprofeno significativamente de forma a alterar sua interagdo com o
receptor. Estudos conformacionais e de hidrdlise serdo necessarios para
comprovagao desta suposicao.

Os derivados ftalimidicos foram planejados por hibridacdo molecular,

esperando-se atividade sinérgica na inibicdo de COX, e TNF-a, visando a

73

Ednir de Oliveira Vizioli



possivel utilizacdo em doencas inflamatérias cronicas, como colite ulcerativa e
e artrite reumatédide, que envolvessem a participagédo de diversos mediadores

pro-inflamatérios como citocinas, interleucinas, NF-kB, TNF-a.

Os resultados experimentais obtidos para os compostos hibridos
ftalimidicos mostraram que estes nao alteraram significativamente a atividade

antiinflamatoria aguda dos AINES padréo.

O experimento de edema de pata induzido por carragenina é um modelo
de inflamacdo aguda, observada pela ativacdo da cascata do acido
araquidénico, ativando a sintese de prostaglandinas pré-inflamatérias. Este
mecanismo é inibido por AINEs via inibicado de COX,, ndo tendo a participacao
de agentes pré-inflamatérios como o TNF-a. Desta forma, os resultados estdo

de acordo com 0s ensaios realizados.

5.2 Atividade analgésica (modelo de contor¢cao abdominal) para os
derivados ftalimidicos

Estudos de Ribeiro, 2000, demonstraram o papel da talidomida na
atividade antiinflamatéria e analgésica, por mecanismos de inibicdo de TNF-q,
e estimulo de fatores antiinflamatérios como a IL-10. Neste sentido, com o
objetivo de comprovar esta hipdtese, foi realizado estudo de atividade

analgésica para os compostos hibridos ftalimidicos.

Castro, 2008, ao realizar experimentos com o diclofenaco e seu derivado
hibrido nas concentracées de 1 uM e 100 uM, observou baixa atividade dos
mesmos, sendo que em 100 pM, descreve inibicdo de apenas 16%. Neste
trabalho, foi constatada inibicdo de 10 e 12% para o diclofenaco e derivado
respectivamente, para a dose de 100 uM.

Segundo Nakaema e colaboradores, em 2005 em concentracao de 50
mg/Kg (157 uM) o diclofenaco ja apresenta atividade analgésica com 36,6% de
inibicdo. Porém, na dose de 300 uM a resposta analgésica do diclofenaco foi
de 38,4% e do dic-ftd de 47,1%, sugerindo que este ndo € um bom modelo de

estudo para o diclofenaco e seus respectivos derivados.
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Os resultados mostraram que todos os AINEs estudados,
isoldadamente, ndo sao bons analgésicos, quando comparados com a dipirona.
Entretanto, o processo de hibridagdo melhorou a atividade analgésica dos
AINEs, com excec¢ao do ibuprofeno. Com naproxeno e cetoprofeno, houve um
incremento significativo nas duas doses estudadas atingindo os valores de
atividade analgésica da dipirona.

Este incremento se deve ao fato de que o estimulo inflamatério induzido
pelo acido acético que foi administrado na cavidade peritonial estimula a
liberacdo de uma cascata de citocinas com potencial efeito hiperalgésico,
iniciado pela presenca de TNF-a local. Apdés o estimulo nocivo doloroso, a
resposta pode ocorrer por duas vias classicas: a primeira que envolve a
liberacdo de PGs e a segunda que induz a producdo de aminas
simpatomiméticas (CUNHA et al., 1992).

Além disso, ambas as vias, dependendo dos fatores estimulatérios como
a natureza agressiva, a intensidade e o tempo de duracao, interferem na
liberacdo de TNF-a, o que determinam a produgdo de bradicinina, o qual
apresenta potente acdo sobre a permeabilidade vascular, gerando
vasodilatagcao arteriolar e pode causar quimiotaxia para células inflamatérias. A
bradicinina, pode também induzir dor por agéo direta sobre as fibras nervosas
(SIQUEIRA JR, DANTAS, 2000).

Os resultados, de acordo com este mecanismo, foram dependentes da
estrutura quimica o qual o grupo ftalimidico foi ligado. Muito provavelmente,
para 0os compostos naproxeno e cetoprofeno, a hibridacdo, ndo alterou a

capacidade do grupo ftalimidico em promover sua atividade analgésica.

