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Resumo |

RESUMO

O acido micofendlico (AM) é um farmaco imunossupressor de carater anti-
proliferativo, inibidor da enzima inosina 5-monofosfato desidrogenase (IMPDH).
Apesar de ser aprovado para uso humano, apresenta como inconveniente baixa
biodisponibilidade oral justificando assim otimizacdo de sua estrutura quimica.
Outros agentes imunossupressores incluem farmacos imunomoduladores (IMiDs)
como a talidomida (TAL) e pomalidomida (POM). Estes agem inibindo a producéo
de citocinas pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). A
pomalidomida apresenta uma atividade de inibicdo do TNF-a 20.000 vezes
superior a talidomida, tornando-o assim, um interessante protétipo
imunossupressor. A fim de otimizar os efeitos farmacocinéticos e
farmacodinamicos do AM. foi proposto neste trabalho, a sintese e a avaliacdo
farmacoldgica de pro-farmacos contendo A.M e as subunidades farmacoforicas
presentes na TAL e POM essenciais para inibicdo do TNF-a. Foram sintetizados e
caracterizados por métodos analiticos doze derivados ftalimidicos e também o pro-
farmaco (éster). Os compostos foram avaliados com relacdo ao efeito citotdxico
usando macréfago murino. Utilizou-se nos ensaios o método de reducao do sal 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromidiotetrazolium) (MTT) como revelador. Para
o estudo de quantificacdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e interleucina-1
beta (IL-18) e de 6xido nitrico (NO) foram consideradas as concentracfes de
viabilidade superiores a 75%. Os compostos mais ativos identificados no ensaio
de inibicho de TNF-a foram: 2-(2-(hidroximetill)fenil)isoindolin-1,3-diona
(intermediario V ; concentracbes 125 - 50 uM ) e 4-amino-2-(4-
(hidroximetil)fenil)isoindolin-1,3-diona (intermediario X; concentracédo 12.5 pM). O
intermediario X foi o Unico da série capaz de inibir os niveis de IL-18 na
concentragdo de 50 uM. O pré-farmaco ndo apresentou citoxicidade, inibiu a
liberacdo dos mediadores pro-inflamatérios TNF-a, IL-18 € NO, nas concentragdes
testadas. As caracteristicas farmacocinéticas (ADMET) in silico das moléculas
foram obtidas para auxiliar na identificacdo das propriedades dos compostos para
posterior estudo de transplante in vivo. O conjunto de dados permite inferir que o
pré-farmaco é um composto promissor com efeitos inibitérios dos niveis de TNF-
a,IL-18 e NO, podendo contribuir com a regulacdo do sistema imune em
condi¢Oes de transplante e doencgas autoimunes.

Palavras-chaves: Imunossupressores. Acido micofendlico. Imunomoduladores.

Talidomida. Pro-farmaco.
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ABSTRACT

Mycophenolic acid (A.M.) is an immunosuppressive drug with anti-proliferative
profile, known as inhibitor of the enzyme inosine 5-monophosphate dehydrogenase
(IMPDH). Despite being approved for human use, it presents low oral bioavailability
as major inconvenient, thus justifying optimization of its chemical structure. Other
immunosuppressive agents include immunomodulatory drugs (IMiDs) such as
thalidomide (TAL) and pomalidomide (POM). These drugs inhibit the production of
proinflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor alpha (TNF-a).
Pomalidomide exhibits 20,000-fold inhibition of TNF-a activity against thalidomide,
making it an interesting immunosuppressive prototype. In order to optimize the
pharmacokinetic and pharmacodynamic effects of A.M., we have proposed in this
work the synthesis and pharmacological evaluation of A.M-reciprocal prodrugs
containing pharmacophoric subunits for TNF-a inhibition from TAL and POM.
Twelve phthalimide derivatives were synthesized and characterized by analytical
methods. Compounds were evaluated for cytotoxic effect using murine
macrophage cells stimulated with lipopolysaccharide (LPS) at concentrations
ranging from 6.25-200 uM. The method of reducing the 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)
-2,5-diphenyl bromidiotetrazolium (MTT) salt as the developer was used in the
tests. For the quantification study of the pro-inflammatory cytokines TNF-q,
interleukin 1 beta (IL-1B8) and nitric oxide, macrophage viability superior to 75%
were considered. The most active compounds identified in the TNF-a inhibition
assay were: 2- (2- (hydroxymethyl) phenyl) isoindolin-1,3-dione (intermediate V,
concentrations 12.5-50 yM) and 4-amino-2- 4- (hydroxymethyl) phenyl) isoindolin-
1,3-dione (Intermediate X, concentration 12.5 uM). The intermediate X was the
only one of the series capable of inhibiting IL-1p at the concentration of 50 uM. The
in silico pharmacokinetic profile (ADMET) of the molecules was obtained to aid in
the identification of the properties of the compounds for subsequent in vivo
transplant study. The data set allows us to infer that prodrug is an interesting
prototype with inhibitory effects on IL-1B levels, TNF-a and NO, which may
contribute to the regulation of the immune system in transplantation conditions and
autoimmune diseases.

Keywords: Immunosuppressants. Mycophenolic acid. Immunomodulators.

Thalidomide. Prodrug.
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Introducao

1. INTRODUCAO

Os farmacos imunossupressores sao um grupo estrutural e funcionalmente
heterogéneo de farmacos administrados concomitantemente em combinagéo de
regimes para tratar doencas autoimunes e prevenir a rejeicdo de O6rgaos
(CATTANEO, 2008).

Estes farmacos podem interferir diretamente na ativacdo, diferenciacdo ou
sobrevivéncia das células imunes efetoras ou indiretamente no bloqueio das
interacdes célula-célula na imunidade inata (por exemplo, macréfagos/ mondcitos,
células dendriticas e células natural killer) e nas células da imunidade adaptativa
(por exemplo, linfécitos T e B) (KOVARIK, 2013).

As terapias utilizadas em doencas auto-imunes e na rejeicdo de transplantes
incluem tratamentos que atuam em diferentes vias no sistema imune como a
sintese de citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1(3, bloqueio de moléculas co-
estimulatérias ou utilizacdo de vacinacao terapéutica com células T reguladoras.
Uma vez que varios mecanismos efetores contribuem para a imunopatogénese
das doencas auto-imunes, é provavel que a interferéncia simultanea em varios
mecanismos efetores sejam alvo eficaz no tratamento destas (FAIRWEATHER,
2007).

Os agentes imunossupressores podem ser divididos em diversas classes:
biofarmacos (anticorpos monoclonal e policlonal), corticéides, inibidores de
calcineurina e agentes anti-proliferativos (exemplo: acido micofenodlico) (BARAN,
2002).

O acido micofendlico (AM) apresenta propriedades anti-proliferativas e tem

como principal alvo a biossintese de novo das purinas. E um potente inibidor ndo
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competitivo da enzima inosina monofosfato desidrogenase (IMPDH) (ALLISON,
2000). A proliferacdo dos linfécitos B e T é inibida na presenca de &cido
micofendlico, pois nestas células durante a mitose ha4 dependéncia da enzima
IMPDH na via de novo para a biossintese de purinas (REGUEIRA et al., 2011).

Especificamente, a inibicdo da IMPDH leva a deplecdo intracelular do
nucleotideo guanosina trifosfato (GTP) (ALLISON, 2000), diminuindo a
transferéncia de sacarideo para glicoproteinas que sdo expressas em algumas
moléculas de adesdo importantes no recrutamento de mondcitos e linfocitos para
o sitio de inflamacéo e/ou rejei¢do de transplantes (HOOD, 1997).

Na clinica, o AM é utilizado principalmente na prevencdo de rejeicdo de
transplantes. Entretanto, de forma n&o recorrente, pode ser também usado no
tratamento de varias doencas auto-imunes como lupus eritematoso e Itpus nefrite
(RAHMAN, 2013).

O AM quando administrado por via oral possui limitada absorgéo. Por isso,
o pro-farmaco micofenolato de mofetila foi desenvolvido para melhorar a
biodisponibilidade oral deste farmaco. Este pré-farmaco apresentou
biodisponibilidade duas vezes superior comparada ao AM parental (NORONHA et
al.,1997). Resultados como estes demonstram que processos especiais de
modificacdo molecular, especificamente a latenciacdo de farmacos pode o
melhorar o perfil farmacocinético do AM.

Por outro lado, outros farmacos imunomoduladores (IMiDs) também podem
ser explorados na terapia de doencas autoimunes e prevencdo de rejeicao de

transplantes. Estes IMiDs podem ser divididos em primeira e segunda geracao.
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Apesar dos conhecidos efeitos teratogénicos, a talidomida (TAL) pertence a
primeira geracdo da classe dos farmacos imunomoduladores. A TAL é ainda
utilizada na clinica para tratamento do eritema nodoso leproso e mieloma multiplo.
A segunda geracdo de imidas imunomodulatérias (IMiDs) incluem farmacos como
a lenalidomida e pomalidomida, sendo que ambos apresentam maior efetividade
que a talidomida no tratamento de mieloma mdltiplo (ZUO, 2013).

Os IMiDs de primeira e segunda geracao sédo capazes de inibir a liberacao
do fator de necrose tumor alfa (TNF-a) eoutras citocinas proé-inflamatérias (IL-1p,
IL-6 e IL-12) em macrofagos induzidos por lipopolissacarideos bacterianos.
Interessantemente, alguns IMIDs, principalmente os de segunda geracdo, tém
demonstrado pronunciado efeito antitumoral (SHORTT, 2012).