Com relacdo ao AS e diclofenaco, apesar da modificagcdo molecular nao
ter ocasionado melhora na resposta antinociceptiva em relacdo a dipirona,
promoveu melhor resposta em relacdo aos AINEs padrdo, demonstrando
potencializacdo do efeito analgésico, enquanto que para o0 composto
ibuprofeno, esta modificacdo nao foi eficaz para esta atividade.
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5.3 Gastro-ulceracao ou gastrotoxicidade

Os AINES, por acao inibitéria de COX; das células parietais, promovem
o maior efeito adverso relatado para esta classe de farmacos, a
gastrotoxicidade.

As PGE; sado responsaveis pela modulacdo da producdo acida do
estdbmago. Além disso, promovem a producdo de muco e bicarbonato, o qual
mantém a parede do estdbmago com pH fisiol6gico, protegido do meio géstrico.
Com a sua inibicao pela acdo dos AINEs, o mecanismo protetor do estdbmago

torna-se falho, podendo provocar ulceragdes e hemorragias.

Modificagdes moleculares em antiinflamatérios com a introducao de
transportadores, apresentam vantagens em relagdo a toxicidade, devido a um
perfil de liberacao diferenciado, que pode ser observado através do teste de
edema de pata. Entretanto, era de se esperar que o perfil de gastro-ulceracao
para o ibu-tau apresentasse atividade similar ao ibuprofeno, uma vez que o

efeito antiinflamatério nado foi alterado em fungéo do tempo.

Tal fato ndo ocorreu, sugerindo assim, que ha, além do fator de
liberacdo, um efeito significativo protetor da taurina quando o mesmo esta
ligado ao AINE.

Este efeito protetor gastrico da taurina ndo se deve a um efeito direto no
bloqueio COX; gastrica, mas muito provavelmente, por suas agdes indiretas

provocadas por esta inibicao pelos AINEs.
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Figura 35. Mecanismo de secrec¢ao acida pelo estdmago.

Conforme a figura 35, a secrecéo gastrica inicia-se na fase cefélica, com
a estimulagao do nervo vago atuando no sistema nervoso entérico, estimulando
a liberacdo de gastrina pelas células G no estébmago. Por vez, a gastrina
estimula as células tipo enterocromafins (ECL) a liberar histamina, que atua
sinergicamente com a acetilcolina na liberacdo de HCI. As células D liberam
somastostatina, que atua na regulagdo paracrina, inibindo a liberagdo de
gastrina. O mecanismo de defesa da mucosa gastrica envolve a produgao de
muco e liberacao de bicardonato pelas células epiteliais superficiais, através de
ativacdo de COX; e liberagéo de PGs (BRASILEIRO-FILHO, 2009).

Durante o uso de AINES, a inibicdo de COX;, gera um processo
inflamatorio devido ao excesso de acido e falha do sistema de defesa gastrica.
Na migracéo de leucdécitos ao tecido inflamado ocorre a extrusdo de enzimas

hidroliticas, estocadas nos granulos citoplasmaticos dos neutréfilos, como
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mieloperoxidase (MPQO), presente em grande quantidade nos granulos
azurofilos, o qual geram dano, em conjunto com o NADPH oxidase de
membrana, pela formagao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e oxidacao
de biomoléculas (VELOSSA, 2007).

Este mecanismo é de extrema importancia para o sistema de defesa
contra microorganismos durante a fagocitose. Duas emzimas sdo essenciais
para este processo: NADPH oxidase, que catalisa a redugdo monovalente do
oxigénio molecular e anion superéxido e a MPO, que utiliza o peroxido de
hidrogénio para oxidar o ion cloreto a &acido hipocloroso (HOCI). A figura 36
mostra o mecanismo de formacdo de EROs pelos leucécitos durante o

processo inflamatorio.
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Figura 36. Mecanismo de formacdo de EROs pelos leucdcitos durante o
processo inflamatério (adaptado de VELOSSA, 2007)
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Entre os EROs, encontramos:

v" O anion superoxido (02~) gerado apds redugdo monoeletrénica do
oxigénio que ocorre com quase todas as celulas, e na ativagao de
neutrofilos, mondcitos, macréfagos e eosindfilos A sua forma
protonada € o radical hidroxiperoxil (HO2"), sendo esta espécie,
mais reativa que o proprio superéxido. (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1990).

v O oxigénio singlete ('0,), estado excitado de oxigénio, por ndo
apresentar os elétrons desemparelhados nado é considerado um
radical, mas € altamente reativo podendo oxidar facilmente
lipideos de membranas  biolégicas. (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1990)

v' O peréxido de hidrogénio (H20,), através da dismutagéao
enzimatica, pela superoxido dismutase (SOD) ou espontanea do
radical superéxido, Mesmo nao sendo um radical livre é altamente
toxico, produz o radical hidroxil, (HO.) um dos radicais mais
reativos conhecidos, sendo capaz de reagir com membranas
biolégicas ou proteinas ligadas ao ion Fe'™ (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997).

v O NO e peroxinitrito (OONQO") formam-se a partir da ativagdo da
NOS. O NO é uma espécie reativa do nitrogénio, que, em meio
aquoso pode formar outras espécies reativas. O OONO™ é um

potente oxidante, produto de reagdo do O2° com NO'.

v/ O HOCI, produto da oxidagdo do cloreto, é catalisada pela
mieloperoxidase. Sendo a espécie oxidante mais abundante,
pode dar origem a ao radical hidroxil e o oxigénio singlete.
Apresenta um alto padrao de intoxicagao celular, haja vista que os
mamiferos ndo apresentam enzimas cataliticas capazes de
detoxicar oxidantes clorados (LAPENNA & CUCCURULLO,
1996). As cloraminas, como a monocloramina (NH2CI) é formada
pela reagdo de HOCI com amoénia. Sendo esta muito lipossoluvel,
€ mais reativa que HOCI.

O estudo das EROs torna-se importante no momento em que observa-
se 0 seu aparecimento em diversas doengas. No processo de aterosclerose,
por exemplo, foi encontrado mieloperoxidades, sugerindo segundo Wasil e
colaboradores, ja em 1987 a necessidade do desenvolvimento de farmacos
que possam ser aplicados na terapéutica como antiinflamatoérios capazes de

antagonizar a HOCI, protegendo moléculas alvo biologicamente importantes.

Trabalho de Lapenna e Cuccurullo, 1996, sugere que as cloraminas,

particularmente a NHxCl estdo relacionadas a injuria géastrica, observada em
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presenca de infeccado por Helicobacter pylori, que produz altas quantidades de

amonia.

Com relagéo as acoes oxidativas, Kourounakis e colaboradores (2000),
sintetizaram pro-farmacos de n-acetilcisteina com antiinflamatérios. O estudo
demonstrou que os derivados apresentam reducao a toxicidade gastrica, porém
em concentragdes elevadas, a atividade mucolitica da n-acetilcisteina, devido a
presenca do grupo SH da cisteina, prejudica a prépria mucosa, potencializando

a toxicidade gastrica.

Ainda, ao administrar doses de 1,82 mg/Kg de n-acetil cisteina durante 4
(quatro) dias observou 80 % de 6bito, sendo superior aos AINEs padrbes que
apresentaram indice de 50% de mortalidade (KOUROUNAKIS et al, 2000).

Um dos mecanismos de agdo da gastroprotecdo da taurina proposto,
segundo Grimble, 1994, envolve a interagdo da taurina com o peréxido de
hidrogénio e o cloreto na reagdo da mieloperoxidade, gerando taurina
cloramina (Tau-Cl), um produto que também é pré-oxidante, porém de baixa
reatividade, neutralizando, assim, a formacédo de radicais livres durante o

processo inflamatorio.

Adicinalmente, a Tau-Cl seria capaz de inibir a formagéo de mediadores
inflamatérios como NO, TNF-alfa e PGE,. Este efeito parece ser observado
com a Tau-Cl, mas ndo pela taurina isoladamente, dose dependente
(MARCINKIEWICZ et al, 1998).

Em 2006, Kontny e colaboradores observaram, também, a inibicao pela
Tau-Cl da proliferacao de sinoviocitos FLS (fibroblast like synoviocytes), células
que participam do processo de sinovite e hiperplasia sinovial, considerados

como fatores importantes na caracteriza¢do da artrite reumatoide.