A pomalidomida (POM) é um analogo da talidomida que apresenta no
carbono 3 do seu anel ftalimidico a fungdo amina primaria. E um imunomodulador
responsavel por inibir a ativacdo e expanséo das células T e células natural killer
(NK), agindo também como modulador da inducdo de citocinas pro- e anti-
inflamatéria. Foi planejada e desenvolvida para o tratamento do mieloma mdltiplo
e mielofibrose (TERPOS et al, 2013). Estudos in vitro tém demonstrado que a
POM é até 20.000 vezes mais potente do que a talidomida na diminuicdo dos
niveis de TNF-a (CHANG, 2014).

Tem sido relatado que POM realiza up-regulation para IL-2, IFN-y e
diminuicdo de IL-6. Estes efeitos contribuem para atividade anti-angiogénica e
anti-mieloma da POM. Além disso, POM é também utilizada no tratamento de
diversos tipos de cancer hematoldogico e em tumores solidos. A acado

antineoplasica se da pela inducédo de apoptose de ceélulas tumorais, evidenciada
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pelo aumento do tempo da fase G1 do ciclo celular induzido pela proteina
reguladora p21 (SANCTIS, 2010).

Neste trabalho, visou-se o acoplamento do acido micofendlico e de IMIDs
de primeira e segunda geragéao, representados pela TAL e POM, para a formagao
de um pré-farmaco do tipo reciproco, a fim de melhorar a biodisponibilidade do
acido micofendlico e garantir efeitos farmacodinamicos adicionais como a inibi¢éo
de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-1B8). Nossa hipotese, é que
diferentemente do grupo mofetila presente no farmaco micofenolato de mofetila
(que nao apresenta efeito farmacoldgico), nos derivados planejados neste projeto
o grupo ftalimida ou 3-amino-ftalimida contribuirda com o efeito imunossupressor,

potencializando a agdo do AM.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Transplante de Org&os

O transplante de 6rgdos € uma alternativa para pacientes com faléncia de
orgdos. O transplante envolve a implantacdo em um receptor, de 6rgdos ou
tecidos de um doador. Um dos riscos deste procedimento é a presenca dos alo
antigenos do doador que podem acarretar uma ativacdo do sistema imunoldgico
do receptor (ALLISON, 2016). Aloantigenos sao proteinas que quando isoladas de
um organismo de uma espécie induzem a reposta imune em outros individuos de
mesma espécie (NEWMANN, 1997).

A divergéncia de proteinas imunes entre doador e receptor resulta no processo
de rejeicéo, e leva a faléncia do 6rgéo transplantado. A rejeicdo € uma resposta
imune complexa mediada por células mononucleares, como macréfagos e células
dendriticas, linfécitos B e T e mediadores inflamatorios como a citocina IL-2
(HRICIK, 2015).

A rejeicdo em um transplante depende do reconhecimento pelo hospedeiro do
tecido enxertado como estranho. Os antigenos responsaveis por esta resposta
sdo as moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) que na
espécie humana sdo conhecidos como antigenos leucocitarios humanos (HLA)
(SOUZA, 2002).

O sistema HLA, descrito por J. Dausset em 1958, sao codificados por genes
com 4000 kb de comprimento, localizados no braco curto do cromossomo 6.
Esses genes estdo dispostos em trés regides ou classes genbmicas. A regiao
mais distante corresponde ao MHC de classe | e cujas moléculas sdo expressas
na superficie de todas as células nucleares. Os genes MHC de classe Il se
localizam na porgdo centromérica da regido do MHC e a expressdo destes
antigenos esté restrita a células apresentadoras de antigenos como macréfagos,
células dendriticas, células de Langerhans, de Kupffer e linfocitos B. A terceira
regido gendmica, localizada entre os outros dois genes, apresenta genes nao

relacionados ao MHC que codificam moléculas inflamatorias (GOLDBERG, 2014).
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O reconhecimento do aloantigeno (MHC) do doador pelas células T pode se
dar através das vias direta ou indireta (Figura 1). O aloreconhecimento direto e
indireto  representa distintos mecanismos envolvendo diferentes células
apresentadoras de antigenos, células T e determinantes antigénicos. Cada via
pode resultar na rejeicdo aguda (ADAMS, 2003).

A resposta imune adaptativa das células alogénicas inicia através do
reconhecimento destes antigenos polimoérficos por linfécitos T que ativa uma
cascata de reacfes pro-inflamatdrias que resultam na rejeicdo do 6rgao ou do
tecido transplantado (MARINO, 2016).

Apbs o transplante, as células dendriticas presentes no enxerto migram para
os o6rgaos linféides regionais do receptor.As células T virgens localizadas nestes
orgaos linfoides tornam-se ativas através do reconhecimento das moléculas de
MHC expressos nas células dendriticas do doador. Este fenbmeno é conhecido
como aloreconhecimento direto, e promove uma resposta inflamatoria que culmina
na rejeicdo celular aguda neste érgao (MARINO, 2016).

Portanto, o aloreconhecimento direto é a interacdo dos peptideos derivados de
MHC alogénicos intactos apresentados por células apresentadoras de antigeno
derivadas do doador e com o receptor de células T (TCR) de células T
provenientes do individuo receptor, resultando na geracdo de linfécitos T
citotoxicos (T CD8") e células T CD4" (JOELSON, 2014).

O alo-reconhecimento indireto ocorre quando peptideos derivados do MHC do
doador sdo degradados por mecanismos de processamento de antigenos e
apresentados por células apresentadoras de antigeno do receptor (ROGERS,
2001). A Figura 1 descreve estes mecanismos, destacando-se a interacao das
células apresentadoras de antigenos do doador com linfocitos T, através das

moléculas de MHC.
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Figura 1. Vias de aloreconhecimento (Adaptado de Joelson, 2014).

Clinicamente, as rejeicdes podem ser classificadas levando em consideracéo o
tempo de resposta pds-transplante e a caracteristica do infiltrado celular no local
da rejeicdo. O alvo da resposta imune pode ser preferencialmente o0s vasos
sanguineos e o desencadeamento desta resposta pode se dar imediatamente,
agudamente (apés dias e/ou meses) ou ainda tardiamente (BACALet al,1999). A
rejeicdo pode ser dividida em: hiperaguda, aguda e cronica.

A rejeicdo hiperaguda ocorre minutos a horas ap0s revascularizagdo do
orgdo com consequente ativacdo do complemento provocando dano endotelial e
trombose, seguido da infiltragdo de células polimorfonucleares como neutréfilo e
resultando em necrose do 6rgdo ou tecido. A principal causa é a presenca de
anticorpos citotoxicos pré-formados no receptor contra antigenos do receptor,
como anticorpos do sistema sanguineo ABO, neste caso, 0 0rgdo deve ser
retirado imediatamente (ABBAS, 2008).

A rejeicdo aguda ocorre de cinco dias a alguns meses apoés a realizacdo do

transplante e caracteriza-se por dano a microcirculacdo associada a tumefacao
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endotelial do 6rgdo ou tecido transplantado. Esta € a principal forma de rejeicéo
dos transplantes e pode ser controlada por farmacos imunossupressores. Envolve
ambas as respostas imunes mediadas por células e a reacdo humoral
(BENICHOU, 1999).

A célula T tem um papel central na rejeicdo aguda devido a interacdo com
aloantigenos, predominantemente moléculas MHC, presentes na vasculatura
endotelial e células parenquimais (Figura 2). Ambas as células TCD4+ e TCD8+
contribuem para a rejeicdo aguda. As células T CD4+ mediam a rejeicdo aguda
por secretarem citocinas e induzir a reacéo de hipersensibilidade do tipo tardia. As
células TCD8+ reconhecem e lisam células estranhas pela reacdo de
aloreatividade citotoxica (LECHLER, 2005).

A Figura 2 ilustra o processo de rejeicdo aguda, destacando as vias de

ativacdo do sistema imunolégico e as células envolvidas.

Adesdo Transmigracao

Barreira Endotelial

Transplante Aloreconhecimento Rejeicio do enxerto

Macrofégo do receptor
Apresentagio de Antigenos
—— 3 Produgio de IL-12

b —_‘—":

Celude T CD4+ ou CD8+ Morte direta do
Celuls T do receptor tecido transplantado

A ® receprer
4 N HC '“CPW . ‘—’ Secregio de Citocinas

A ‘ MHC proveniente do ptor Amplificagdo da Resposta
537" Dosdor reconhendo Celuls NK do receptor Imune
Q@} peloreceptor  TCR s
e Céluls TCDA+ . ————3p Morte mediada por IFN-y
perforina
Celuls B do receptor

Intacto do receptor TCR

= et Anti-ABO
) [ ’ Anti-HLA
Transferéncia do MHC 7~ O Anti-Endotélio

Celula T CD4+ ou CD8+

Figura 2. Mecanismo de rejeicao aguda de 6rgaos (Adaptado de NAGARKATTI,
2010).
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A rejeicao de aloenxerto ocorre atraves de trés mecanismos:

a) Durante o reconhecimento, as células apresentadores de antigenos (APCs)
do doador apresentam os antigenos as células TCD4+ ou TCD8+ do
receptor.

b) As células APCs do receptor apresentam os antigenos do doador e ativam
as células T presentes no 6rgéaos linfoides do receptor.

c) Alternativamente, as APCs do receptor podem adquirir moléculas intactas
de MHC do doador e realizar apresentacdo direta as células T do
organismo do receptor.

Apéds a apresentacao do antigeno, as células T sdo ativadas e produzem uma
grande quantidade de citocinas e quimiocinas, levando a amplificacdo da resposta
imunologica. A quimiotaxia de diferentes células imunes no 6rgdo enxertado
ocorre via transmigracao através das células endoteliais que revestem o0s vasos
sanguineos. O reconhecimento das células do enxerto pelo sistema imune do
receptor pode causar a destruicdo do tecido enxertado por morte direta, via acéo
das células NK e células TCD8+. As células Thl podem ativar a reacao de
hipersensibilidade do tipo IV e ativar macrofagos, complementando a ativagéo a
presenca de anticorpos (NAGARKATTI et al.,2010).

A rejeicdo crbnica representa a limitacdo da sobrevida do 6rgao
transplantado, pois ocorre anos apos a realizacdo do enxerto e € a principal causa
de rejeicdo tardia em transplantes. Caracteriza-se pela participacdo de linfécitos T
contra antigenos de histocompatibilidade menores presentes em células
hematopoiéticas. A reacédo imunoldgica provoca espessamento da parede interna
dos vasos sanguineos e oclusédo da luz vascular como resultado da proliferacéo
das células musculares. Este processo resulta em isquemia e faléncia do érgéo
(OTTO, 2004).

Muitos fatores podem aumentar o risco de incidéncia de rejeicdo cronica
como: incompatibilidade HLA, lesdo isquémica, o numero e severidade de
episédios de rejeicdo aguda e infeccbes. A rejeicdo crbnica ndo pode ser

prevenida com a terapia imunossupressora disponivel na clinica, portanto a
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estratégia para reduzir os riscos de desenvolver este tipo de rejeicdo € limitar o
namero de episédios de rejeicdes agudas (LIBBY, 2001).

Imunossupressores nao especificos sdo necessarios para evitar a rejeicao
em transplantes de oOrgdos. Estes farmacos podem ser classificados de acordo
com o mecanismo: 1) interrupcdo da divisdo celular de linfdcitos, 2) deplecdo de
linfécitos, 3) interferéncia na maturacdo de linfécitos, 4) interferéncia com a co-
estimulacdo de células imunes, 5) modulacdo da isquemia-reperfusdo, 6)
facilitacdo da inducao de tolerancia (DIRK, 2002).

Neste trabalho, o imunossupressor denominado &acido micofendlico foi
selecionado para posterior modificagdo molecular visando otimizar seus efeitos

terapéuticos.

2.2. Acido Micofenélico

O é&cido micofendlico (AM) (Figura 3) foi descrito pela primeira vez em 1893 por
Gozio que relatou a obtencdo de um composto fendlico isolado da cultura de
Penicillium glaucun que atuava como antibiético contra o Bacillus anthraci. Em
1913, Alsberg e Black descreveram varios compostos fendlicos encontrados na
cultura de Penicillium stoloniferum, incluindo o acido micofendlico. Entretanto, a
elucidacdo da estrutura completa do acido micofendlico foi realizada apenas em
1952 por Birkinshaw e colaboradores, e a sintese total foi reportada por Birch e
Wright em 1969 (BIRKINSHAW, 1952 E BIRCH & WRIGHT, 1969).

O AM foi reportado com propriedades antiviral, anti-fiUngico, anti-bacteriano, e
antipsoriase. Comecaram a ser utilizados o0s seus ésteres como
imunossupressores em pacientes que transplantes de 6érgdos como o coracao, 0s
rins e o figado e comercializado com o nome comercial de CellCept®
(micofenolato de mofetila) pela Roche e Myfortic® pela Novartis (micofenolato de
s6dio). (REGUEIRA et |.; 2011).

10
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O acido micofendlico apresenta a formula molecular C17H2006 € possui 0 nome
quimico:(E)-6-(4-hidréxi-6-metoxi-7-metil-3-oxo-5-ftalanil)4-metil-4-acido hexendico
(Figura 3).

Figura 3: Estrutura quimica do acido micofendlico (AM).

A estrutura quimica do AM inclui um anel benzeno hexassubstituido fundido
com um grupo funcional lactdénico. Outros grupos funcionais presentes na
molécula sdo: hidréxi, metoxil, metil e uma cadeia lateral alquil com seis carbonos,
uma ligacdo dupla em isomeria E e um grupamento carboxilico livre
(CHOLEWINSKI, 2010).

O acido micofendlico é pouco absorvido quando administrado por via oral e
para melhorar esta biodisponibilidade, foi desenvolvido o pré-farmaco micofenolato
de mofetila (NORONHA, 1997).

O micofenolato de mofetila (MMF), também denominado éster 2-
morfolinoetil do acido micofendlico, apresenta biodisponibilidade oral de 94,1% em
voluntarios sadios. Depois de absorvido, o MMF é rapidamente convertido por
esterases no plasma, figado e rins em acido micofendlico. O AM é inativado no
figado via efeito de primeira passagem, sofrendo glucuronizagdo. Uma parte
significativa do glucuroneto fendlico resultante é secretada na bile e reciclado para
o figado através da recirculagao entero-hepatica. O micofenolato glucuronizado é
incapaz de penetrar a parede celular e é, portanto inativa; porém pode ser
convertida em AM pela enzimaB-glucoronidase. Esta enzima é encontrada em
altos niveis na epiderme e no trato gastrointestinal (ZWERNER; FIORENTINO,
2007).

11
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Figura 4: Bioativagao do micofenolato de mofetila

O MMF apresenta-se como uma alternativa a outros imunossupressores
pela sua reduzida toxicidade. Apresenta como efeitos colaterais: problemas
gastrintestinais e hematoldgicos que normalmente desaparecem com a reducao
da dose, sendo portanto, totalmente reversiveis (KIM, 2012).

O MMF foi aprovado pelo FDA como profilatico de rejeicdo de o6rgaos
depois de um transplante renal em 1995. A posologia recomendada para esta
indicacéo € de 1g duas vezes ao dia. Em transplantes cardiacos previne a rejei¢ao
com uma posologia de 1,5 g duas vezes ao dia por via oral, em combinagdo com

outros imunossupressores como a ciclosporina e corticdides. Em 2000, o

12
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micofenolato de mofetila foi aprovado para profilaxia de rejeicdo aguda apds o
transplante de hepatico, a dose recomendada neste caso é de 1 g duas vezes ao
dia intravenoso ou 1,5 g duas vezes ao dia via oral (VILLARROEL, 2009).

As outras indicagfes do MMF sao para o transplante de pulmao, pancreas e
no tratamentode doencas autoimunes como ldpus eritematoso sistémico,
glomérulonefrites e em doencas dermatologicos como psoriase (JONES, 1975).

O AM exerce o seu efeito imunossupressor através da inibicdo da sintese
de novo de purinas, o que provoca a inducdo da apoptose da linhagem celular de
linfocitos T. Na presenca do AM ocorre acumulo das células T na fase S da divisdo
celular, tornando esta linhagem celular susceptivel a apoptose (ALLISON, 2000).
No trabalho de Allison e colaboradores de 1977 foi demonstrado que os linfocitos
sdo dependentes da via da biossintese de novo de nucleotideos (ALISSON,1977).

O mecanismo de acdo do AM é baseado na inibicdo especifica nao
competitiva da enzima inosina 5-monofosfato desidrogenase (IMPDH). Esta
enzima estd envolvida na biossintese de nucleotideos para a proliferacéo,
diferenciacdo e morte celular. Em geral, existem duas vias de biossintese de
nucleotideos - a via de novo (quando o anel purina ou pirimidina serdo
sintetizados) e a via de salvamento (quando as nucleo-bases séo recicladas). A
atuacdo sobre a biossintese de novo bloqueia a producdo de precursores da
sintese de RNA e DNA. Esta reacdo € dependente de NAD+ e envolve a
conversdo de inosina-5 monofosfato (IMP) a xantina-5-monofosfato (XPM)
(CHOLEWINSKI, 2010).

A IMPDH catalisa a etapa limitante da conversédo deinosina monofosfato

(IMP) a guanosina monofosfato (GMP) na biossintese de novo de purinas. A

13
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IMPDH liga o cofator NAD+ no sitio ativo da IMP, que atua como aceptor de
hidrogénio e a partir de IMP se forma a xantina monofosfato (XMP) e
subsequentemente converte GMP em guanosina trifosfato (GTP) e
deoxiguanosina trifosfato (dGTP) (Figura 4). A IMP pode catalisar a conversao de
GMP ou adenosina monofosfato (AMP) e a regulacdo desta sintese depende do
balanco da producdo dos nucleotideos adenosina e guanosina (SINTCHAK,

2000).

14
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Figura 5. Via de biossintese de purinas (Adaptado de SINTCHAK, 2000).
A inibicdo da IMPDH depleta os estoques dos nucleotideos guanosina, e

isto resulta no excesso relativo dos nucleotideos adenosina difosfato (ADP) e AMP
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suprimindo a sintese de DNAatravés da deplecdo da dGTP, que é a Ultima etapa
antes da producdo de DNA (ALMQUIST, 1998).

Os tipos celulares em que predominam a via de novo da biossintese de
purina sao significativamente mais afetados pela acdo do AM. Por isso, ocorre
inibicdoda proliferagédo de linfocitos T e B, inibindo a formag&o de anticorpos e a
geracdo de células T citotoxicas (SOLLINGER, 1995).

A enzima IMPDH foi descrita em procariontes e eucariontes e apresenta
36% de homologia entre a enzima de E.coli e as proteinas humanas. Muitas
espécies tém dois genes para a enzima, tipo | e tipo Il. Em humanos cada gene
codifica uma proteina com 514 aminoacidos e elevada homologia entre as
isoformas, 84% de identidade entre as sequéncias de amino&cidos. A enzima ativa
é formada por um tetrdmero constituido por subunidades idénticas com 55kDa de
peso molecular (CARR, 1993).