Klam e Shacter (2005) demonstraram que a Tau-Cl minimizam os efeitos
de respostas inflamatérias incontrolaveis responsaveis pela morte celular

(necrose) causadas pela HOCI.

Estes dados sugerem fortemente que a agao gastroprotetora do pré-
farmaco taurinico seja ndao somente por suas agdes imunomoduladoras, que
envolvem mecanismos multiplos, como a participagdo no processo de apoptose
e regulagdo da cascata inflamatéria, por inibicdo de fatores pro-inflamatérios
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como o TNF-a, o NFkB e a iNOS, como também na inibicdo da formacao de
EROs, formando Tau-ClI.

Os compostos hibridos, porém, também apresentaram efeito
gastroprotetor, observado para todos os compostos testados, inclusive para o
derivado ibuprofeno. Tendo como base os resultados de atividade
antiinflamatéria aguda, esta hibridacado modificou sua estrutura tridimensional
no sentido de que sua agdo COX, diminuisse. Dessa forma, é possivel sugerir
que 0 mesmo pudesse acontecer com a enzima COXj, igualmente e, portanto,
nao promover gastroulceracao por perda da atividade antiinflamatéria COX; e ».
No entanto, o padréo de protegcao em 100% ocorreu para todos os compostos,
0 que sugere 0 mesmo mecanismo de protecdo para todos os compostos,

incluindo o ibuprofeno.

Tendo em vista que a lesdo no estbmago pela acdo da inibicdo em
COX; gera um processo inflamatério com a presenca de TNF-a, é possivel
supor que os compostos hibridos apresentaram esta atividade, inibindo TNF-q,
tornando-os capazes de controlar o processo inflamatério. Esta hipbtese
devera ser comprovada com o testes posteriors de atividade inibidora de TNF-

a.

5.4 Atividade antiinflamatéria crénica (modelo colite ulcerativa distal):

As doencas inflamatérias intestinais (DIl) compreendem um amplo
espectro de afec¢des de etiologia desconhecida, que leva a cronicidade.

Apesar de seu gatilho inicial ndo estar totalmente descrito, sabe-se que
ocorre uma superproducdo de mediadores pro-inflamatérios tais como
citocinas, metabolitos do A.A. (VOWINKEL et al, 2004) e EROs (REIFEN et al,
2004; CETINKAYA et al, 2005).

A administragdo de antiinflamatérios, como os aminosalicilicos
(mesalazina e sulfassalasina) vao de encontro com a patogénese (PRAVDA,
2005), porém nao ha terapia clinica definitiva (CORMAN, 2005).
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Segundo Wallace, em 1992, a idéia da utilizacdo de agentes anti-TNF-
a,ja era amplamente difundido, uma vez que o TNF-a esta associado com a

injuria tissular e inducao de IL-1B e PGE-.

No modelo experimental de doenca de Crohn, qualquer segmento
digestivo é afetado enquanto que na colite ulcerativa ocorre um infiltrado
leucocitario na mucosa e ulceragao do epitélio do célon e reto. A apresentacao
clinica envolve ataques de sangramento retal, diarréia, eliminagdo de muco,
dor abdominal e perda de peso. Existem manifestacdes extra-intestinais como
doenga hepatica, renal, artrite e amiloidose (ITZKOWITZ & Y10, 2004), descrito
como ‘teoria de indugdo radical da colite ulcerativa”, em que deste modo, a
difuséo inicial de espécies reativas comprometeria a barreira local da mucosa e
causaria uma transitéria ativacdo imune, podendo gerar tais manifestacoes

com subsequente propagacao (PRAVDA, 2005).

Existem varios modelos animais para indugdo de colite, entre eles, o
acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) e dextrano sulfato de sddio,
ambos o0s métodos sdo altamente agressivos, atingindo além da camada
mucosa e sub-mucosa, a camada muscular e serosa, sendo que o TNBS
apresenta um alto potencial necrosante com indices de mortalidade que
chegam a 40% dos animais submetidos a este protocolo. Descrito por
Macpherson e Pfeiffer (1978), a aplicagdo de solucdo de acido acético per
rectum intraluminal, promove uma colite difusa sobre resposta inflamatéria

inespecifica.

Optou-se por utilizar &cido acético a 4% como agente irritante da
mucosa, por apresentar padrdes de similaridade com a colite ulcerativa
humana (FABIA et al, 1992). Concentragdes maiores como 8% aumentam o
risco de mortalidade (VASSALLO et al, 2007; FABIA et al., 1992).