Varias estruturas cataliticas proporcionam uma base para modelos de
relacdo estrutura-atividade das isoenzimas IMDPH | e II. Cada mondmero consiste
de dois dominios estruturalmente semelhantes, um dominio catalitico central e um
subdominio.O dominio catalitico constituido de aproxidamente de 400
aminoacidos em uma dobra de oito filamentos em ap-barril. Uma fenda no batrril,
proxima da interface entre os dois monémeros forma o sitio ativo, locais de ligacao
do IMP e do NAD+. O subdominio da enzima constitui cerca de 120 residuos de
aminoacidos (GELDER, 2015).

O AM atua sobre as duas isoformas da enzima: IMPDH | (expressa em
células normais) e IMPDH Il (presente em altos niveis em células neoplasicas). A

IMPDH | é constitutivamente expressa e grande parte da isoforma é encontrada
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em linfécitos normais, por outro lado a IMDPH Il é uma isoforma induzivel e esta
ligada a diferenciacdo e transformacéo de células neoplasicas. A IMPDH Il é o tipo
mais abundante em linfocitos ativos e € cinco vezes mais susceptivel ao AM do
que a isoforma IMPDH | (FRYMOYER, 2012).

As duas isoenzimas da IMDPH apresentam mecanismos cataliticos comuns
e atividades indistinguiveis. A atividade catalitica envolve a reacdo de
desidrogenase e uma reacao de hidrélise que sdo acompanhadas com mudanca
de conformacédo. IMPDH se liga a IMP no seu sitio ativo e a reagéo é iniciada por
um ataque nucleofilico de uma cisteina na posicao Cys 331 na posi¢cdo C2 da IMP
para formar um intermediario (VILLAROEL, 2009).

2.3. Talidomida e as imidas imunomoduladoras (IMiDs)

Em 1956, a talidomida (TAL) (Figura 5) foi comercializada como
Conteragan® pela empresa alema Chemie-Grunenthal como sedativo nao
barbittrico. Além do efeito hipnético, a talidomida apresentou efeito anti-
emeético, e foi usado para tratamento de enjéos matinais em gravidas.

(VARGESSSON, 2013).

NH

Ftalimida (o) (o) Glutarimida

Figura 6. Estrutura quimica da talidomida, destacando as subunidades ftalimidicas e

glutarimidicas.

Porém em 1961 associou-se o0 uso da talidomida ao nascimento de

criancas com severos defeitos congénitos devido ao uso do farmaco durante o
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primeiro trimestre de gestacao.Aproxidamente 10.000 criangas nasceram com
malformacgcbes dos membros superiores (focomelia) e outras deficiéncias, nesta
época (LENZ, 1962).

Os principais defeitos congénitos em fetos associados a uso de talidomida
durante a gravidez, foram: focomelia (auséncia ou hipoplasia dos membros
superiores), auséncia de membros, defeitos no fémur e tibia, assim como
malformacdes no coracdo. Anormalidades do trato intestinal, urinario e defeitos em
outros 6rgédos internos também foram relatados (MCBRIDE, 1961).

Devido a este incidente o farmaco foi abolido mercado farmacéutico
mundial, porém na década de 90 descobriu—se os seus efeitos imunomoduladores
(DIGGLE, 2001). A partir deste momento o interesse para talidomida foi revisto,
demonstrou-se sua efetividade em diversas doencas como eritema nodoso
leproso e mieloma multiplo (CALABRESE, 2000).

A talidomida € um derivado do &cido glutdmico e em sua estrutura
apresenta dois anéis: anel ftalimidico e um anel glutarimidico com um carbono
assimétrico. A molécula da talidomida apresenta atividade opticamente ativa e
duas formas isoméricas S e R, sendo que clinicamente é utilizada a mistura
racémica. Ha evidéncias que a talidomida em humanos interconverte-se entre
suas formas isomeéricas em condigdes fisiologicas (TIAN, 2012).

As propriedades quimicas da talidomida s&o: insolubilidade em éter e
benzeno, ligeiramente soluvel em agua, metanol, etanol, acetona e acido aceético
glacial, totalmente soluvel em dioxano, dimetil formamida, piridina e cloroformio.As
ligagcbes amidas da estrutura sdo susceptiveis a clivagem hidrolitica in vitro e in

vivo em pH maior do que 6,5 (TSENG et al, 1996).
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Estudos de relagdo entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica
demonstraram que a presenca do nucleo ftalimidico é essencial para atividade
farmacoldgica na inibicdo da citocina TNF-a. As fungbes anti-inflamatorias e anti-
angiogénicas da talidomida séo, portanto, controladas pela transcricdo do NF-kB e
liberacdo de TNF-a. A talidomida diminui a produgcdo de TNF-a em macrofagos e
mondcitos por inibir a producdo de RNA mensageiro responsavel pela traducao do
TNF-a (MATTHEWS, 2003). Estudos de relacdo estrutura-atividade mostram
ainda a irrelevancia do nucleo glutarimidico, detentor do centro assimétrico na
molécula da talidomida sobre a a¢do imunomoduladora (JOGLEKAR, 2004).

A talidomida e seus analogos sdo conhecidos como imidas
imunomoduladores (IMiDs), devido aos diferentes efeitos nas células imunes
(LINDNER, 2016).

A talidomida pertence a primeira geracéo da classe de IMiDs, enquanto que
a segunda geracédo de IMiDs inclui a lenalidomida e a pomalidomida, sendo que

ambos demonstram maior poténcia anti-mieloma mudltiplo, anti-inflamatério e

atividade imunomodulatéria do que a talidomida (ZHU, 2013).

o) 0 (0] o)
NH NH
N 0 N o
NH, ° NH,

Pomalidomida Lenalidomida

Figura 7: Estruturas quimicas das IMIDs ( pomalidomida e lenalidomida)
Os derivados mais potentes da talidomida, a lenalidomida e a pomalidomida
(Figura 7) foram sintetizados pela adicdo de um grupamento amino na posi¢cao 3

do anel ftalimidico e a remog¢&o de um grupo carbonilico na lenalidomida. Estas
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modificacdes resultaram no aumento da inibicdo de citocinas e na atividade anti-
mieloma da lenalidomida e da pomalidomida, que foram aprovados para o
tratamento de mieloma mdltiplo (SCHEY et al, 2004).

Os IMiDs apresentam acao através de multiplos mecanismos, influenciando
a angiogénese e a producdo de citocinas, assim como os efeitos de co-
estimulacdo nas células T e o efeito citotoxico direto (SCHAFER et al, 2003).

Estes farmacos apresentam inimeras propriedades pleiotropicas (Figura 6)
incluindo a imunomodulacéo, atividade anti-angiogénica, atividade anti-inflamatéria

e efeitos anti-proliferativos (QUACH et al, 2009).

Teratogenicidade IMiDs
/ ‘\ R 0
Angiogénese 2-{“\ CélulaT
L2 4 LS
Inibigio de IFM-y 4 -
Crescimento =
TNF-a ¥ e ) Calula NK
IL-6 ¥ -
Macréfagos
\ - Citotoxicidade
—
'. v< J’: —
@ @
o LY
MIeIu:-maMuItIpdl:- mielodpsia
S
'\,I/:;‘}/j
Linfoma de
célula B

R = NH, (pomalidomida); R = H (talidomida)

Figura 8. Efeitos pleiotropicos das IMiDs (Adaptado de Linder de 2016).
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As propriedades anti-inflamatorias incluem a inibicho da proteina-a
inflamatéria de macrofagos e diminuicdo da producdo de TNF-a a partir de
mondcitos estimulados por LPS. Comparados com a talidomida, a inibicdo de
TNFa foi 2000 vezes mais potente com lenalidomida e 20000 vezes mais potente
com pomalidomida (MULLER et al, 1999).

Estudos in vivo mostraram que os IMiDs aumentam a atividade do sistema
imune adaptativo, além da ativacdo do sistema imune inato através da co-
estimulacdo de células T e aumento de células NK (Natural Killer) (DAVIES et al,
2001).

Os efeitos anti-angiogénicos sdo mediados pelos seus metabdlitos
hidroxilados, cuja formacédo é especifica em humanos, cujo o mecanismo de agéo
neste caso ocorre através da inibicdo da acdo de fatores quimiotaticos envolvidos
na migracao de células endoteliais incluindo TNF-a, VEGF e BFGF (DREDGE et

al,2002).

2.4. Pro-farmacos

Pré-farmacos sao farmacos inativos, quimicamente modificados e, na maior
parte das vezes, ligados covalentemente a um transportador através de uma
ligacdo labil. Esta ligacdo pode ser quebrada por um processo enzimatico ou nao
enzimatico no organismo, liberando assim o farmaco que vai desempenhar o
efeito terapéutico desejado. Quando ha transportador, este deve possuir algumas
caracteristicas que incluem: a) grupos quimicos que permitam a interacdo com o
farmaco; b) auséncia de efeitos toxicos; c) atividade farmacologica (ex. pro-

farmacos reciprocos) ou néao (ex. pro-farmacos classicos); d) deve ser excretado
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do organismo sem causar nenhum dano ou efeito colateral (KARPAGAVALLI,
2016). O processo de obtencdo dos pré-farmacos € chamado de latenciagéo
(WERMUTH, 2006).

Estima-se que aproximadamente 10% dos farmacos que sdo comercializados
no mundo podem ser classificados como pré-farmacos. Em 2008, um em cada
trés de todas as moléculas de pequena massa molecular aprovadas no
mundoforam pro-farmacos (HUTTUNEN, 2011).