O tratamento se iniciou a partir do 5° (quinto) dia ap6s a indugéao, pois é
esperada uma uniformidade do grupo sobre a apresentacao da colite apds este
periodo (FABIA et al, 1992). Ressalta-se que a introdugéo do cateter, gera um
estimulo imunolégico mecanico, resultando em uma resposta hiperplasica com

mais de dois centros germinativos em toda extensdo da submucosa, sendo
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classificado microscopicamente com grau maximo de 2. Por apresentar este

valor em todos os grupos, desconsiderou-se este dado nas analises.

Os resultados demonstraram que os AINEs, quando administrados em
animais com colite inflamatéria intestinal induzida por acido acético aumentam
a toxicidade, para a maioria dos AINEs estudados, aumentando os quadros de

mortalidade.

Estes resultados suportam a hip6tese de que a administracao de AINEs
acrescido ao processo inflamatério intestinal promoveu uma potencializacao
dos efeitos inflamatérios, com a inibigado de COXj, gerando a formacdo de
agentes proé-oxidantes. O aumento da toxicidade variou de 1,58 a 7,74 vezes,

isto €, diminuindo a margem de seguranca em até 87%.

Estes resultados estdo de acordo com o estudo de revisdo de Kefalakes
e colaboradores (2009), que discute a exacerbagcado da inflamacao intestinal
associado a AINES, observada em pesquisas clinicas, relatos de casos, artigos
de revisdo e outros. Os autores mostraram evidéncias substanciais de
confirmacado deste agravamento, porém, ao comparar com o0s inibidores
seletivos COX,, os dados s&o conflitantes, demonstrando seguranga em
relagdo aos AINES tradicionais, mostrando que os AINEs seletivos sdao mais

seguros, quando utilizados em tratamento a curto prazo.

De fato, a inibicdo das prostaglandinas parece estar envolvida com os
efeitos adversos do tratamento. Mais uma vez, a formacao de HOCI pode estar

envolvida como promotora de um processo inflamatério paradoxal dos AINEs.

A dose utilizada para o AS foi de 41 mg/kg acido salicilico, que nao
promoveu morte nos animais. Ressalta-se que este valor foi 21,7 vezes menor

que a DLsp.

Ambas as modificagdes moleculares, hibridacdo ou latenciacdo, nao
causaram mortalidade (com excecao de ibuprofeno) tendo a freqiiéncia de
fezes normalizada e auséncia de sangramento. Os animais ndo perderam peso
durante o tratamento, sugerindo um perfil de alimentacao normal. Além disso,

foi observado regressao da ulceracao e necrose.
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Os derivados taurinicos obtiveram melhor resposta para os derivados
dic-tau, ibu-tau em relacao aos derivados ftalimidicos, enquanto que a resposta
de nap-tau e nap-ftd se mostraram semelhante.

O celecoxibe, inibidor seletivo de COX,, a mesalazina e sulfassalazina
foram testados com o objetivo de comparacdo com os AINES modificados.
Além disso, tendo em vista que os derivados taurinicos apresentaram alta
solubilidade em agua, buscou-se observar a atividade dos compostos nap-tau e

dic-tau, intra-peritonealmente, na dose de 150 pM.

Os resultados por nds obtidos, demonstraram que tanto a mesalazina,
como a sulfassalazina apresentaram o mesmo potencial terapéutico (84% de
regressao da ulceracdo e necrose). Ja para o celecoxibe foi verificado uma
remissao em 50% dos animais, 0 que sugere que a inibicao seletiva de COXz
nao é o unico fator envolvido na propagacao do processo inflamatério intestinal
(NIELSEN & MUNCK, 2007). A atividade dos derivados administrados i.p. foi
surpreendente, com remissao total da ulceracdo e necrose, fato este que
evidencia o papel imunomodulatério da taurina no processo inflamatério

cronico.

O mecanismo proposto para atividade da taurina nos processos
inflamatoérios intestinais envolve a inibicdo de INOS, TNF-a, NF-kB,

interleucinas conforme a figura 37.
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Figura 37. Mecanismo de acao proposto para mesalazina, taurina e talidomida
na inibicAo do processo inflamatério intestinal (adaptado de NIELSEN &
MUNCK, 2007).

Além disso, a taurina por formacao das cloraminas potencializa o efeito
protetor gastrico e intestinal. Com os derivados ftalimidicos, a resposta na

regressao da ulceracao e necrose foi devido a atividade inibitéria de TNF-a.

Pelo mecanismo de inducao de colite, o processo inflamatoério promove a
ativacao dos mediadores pro-inflamatdérios, entre eles, o TNF-a. A presenca de
outras citocinas pro-inflamatérias induz a liberacdo de NF-kB do complexo
inativo NF-kB-IkB o qual promove a ativagdo de TNF-a, gerando uma

retroalimentacao positiva transcricional da cascata inflamatéria.

A talidomida apresenta um papel na inibicdo de TNF-a e estimula a
transcricao de citocinas antiinflamatérias e pro-anabolicas como a IL-4 e IL-10.

Os resultados dos derivados ftalimidicos vém de encontro com os resultados
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obtidos por Prakashi e colaboradores, 2008, que observaram a atividade

antiinflamatéria intestinal da talidomida em ratos (dose dependente).

O efeito mais acentuado dos derivados taurinicos sugere que o
mecanismo da taurina inclui a inibicdo de iINOS, além da inibicao do feedback

positivo da cascata inflamatéria descrito acima.

Com o inibidor seletivo COX,, o efeito sobre a inflamagao evitou apenas
0 sangramento, mas ndo a frequéncia das fezes. Os grupos dos animais
tratados com AINEs ao final do experimento apresentaram graus de lesao
variados com tumefagéo e necrose de érgdos, conforme observado pela figura
38.

Figura 38. Fotografia dos 6rgaos durante autépsia de animal com colite
ulcerativa, tratado com diclofenaco 300 uM (v.0.) por 5 dias. A) tumefacao

hepatica, e B) aspecto necrotico dos rins.

Eventos visualizados na figura 38 foram observados para os derivados
ftalimidicos, porém, em menor intensidade. J& com os derivados taurinicos,

todos os orgaos foram preservados.

Os resultados das biopsias do intestino grosso dos AINEs mostraram
necrose de toda a parede, enquanto que os derivados taurinicos, a mucosa
apresenta-se integra, ou em processo de transicdo escamoso-glandular que
indica restabelecimento da mucosa, demonstrando que a taurina apresentou
um papel regenerador da necrose.

Estes resultados demonstram que os pré-farmacos antiinflamatorios
taurinicos, sdo potenciais candidatos a farmacos antiinflamatérios para teste
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clinico, em substituicdo aos AINEs classicos. A figura 39 mostra as fases de
desenvolvimento de um novo farmaco e o estagio da qual se encontra os

estudos com os derivados taurinicos e ftalimidicos.

pro-farmacos AINE-tau
.
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Figura 39. Fases da pesquisa de novos farmacos indicando os estagios das
pesquisas dos derivados ftalimidicos e taurinicos.

A pesquisa com os derivados taurinicos se encontra mais avangada que
os derivados ftalimidicos, necessitando de ensaios de hidrolise, provando a
clivagem destes pro-farmacos em AINEs e taurina in vivo. Ambos ja
conhecidos e utilizados em terapéutica e em bebidas energéticas
respectivamente, facilitariam o registro destes compostos novos, junto aos
orgaos reguladores (ANVISA).
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6. RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS

v" Os derivados ftalimidicos AS-ftd, dic-ftd, nap-ftd, ceto-ftd apresentaram
atividade antiinflamatoria (aguda) em modelo de edema de pata similar
aos referidos padrdes quando adminstrados nas doses de 100 e 300
uM, v.o. e atividade antiinflamatéria (crénica) em modelo de colite

ulcerativa, superior aos referidos padrbes, na dose de 300 uM, v.o.

v' O derivado ibu-ftd mostrou atividade inferior ao ibuprofeno quando
testado em modelo de edema de pata e colite ulcerativa, sugerindo que
a hibridagdo molecular possa ter alterado a biodisponibilidade e/ou

interagdo com receptor.

v" Os derivados ftalimidicos AS-ftd, dic-ftd, nap-ftd, ceto-ftd apresentaram
atividade superior em promover analgesia em modelo de contorgéo
quando comparados com seus padrdes, enquanto que a atividade de
ibu-ftd ndo foi significativamente diferente, quando adminstrados nas
doses de 100 e 300 uM, v.o.