O pro-farmaco pode ser utilizado para melhorar as propriedades
farmacocinéticas como: absorgao, distribuicdo, metabolizacdo e excre¢do (ADME)
(MILES, 2009). Esta estratégia pode ser usada para aumentar a seletividade do
farmaco no seu local de acdo. Além de melhorar a eficacia do farmaco pode
diminuir o risco de toxicidade sistémico (RAUTIO, 2008).

Durante o planejamento do pro-farmaco as propriedades fisico-quimicas do
farmaco matriz podem ser modificadas. Um exemplo é a solubilidade em &agua,
que pode ser aumentada ou diminuida. Por exemplo, a baixa solubilidade é uma
limitacdo ao uso terapéutico de numerosos farmacos uma vez que para O
processo de absorcéo a etapa de solubilizacdo nos fluidos aquosos € essencial.
Por outro lado, aumentar a lipofilicidade de farmacos sollveis em agua, pode
aumentar a permeabilidade destes através do processo de difusdo passiva entre
as membranas (DAHAN, 2014). Alternativas para modificar a solubilidade através
da estratégia de obtencdo de pro-farmacos € amplamente descrito na literatura
(FASINU, 2011; JORNADA et al.,, 2015). Na terapéutica o metabolismo pré-
sistémico no trato gastrintestinal e no figado pode reduzir consideravelmente a

guantidade de farmaco ativo presente na circulacdo sanguinea e que atinge o alvo
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de acdo. A estrutura do pro-farmaco pode proteger o farmaco deste rapido
metabolismo, utilizando-se um transportador que se liga a estrutura do farmaco,
mas que seja metabolicamente labil (PERSSON et al., 1995)

Os pré-farmacos podem ser sintetizados também com propoésito de facilitar o
transporte seletivo de farmacos para diferentes sistemas no organismo. Um
exemplo, é o sistema nervoso central, que por conta da barreira hematoencefalica
pode ser pouco alcancado por farmacos com carater mais hidrossoluvel. Trés
estratégias basicas podem ser utilizadas para facilitar o transporte de farmacos
para o sistema nervoso central: 1) aumento do transporte passivo mascarando
grupos polares, 2) diminui¢do do efluxo de farmacos do cérebro para o sangue, 3)
uso de transportadores que facilitama movimentacdo das moléculas através
barreira hematoencefélica, permitindo atingir o SNC (PARDRIDGE, 2007).

As principais vantagens da sintese de pré-farmacos séo: a reducao dos efeitos
adversos do farmaco padrdo, o farmaco pode ser direcionado para o sitio
especifico, efeitos sinérgicos podem ser obtidos sem a presenca de efeitos
colaterais, adicdo de atividade farmacol6gica além da acdo do farmaco padréo.
Entretanto, as principais limitacbes para o desenvolvimento dos pro-farmacos
podem estar ligados a producdo de metabdlito téxico durante a biotransformacao
(NASA, 2014).

Os pro-farmacos podem ser classificados em: pro-farmacos classicos,
bioprecursores, pro-farmacos reciprocos ou mutuos, farmacos dirigidos e mistos
(PARISE-FILHO, 2010).

Pro-farmacos classicos: sdo obtidos a partir da ligacdo quimica de do

farmaco e um grupo transportador através de uma ligacdo quimica hidrolisavel.
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Este pro-farmaco melhora as propriedades fisico-quimicas e consequentemente a
eficAcia terapéutica do farmaco padrdo, com reducdo da toxicidade, acéo
prolongada e aumento na biodisponibilidade. Normalmente estes pré-farmacos
sdo inativos e necessitam sofrer uma hidrélise quimica ou enzimatica, para assim
liberar o fragmento ativo (BEAUMONT, et al, 2003).

A aspirina apresentacdo uma de suas indicagbes como anti-inflamatério
exemplifica um pré-farmaco classico que sofre a acdo das hidrolases para libera o
acido salicilico e o acetato. O ion acetato causa inibicdo irreversivel da
ciclooxigenase (COX) por uma ligagdo ao residuo de serina no sitio ativo da
enzima COX e resultando na supressao de prostaglandinas como demonstrado na
Figura 9, a inibicdo das prostaglandinas podem resultar em Ulceras gastricas,

insuficiéncia renal e inibicdo da agregacéao plaquetaria (PEESA et al., 2016).

o]
o Esterase Q
T » OH )J\
OH 0

acido acetilsalicilico 4cido salicilico ion acetato

OH

Figura 9: Bioativacédo do &cido acetilsalicilico

Bioprecursores: sao formas latentes que requerem biotransformacao,
geralmente por mecanismos de oxi-reducao, para liberar o composto ativo. Neste
tipo de pro-farmaco ndo ha transportadores (ETTMAYER et al., 2004).

O sulindaco € um anti-inflamatério nao esteroidal (AINE) e tem como
caracteristica ser um pré-farmaco bioprecusor. Na Figura 10 observa-se o

metabolismo sofrido pelo sulindaco por enzimas hepaticas em um metabdlito

sulfénico e um sulfeto através de uma reagdo de reducao (DAVIES, 1996).
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Figura 10: metabolismo do sulindaco

O sulindaco é considerado menos irritante para a mucosa gastrica do que 0s
outros anti-inflamatérios ndo esteroidais. O pré-farmaco pode reduzir o risco de
danos intestinais comparados uso convencional de farmacos

Pro-Farmacos reciprocos ou mutuos: derivados a partir da associacao
guimica entre dois farmacos, um farmaco atua no transporte do outro, melhorando
assim o efeito de ambos. Resultando em um efeito sinérgico de ambos os
farmacos (CHUNG, 2005).

A sulfassalazina (Figura 11) é um exemplo de pré-farmaco matuo, em que

ha a ligacéo entre o 5-acido aminosalicilico (5-ASA) e a sulfapiridina, indicado para

o tratamento de colite ulcerativa (SHARMA et al, 2004).
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Figura 11: Reacéo de reducao da sulfassalazina

A 5-ASA e a sulfapiridina estdo ligadas através de uma ligacdo azo, que é
reduzida por enzimas azorredutases secretadas pela microflora intestinal. O
fragmento 5-ASA tem acgdo anti-inflamatéria no célon. A vantagem dessa
abordagem é que a clivagem da ligacdo azo e a geracdo de 5-ASA antes da
absorcdo impede sua absorcao sistémica e ajuda a concentrar-se no sitio ativo. A
sulfapiridina foi selecionada como transportador neste pro-farmaco, devido a sua
atividade antibacteriana (BHOSLE, 2006).

Farmacos dirigidos: os transportes apresentam a capacidade de transportar
seletivamente os farmacos do local de administracdo até o sitio de acao. Neste
tipo de farmaco devido a especificidade de receptores as reacdes adversas sao
reduzidas, ocorrendo a reducao da toxicidade do farmaco (CHUNG, 1999).

O aciclovir € um exemplo de pro-farmaco desta classe, o aciclovir é convertido
em seu éster monofosfato pela enzima timidina quinase que é codificada pelo
herpesvirus. Apés as enzimas celulares do hospedeiro catalisam a conversdo de
monofosfato em trifosfato, farmacologicamente ativo. Esta conversdo em éster

trifosfato € significativamente maior em células infectadas, esta ativacdo especifica
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do aciclovir o torna um farmaco com elevada eficacia terapéutica e baixa

toxicidade contra células néo infectadas (KEARNEY, 1996).
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Figura 12:Bioconversao do aciclovir em éster trifosfato, farmacologicamente ativo.

Pro-farmacos mistos: Esta classificacdo se refere a pro-farmacos que contém
como subunidade o farmaco e um transportador, apés a reacdo de quebra da
ligacdo, o farmaco encontra-se inativo. Havendo necessidade de outra reacdo

para a ativacao do farmaco (CHUNG, 2005).
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Nesta pesquisa, esta estratégia de modificagdo molecular foi utilizada
visando modular inconvenientes farmacocinéticos do farmaco matriz — &cido
micofendlico. Especificamente, essa estratégia se justifica devido ao sucesso na

obtencgé&o do pro-farmacos micofenolato de mofetila, disponivel na terapia.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral

Este trabalho visa a sintese e avaliacdo farmacolégica de novos compostos
imunossupressores que possam ser Uteis como imunossupressores.

Objetivos especificos

1. Sintese e caracterizacdo de ftalimidas derivadas da talidomida e
pomalidomida.

2. Sintese, caracterizacao e avaliacdo farmacologica do pré-farmaco de
acido micofendlico.

3. Avaliacao in silico das propriedades farmacocinéticas dos derivados
ftalimidicos e pro-farmaco.

4. Determinacdo da citotoxicidade dos derivados ftalimidicos
sintetizados usando macréfagos murinos.

5. Avaliacdo da capacidade dos compostos em inibir as citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-1B8) e O6xido nitrico (NO)produzidos por

macrofagos murinos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Reagentes e solventes
= 3-(aminofenil)metanol (Sigma Aldrich);
* 4-(aminofenil)metanol (Sigma Aldrich);
= 2-(2-hidroxietil)-1H-isoindol-1,3(2H)-diona (Sigma Aldrich);
= N-2-hidroxietil-ftalimida (Sigma Aldrich);
» 2-(4-aminofenil)etanol (Sigma Aldrich);
= acetato de etila P.A (Synth);
= 4cido acético glacial P.A. (Merck);
= 4cido cloridrico P.A. (Merck) ;
= 4cido nitrico P.A. (Merck) ;
= anidrido acético P.A. (Across);
= anidrido ftalico (J.T. Baker);
= cloreto de potassio (Synth);
= diclorometano P.A. (Synth);
= formaldeido P.A. (Merck);
» fosfato de potassio (Synth);
= hidréxido de sodio (Vetec);
= piridina (Sigma Aldrich);

= uréia (Merck);
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4.2.

Equipamentos

= Espectrometro Bruker, modelo DRX-300 (300MHz);

= Espectrofotometro Shimadzu de leitura na regidao do infravermelho

FTIR-8300;

= Espectrofotometro UV/Vis Shimadzu;

= Aparelho de ponto de fusédo capilar modelo SMP3 da Bibby Stuart

Scientific;

= Cromatégrafo preparativo Isolera™ Spektra System, 1 canal,

detector UV-Vis (200-800 nm).

= Leitor de microplacas Labsystem Multiskan Ascent

= Lavadora de microplacas Biotek ELX 50

= Microscépio Nikon Eclipse E100

= Camara de Neubauer

= Capela de Fluxo Laminar Veco

= Centrifuga Universal32R.

= Kits de Elisa BD Biosciences: TNF-a e IL-13

4.3.

Animais

Foram utilizados camundongos machos da espécie Mus musculus e
linhagem Swiss (25-30g), com 6-8 semanas de idade provenientes do
Centro Multidisciplinar para Investigacéo Biolégica na Area da Ciéncia
em Animais de Laboratério — CEMIB/UNICAMP. Os animais foram
transferidos e mantidos no biotério do Laboratério de Imunologia Clinica
do Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas - FCFar UNESP em condicbes controladas de
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temperatura, umidade e luz (escuro/luz 12/12h) e com racao
balanceada e agua ad libitum. Todos os animais usados neste trabalho
foram manipulados de acordo com a normas estabelecidas pela
Comissio de Etica Internacional para manuseio de animais em modelos
de experimentacdo. A execugcdo dos experimentos foi aprovada pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas sob o protocolo CEUA/FCF/CAr. 08/2017

(ANEXO ).

4.4, METODOS
4.4.1. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

A identificacdo do protétipo é a etapa-chave para a descoberta da
arquitetura molecular adequada para acdo dos candidatos a farmacos. Entretanto,
para assegurar o perfil farmacodindmico, e principalmente farmacocinético
adequado para um farmaco a otimizacdo é ferramenta imprescindivel para
obtencdo de compostos mais ativos e com maior seguranc¢a para utilizacdo em
humanos.

Nesta pesquisa, o planejamento estrutural foi realizado em duas etapas.
Inicialmente foram sintetizados 12 derivados da talidomida ou pomalidomida
(Figura 7). Para ambos os farmacos, os efeitos imuno-moduladores sé&o
decorrentes em parte da inibicdo da expressdo do RNAm de TNF-a (RIBEIRO et
al., 2000). Estudos de relacdo entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica
demonstraram que a subunidade ftalimidica (Figura 7) € o grupo farmacoforico

primério para modulagéo da biossintese de TNF-a (LIMA et al., 2001).

32



Material e Métodos

Intermediarios | a Xl

[o] R o HO7 R o oH R o

B — {5 )
OH \ / oH

° o (o)

° meta

R=H; NH, ou NO.
orto ¢, NH, OU NO, R=H; NH, OU NO, para 2 2
0 | OH
o OH
/ OH + N
o
° o
OCH, NO,

Intermediario VII
CH;3
Acido Micofendlico

©) Lo
Latenciacao

o OH 0
= (o]
N

OCH; 6

CH;
O,N

Pro-Farmaco

Figura 13: Planejamento estrutural da sintese do pro-farmaco a partir dos intermediarios
ftalimidicos e do acido micofendlico.

Ja o grupo glutarimidico ndo contribui para o efeito de reducdo dos niveis
de TNF-a. Além disso, esta subunidade contém o centro estereogénico, e sua
eliminacdo pode diminuir os efeitos teratogénicos causados pela TAL e POM. Para
a talidomida, sabe-se por exemplo, que a atividade teratogénica é dada pelo
enantibmero S. Estudos recentes, tem demonstrado que o mecanismo molecular
do efeito teratogénico esta diretamente relacionado a subunidade glutarimidica,

apos esta se ligar e inibir o cereblon (CRBN). O CRBN é uma proteina humana
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Cujo gene se encontra no cromossomo 3, e que forma com E3 ubiquitina ligase um
complexo que danifica a proteina-1 de ligagdo do DNA (DDB-1), culina-4A
(CUL4A) e reguladores de culina-l (ROC1) levando a alteracbes no
desenvolvimento embrionario (ANGERS et al., 2006). A ligagdo da subunidade
glutarimidica ao CRBN promove o recrutamento dos fatores de transcricdo lkaros
(IKZF1) e Ajolos (IKZF3) ao complexo E3, levando entdo a ubiquitinacdo e
degradacdo de proteinas e substratos (CHAMBERLAIN et al., 2014; LIU et al.,
2015). Dessa forma, no planejamento dos novos derivados ftalimidicos procurou-
se eliminar o centro assimétrico a fim de evitar problemas relativos a

teratogenicidade.
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Figura 14. Planejamento dos derivados ftalimidicos (intermediarios | — XIlI) a partir

da estruturas dos IMiDs talidomida (1) e pomalidomida (2).

Apos sintese dos derivados ftalimidicos, realizou-se uma série de ensaios
de farmacoldgicos com objetivo de identificar os derivadosmais potente na inibicéo
das citocinas TNF-a e IL-1B, que foi utilizado na segunda etapa do planejamento

estrutural.

Para a segunda etapa, utilizando a estratégia especial de modificacdo
denominada latenciacdo, foi planejada uma nova série de estruturas quimicas

planejadas como pro-farmacos e contendo as subunidades farmacoforicas: a) do
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farmaco parental acido micofenélico (AM); b) subunidade ftalimidica previamente
identificada como a mais ativa ha modulacdo dos niveis de TNF-a e IL-1B(Figura
8).

O &cido micofendlico (A) é um composto com baixa biodisponibilidade apés
administracéo oral e a presenca da funcdo acido carboxilico livre é passivel de
sofrer reacdes de metabolizacdo (Fase 2) no organismo. A subunidade ftalimidica
do intermediario VIl € um modulador dos niveis das citocinas e dooxido nitrico
(NO). Esta subunidade contribuirdA com aumento da lipofilicidade, podendo
aumentar assim a biodisponibilidade oral. A presenca de uma funcéo éster na
nova molécula(pré-farmaco) promove mascaramento da fungéo acido carboxilico
impedindo reac¢des de conjugacao metabdlica (metabolismo fase 2).

A inibicdo da enzima inosina monofosfato desidrogenase (IMPDH)
associada a capacidade de inibicdo de TNF-ae IL-18 representa uma nova

abordagem para agao imunossupressora

4.4.2. Metodologia sintética

Para obtencdo dos compostos planejados realizou-se duas etapas
sintéticas principais, a saber: a) preparacdo dos derivados ftalimidicos
devidamente funcionalizados; b) condensacdo do derivado ftalimidico mais ativo
com &cido micofendlico a fim de se obter o pré-farmaco desejado.

Na primeira etapa realizou-se a condensagdo doanidrido ftalico com
derivados aminados devidamente funcionalizados (descritos no planejamento
estrutural) para obtencao das ftalimidas desejadas (Figura 9 e 10). As reagdes de
condensacdo para obtencdo dos derivados ftalimidicos sdo bem descritas e

fornecem os produtos em altos rendimentos com formag¢do minima de impureza
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(YAMASAKI et al., 2016; SANTOS et al., 2011; SANTOS et al, 2012; MACHADO

et al., 2005; LIMA et al., 2002).

(6] O
b) OH d) OH
No2 NO, © NH, ©
) intermediario VI intermediario XIII
a
OH 2 OH
N d) %
\ N—\ 7/
NH, ©
meta (intermediario V), . o
% para (intermediario Vi) meta (intermediario X),
para (intermediario Xl)

(@] (6]
: -
—_—
NO, O o NH, ©O
intermediario IX intermediario XlI

a) ureia, 140°C, 20 min; b) formaldeido, agua, refluxo, 2h; c) arilaminas funcionalizadas, piridina, refluxo, 3-6hs.
d) NH,CI, Fe®, etanol, t.a.. 2-6h;

Figura 15. Rota sintética para obtencédo dos derivados nitro-ftalimidicos e amino-

ftalimidicos funcionalizados.

Utilizando o mesmo esquema reacional, 3-nitro-ftalimidas foram reagidas
com arilaminas funcionalizadas para obtencdo dos derivados 3-nitro-ftalimidicos
(intermediarios VI-IX). A partir desses derivados foi realizada a redugdo do
grupamento nitro usando ferro e cloreto de aménio em meio etandlico para
obtencdo dos respectivos derivados aminados em bons rendimentos reacionais

(KLAUSEN et al., 1995; HOFFSTETTER et al., 2006).
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A segunda etapa reacional envolveu a condensacéo do derivado ftalimidico
com acido micofendlico (AM) a fim de se obter o pro-farmaco desejado. Para tal,
reagiu o AM com o intermediario VIl em meio de acetonitrila, usando como agente

acoplante (carbonildiimide) (CDI) (Figura 11).

Pré-Fiarmaco

Figura 16. Rota sintética para obtencao do pré-farmaco derivado do acido micofendlico.