v" Os derivados ftalimidicos ndo apresentaram gastrotoxicidade com dose
de 300 uM, similarmente observado por Castro (2008) na dose de 100
uM.

v' Os derivados taurinicos, AS-tau, dic-tau, ibu-tau, nap-tau, indo-tau séao
apresentaram atividade antiinflamatéria (aguda) em modelo de edema
de pata inferior na primeira e segunda horas seguida de atividade similar
ao AINES padrées, quando adminstrados nas doses de 100 e 300 uM,

V.0.

v' A taurina atenuou a gastrotoxicidade dos AINEs, quando misturado em
propor¢cées equimolares enquanto que os pré-farmacos reciprocos
taurinicos com AINEs, mostraram-se destituidos desta toxicidade,

quando adminstrados nas doses de 100 e 300 uM, v.o.

v" Os AINEs classicos promovem aumento de toxicidade em animais com
colite ulcerativa, potencializando a mortalidade..
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v No moldelo de inflamacdo crbnica (colite ulcerativa), os derivados
taurinicos mostraram atividade superior aos AINES padrdo, com
diminuigdo de mortalidade e exclusdo dos sinais clinicos como
sangramentos, perda de peso e aumento da frequencia de evacuacdes

(aumento de fezes), quando adminstrados na dose de 300 uM, v.o.

v' Todos os derivados taurinicos sao hidrossoluveis, permitindo a
adminitracdo parenteral. Os derivados dic-tau e nap-tau, administrados
i.p. na dose de 150 uM apresentaram supressao da colite em 100%,
superior ao valor observado pela administracdo v.o. de 300 uM de
mesalazina e sulfassalazina (67% de remissao total), farmacos de

referéncia para o tratamento de colite ulcerativa.

v' Todos os AINES-tau sédo potenciais candidatos a farmacos AINEs para

estudo de fase clinica I.
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7. CONCLUSAO

Atualmente, ndo existem no mercado mundial, AINEs destituidos de
gastrotoxicidade que estd entre as reacdes adversas também provocados
pelos agentes especificos, como o celecoxibe. Neste sentido, a busca de novos
AINEs é de extrema importancia, tendo em vista o envolvimento do processo
inflamatério como gatilho de diversas doengas. Os derivados hibridos
ftalimidicos (Castro, 2008) planejados com o objetivo de tratamento em
inflamagbes crbénicas, se mostraram igualmente eficazes em relagdo aos
padrées AINEs, nos modelos de inflamagdo aguda e superior em modelo de
colite ulcerativa e analgesia, entretanto, estudos ainda devem ser conduzidos
em modelo de artrite reumatdide. Enquanto os resultados obtidos para os
derivados taurinicos (Vizioli, 2006) foram surpreendentes, mostrando atividade
antiinflamatéria aguda e crénica e destituidos de qualquer toxicidade géstrica,
obtendo remissao total das lesdes ulcerativas do célon, o que nao acontece
com os farmacos utilizados no mercado para o tratamento da colite, como a
mesalazina e sulfassalazina. Estes dados, sao promissores para 0 avango em
testes clinicos e se confirmando em humanos, sera uma grande evolucao no
tratamento de processos inflamatérios, principalmente para aqueles pacientes
qgue atualmente necessitam do medicamento, mas sao impossibilitados de usa-
los, como por exemplo, hipertensos, diabéticos, pacientes com disfungdes
renais/ hepaticos, entre outros.
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8. PERSPECTIVAS

Para os derivados ftalimidicos:

NN

Teste de atividade analgésica central: modelo Aot plate,

Teste de atividade antiinflamatdria em modelo de artrite reumatdide;
Teste de reatividade vascular;

Agregacao plaquetaria;

Analise histopatoldgico: rins, figado e coracao.

Para os derivados taurinicos:

N NN

Teste de hidrdlise;

Analise histopatoldgico: rins, figado e coracao;

Teste de reatividade vascular;

Agregacao plaquetaria

Ensaios de toxicidade em laboratério certificado pela Anvisa;

Estudos de escalabilidade (aumento de escala sintética para a obtencdo dos
compostos).
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