4.4.3. Procedimentos Experimentais

4.4.3.1. Sintese da 1,3-isoindolinodiona (adaptado de FURNISS et

al., 1991)
@)
HQNJJ\NHZ
0 o)
140°C, 20 min
B NH
O o)

) ©)

Em um balédo de fundo redondo adicionou-se 2,59 (16,67 mmol) de anidrido
ftalico (4) e 0,5g (8,3 mmol) de uréia. Essa mistura foi aquecida ate 140°C,
temperatura essa em que ha fusdo dos compostos. A reacdo foi mantida por 20
minutos até observacdo de um precipitado branco. Para o isolamento, a mistura

reacional foi resfriada e foi adicionada agua gelada e filtrado. O sdélido de cor
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branca obtido foi lavado com cerca de 300 mL de agua, filtrado e seco a presséo
reduzida. Este sdlido, foi ainda recristalizado em uma mistura hidrolacodlica 1:1
para fornecerlg (82%) da ftalimida (5) como cristais de cor branca e faixa de fuséo
232°-234° C (CgHsNO,; PM = 147).

4.43.2. Sintese da 2-(hidroximetil)-1H-isoindol-1,3(2H)-diona
(adaptado de MANO & SEABRA, 2002).

hi§
H H
P 0]
agua, refluxo OH
NH o NJ
© 0]
(5) intermediario |

Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado 12,5 g de ftalimida (5) (0,85
mmol), 8,1 g de formaldeido (0,1 mol; 7,35 mL de solucéo de aldeido férmico 37%,
d = 1,10 g/mL) e 45 mL de &gua destilada. A mistura foi aquecida em refluxo até
obtencdo de uma solucado limpida. Apdés 1 hora, realizou-se filtracdo a quente e
deixou-se resfriar lentamente para obtencao de cristais. Estes foram coletados por
filtracdo, lavados com &gua geladae secos sob pressao reduzida para obter 14g
(93%) de um cristal branco com faixa de fusdo 141°-143°C (CgH;NOs3; PM =
177,16).
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4.4.3.3. Procedimento sintético geral para obtencdo dos derivados

ftalimidicos e nitro-ftalimidicos substituidos.

0
n=1,2 OH
0] n
—_— N
O n=1,2
R . ! Y
R=H,N
2 R =H, NO, (orto, meta e para)

intermediario Il - IX

Em um balédo de fundo redondo acoplado a sistema de refluxo foi adicionado
0,148g (1 mmol) do anidrido ftalico (ou 3-nitro-ftalico), 1 mmol da respectiva amina
funcionalizada e 10 mL de piridina anidra. A mistura reacional foi aquecida a
130°C por tempos que variaram entre 3-8 horas. A reacdo foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada até que indicasse término reacional (fase
movel: 6 hexano:4 acetato de etila). A mistura reacional foi resfriada e diluida com
60 mL de diclorometano. A fase orgéanica foi lavada com solucdo de sulfato de
cobre 10% até que a coloracao do sulfato de cobre fosse de tom azulado-claro. A
fase organica foi separada, seca com sulfato de sodio anidro e filtrada. Este
filtrado foi evaporado a pressao reduzida e o material obtido foi purificado por
cromatografia em coluna (fase mével: 6 hexano:4 acetato de etila) para obtencéo

dos derivados ftalimidicos desejados em rendimentos variaveis.
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4.4.3.4. Procedimento sintético geral para obtencao do pro-farmaco.

Reacdo geral:

[o] OH
OH
N
+
a)
OCH, - >
NO, °
2

acido micofendlico
A3 Intermediario VII

OH

OCH,

CHy y r
Pro-Farmaco o

a) acetonitrila anidra; carboniliimidazol (CDI);t.a.; 24 h

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 525mg (2 mmol) de acido
micofendlico (3) com 400 mg (2,2 mmol) de CDI e 10 mL de acetonitrila anidra, a
reacao permaneceu sob agitacao por 1 hora em atmosfera de nitrogénio, para que
haja o acoplamento. ApGs este tempo, adicionou-se 595,5 mg (2 mmol) do
intermediario ftalimidico, a reacdo foi mantida por agitacdo a temperatura
ambiente por 24 horas. A reacdo foi acompanhada utilizando CCD e como fase
movel (9: diclorometano: 1 acetato de etila). No término da reagdo rotaevaporou-
se o0 solvente da reacéo e realizou-se a extracao utilizando o diclorometano, como
fase organica e agua, como fase aquosa. A reacdo foi purificada em coluna
cromatografica utilizando-se silica gel como fase estacionaria e como fase movel
movel (9: diclorometano: 1 acetato de etila). Obtendo-se um sdélido amarelo. (PM=
600,11 e C32H28N2010).
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4.4.4. Metodologia analitica

4.4.4.1. Cromatografia em Camada Delgada (C.C.D.)

Utilizou-se cromatografia em camada delgada para o acompanhamento das
reacoes. Foram utilizadas cromatofolhas de aluminio (AL TLC) de silica-gel 60
F254 Sigma® para o acompanhamento das reacbes e das purificacdes dos
compostos sintetizados. A visualizacdo das substéancias foi realizada em lampada
ultravioleta (254-365nm), e/ou por exposicao a iodo pulverizado e/ou revelador de

grupos funcionais, a ninidrina, quando necessario.

4.4.4.2. Espectroscopia de RMN de *H

Os espectros de RMN de *Hforam obtidos com a utilizacdo do Espectrémetro
de 300 MHz Fourier com Dual probe— Bruker do laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear do Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista (1Q-
UNESP). Os solventes utilizados foram CDCI; (cloroférmio) e (CDj3),SO
(dimetilsulfoxido) deuterados.

4.4.4.3. Espectrofotometria de absorcdo na regido do
infravermelho (1V)

Os espectros de absor¢éo na regido do IV, compreendidos entre 4.000 a 400
cm-1, foram obtidos em pastilhas de KBr no espectrofotbmetro de infravermelho
FTIR-8300 da SHIMADZU® Corporation, disponivel no Laboratério de Quimica
Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara, SP.

4.4.4.4.Determinacéo da faixa de fusao

As faixas de fusdo dos compostos foram determinadas no aparelho Melting
Point Apparatus SMP3, Stuart Scientific®, disponivel no Laboratério de Quimica

Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara, SP.
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4.4,5. Ensaios Biolégicos
4.45.1. Obtencédo dos macréfagos peritoneais

Os animais foram previamente inoculados por via intraperitoneal com 3mL de
tioglicolato de sodio a 3%. Apos 72 horas de estimulo, foram eutanasiados em
camara de CO,. O peritbnio foi entdo exposto em fluxo laminar para a retirada do
exsudato peritoneal. Na porcdo mediana superior do abdémen foi injetado 5mL de
solucédo salina tamponada com fosfato (PBS) estéril em pH 7,2 e a 4°C, com
auxilio de seringas e agulhas estéreis. Uma leve massagem manual foi realizada e
as células do exsudato coletadas com seringa e dispensadas em tubo cénico
estéril para preparo da suspenséao celular. As células do exsudato peritoneal foram
lavadas trés vezes com 5mL de PBS pH 7,2 e centrifugadas a 400x g por 5
minutos em centrifuga a temperatura ambiente. O sedimento foi ressuspendido em
meio de cultura RPMI-1640 completo contendo 5% de FBS, 2-mercaptoetanol (2x
10°M), penicilina (100U/mL), estreptomicina (100 Ul/mL) e I-glutamina (2 mM).
Determinou-se 0 numero de células em camara hemocitométrica de Neubauer
com a utilizacdo como corante o liquido de Lazarus. As células foram ajustadas a
concentracdo ideal (5x10° células/mL) para cada ensaio em meio de RPMI-1640-
C. Posteriormente, as células do exsudato peritoneal foram colocadas em placas e
incubadas a 37°C por 60 minutos em estufa com tensédo constante de CO; para a
aderéncia dos macréfagos. As células nao aderentes foram retiradas com
lavagens com meio de cultura RPMI-1640.

4.4.5.3. Ensaio de viabilidade de macroéfagos

Para o ensaio de viabilidade dos macrofagos, utilizou-se a técnica de MTT
(MOSMANN, 1983). Em microplaca de 96 pocos foram incubadas suspensdes
celulares (100 pL por cavidade), na concentracdo de 5x10° células/mL, por 60
minutos, para a aderéncia celular. As substancias de interesse foram adicionadas
e incubou-se por 24 horas a 37° C. ApOs o tempo de incubacéo, o contetdo da
placa foi vertido e 100 pL de solugao de MTT a 1g/mL foi adicionado em cada
poco. A placa foi entdo incubada por 3 horas a 37° C. Apds esse periodo, 0

conteudo da placa foi vertido e 100 uL de alcool isopropilico foram adicionados a
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cada poco. Utilizou-se como controle positivo LPS e controle negativo o meio de
cultura. A leitura da absorvancia foi realizada em espectrofotdmetro em dois

comprimentos de onda, 540nm, com filtro de referéncia de 620 nm.

4.4.5.4.0btencéo dos sobrenadantes das culturas de macrofagos
peritoneais

As células peritoneais foram ajustadas na concentracéo de 5x 10° células/mL
em meio RPMI-1640-C e distribuidas em placas de cultura de tecidos de 48 pocos.
Em cada cavidade foi adicionado 100 pL de suspensdo celular, e as placas
incubadas a 37°C por 60 minutos em estufa de CO,. ApOs essa incubacao, as
células ndo aderentes foram retiradas por lavagens com meio de cultura RPMI-
1640.

Nos ensaios de inibicdo da producéo de citocinas sdo adicionados 100uL de
RPMI-1640-C, 100uL das substancias testadas em diferentes concentracfes e
100uL de LPS a 1pg/mL aos macrofagos que estdo aderidos a placa. Utiliza-se
como controle positivo LPS 1ug/mL (300uL) e meio de cultura RPMI-1640-C
(300uL) como controle negativo. As placas foram incubadas a 37°C em estufa de
CO;, por mais 24 horas. O conteudo das placas foi entdo transferido para
eppendorfs, que por sua vez foram centrifugados a 7800x g por 10 minutos em
centrifuga refrigerada a 4 °C. Apdés a centrifugacdo, os sobrenadantes foram
coletados, aliquotados em eppendorfs e estocados em freezer a -80°C até a
determinacao das citocinas através do teste imunoenzimético ELISA sanduiche.

4455. Determinacao quantitativa da inibicdo das citocinas
TNF-a e IL-1B

As citocinas TNF-a e IL-18 foram quantificadas no sobrenadante das
culturas de células do exsudato peritoneal pelo teste imunoenzimatico ELISA.
Utilizou-se kits da BD e os procedimentos foram realizados de acordo com as
instrugdes dos fabricantes.

As placas de 96 orificios foram adsorvidas com 100 puL de anticorpo de

captura monoclonal obtido de rato e anti-citocina de camundongo, na
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concentracéo apropriada a cada citocina em PBS pH 7,0, e incubadas overnight a
4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes com tampao de lavagem
(PBS pH 7,0 contendo 0,05% de Tween 20) e bloqueadas com 200uL/pog¢o de
PBS pH 7,0 contendo 10% de diluente de ensaio a temperatura ambiente, por 1
hora. Apos a incubacéo, as placas foram lavadas 3 vezes com tampéao de lavagem
e em seguida adicionou-se 100uL por poco do padrdo das citocinas ou dos
sobrenadantes das culturas de células. As placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 2 horas e lavadas 3 vezes com tampao de lavagem.

Em seguida, foram adicionados 100 pL por poc¢o de anticorpo anti-citocina
de camundongo marcado com biotina e diluido a concentracdo adequada de cada
citocina no diluente de ensaio. As placas foram incubadas por mais 2 horas a
temperatura ambiente e entéo lavadas mais 3 vezes com tampao de lavagem.

Depois foram adicionadas 100uL do conjugado peroxidase-estreptavidina
(diluido a concentracdo adequada de cada citocina em diluente de ensaio) em
cada poco, e incubou-se as placas por mais 30 minutos em temperatura ambiente.
Apoés este periodo, as placas foram lavadas 3 vezes com tampédo de lavagem e
em seguida adicionou-se 100uL do substrato [10 mM de tampéo citrato-fosfato,
contendo 0,4 mM de tetrametilbenzidina e 1,2 mM de H,O,] a cada poco. A reacao
foi interrompida com 50 pL de H,SO, 2N adicionado a cada cavidade. A
absorvancia foi lida em 450 nm com filtro de referéncia em 570nm em
espectrofotometro UV/visivel para microplacas. As concentracfes de cada citocina
foram quantificadas através de curva padrdo previamente estabelecida com
guantidades conhecidas de cada citocina. Os testes foram realizados em duplicata
e os resultados foram expressos em picogramas/mL.

4.45.6. Inibicdo da producéo de 6xido nitrico

O teste de inibicdo de oOxido nitrico foi realizado através da reacdo de
reducdo do reagente de Griess. Foram utilizados 50 pL de sobrenadante dos
macréfagos peritoniais de camundongos Swiss edos diluicdes das substancias
nas concentracdes de 50; 25 e 12,5, LPS (controle negativo) e o controle negativo.
Adiciona-se 50uL de reagente de Griess, incubou-se em estufa de CO, a 37°C por

30 minutos, apos este tempo, a absorvancia foi lida em espectrofotdmetro no

45



Material e Métodos

comprimento de 540 nm. A quantidade de NO liberado foi calculada a partir de
curva padrao previamente estabelecida e os valores serdo expressos em umols de
nitrito.

4.45.7. Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism 5.01 aplicando-se analise de variancia com determinacao do
nivel de significancia a 95% (p<0,05), através de comparacdes pelo teste de
Dunnet . Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM).

45, Ensaios in silico

4.5.1. Predicdo das Propriedades Fisico-Quimicas e Toxicas de

pequenas moléculas: pkCSM

Realizou-se a predicdo da farmacocinética e das propriedades toxicas in

silico utilizando o programa pkCSM (http://structure.bioc.cam.ac.uk/pkcsm). Esta é

uma base de dados criada e mantida nos supercomputadores da Univeridade de
Cambridge (Inglaterra) que se baseia no modelo matematico de signaturas
graficas. Este modelo codifica padrées de distancia entre &tomos e sao usados
para representar as estruturas quimicas e treinar modelos preditivos através da
utilizacao de descritores (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015).

Foram estudados os seguintes parametros: o célculo de Log P, os
aceptores e doadores de hidrogénio, a solubilidade em agua (log mol/L) e a

absorcéo intestinal em porcentagem (%).

46


http://structure.bioc.cam.ac.uk/pkcsm

Resultados

5. RESULTADOS

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H RMN) e
os dados de espectrofotometria na regido do infravermelho estdo apresentados na
secdo Anexo ll. Para auxilio na interpretacdo dos espectros foram utilizadas as
seguintes referéncias: (SANTOS et al., 2011; SANTOS et al., 2012; SILVERSTEIN
et al., 1994; PAVIA et al., 1996).

5.1. Sintese dos intermediarios ftalimidicos

5.1.1. Sintese do 2-(hidroximetil)isoindolin-1,3-diona

(intermediéario )

O composto foi obtido em duas etapas, em que inicialmente houve reacao
do anidrido ftalico com uréia para formacédo da ftalimida. Explorando a acidez do
hidrogénio ftalimidico, foi retirado o préton para formacéo do anion ftalimida. Este
atuando como nucledfilo foi reagido com formadeido 37% em meio aquoso para
formacao do intermediario I. O produto obtido apresentou-se como sélido branco,
com rendimentos de 93% e faixa de fusdo de 140 e 142°C (CoH;NOs3 ; PM=
177,16). Os compostos foram caracterizados por ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (*H RMN) (Tabela 1) e espectrofotometria na regido do

infravermelho (Tabela 2).
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Tabela 1. Comparacdo dos deslocamentos quimicos para o espectro de

ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio da ftalimida (5) e do
intermediario | (RMN *H, 300 MHz,CDCl).

2 ] 2 0O 6
1 3 4 1 3 4 OH
NH ¢ N—/
. 5
Posicao
0] 0]
(5) intermediario |
1 0 7,81-7,84 (m; 4H) 0 7,78 (dd; 2H; J, = 8,1 Hz)
2 0 7,81-7,84 (m; 4H) 6 7,91 (dd; 2H; J, = 8,1 Hz)
3 - -
4 - _
5 11,46 5,27 (2H, s)
6 - -
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Figura 17. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN *H) da
ftalimida (5), X=pico de agua (DMSOge; 300 MHZz).
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Figura 18. Espectrofotometria na regido do infravermelho da ftalimida (5) (pastilha
de KBr).

A Tabela 2 mostra comparativamente os deslocamentos observados na

espectrofotometria na regido do infravermelho.
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Tabela 2. Comparacdo dos deslocamentos obtidos por espectrofotometria

na regido do infravermelho para ftalimida (5) e intermediério | (pastilha de KBr).

6
1 3 4 8 4 oH
NH ¢ N
i 5
Estiramento
0 o)
(5) intermediario |
v O-H - 3489 cm™
v N-H 3201 cm® -
\ C'Haromético 3051 Cm-l 3030 CITI-1
\ C'Halquilico - 2964 CITI-1
V C=Ojnida 1778 e 1683 cm™ 1772 e 1701 cm™
V C-N-Cimiga 1386 cm™ 1394 cm™

A tabela 3 mostra os valores de rendimentos, faixa de fusdo e peso

molecular dos intermediarios Il a XII.

Tabela 3. Valores de rendimentos obtidos nas reacfes, faixa de fusédo e

peso molecular dos intermediarios I1-XII.

Compostos 2 2 oH ?
Jon oH
N N N— —
o o o
Rendimentos 50 82 51
(%)
Faixa de 125-145 149-151 155-158
Fuséo (°C)
Peso 177,16 253,25 253,25
Molecular
(Da)
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Compostos 0 FH 7
N oH o NJOH
: N
o) NO, °
o
Rendimentos 72 65 50
(%)
Faixa de 172-175 118-130 195-197
Fuséo (°C)
Peso 267,28 253,25 222,15
Molecular
(Da)
Compostos 9 ;—°" ? ?
Rendimentos 88 75 45
(%)
Faixa de 178-188 130-133 168-170
Fuséo (°C)
Peso 298,25 298,25 312,28
Molecular
(Da)
Compostos 9 ;_ oH 7 7
Rendimentos 85 78 90
(%)
Faixa de 182-191 135-148 124-126
Fuséo (°C)
Peso 267,28 267,28 282,29
Molecular
(Da)
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Todos os intermediarios foram caracterizados por métodos analiticos.Os
intermediarios 1I-XIlI foram caracterizados por ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (*H RMN) (Tabela 4, 5 e 6) e espectrofotometria na regido do

infravermelho (Tabela 7, 8 e 9).
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hidrogénio dos intermediarios 11-V (RMN *H, 300 MHz,DMSOgg).

Tabela 4. Comparacao dos deslocamentos quimicos para o espectro de ressonancia magnética nuclear (RMN) de

Posicdo
6 7
Intermediério 111 o

Intermediario 1l Intermediério 1V Intermediario V
1 6 7,82 (dd; 2H; J, = 7,8 Hz) 0 7,82 (dd; 2H; J, = 8,1 Hz) 0 7,82 (dd; 2H; J, = 8,0 Hz) 0 7,82 (dd; 2H; J, = 8,0 Hz)
2 0 7,95 (dd; 2H; J, = 7,8 Hz) 0 7,95 (dd; 2H; J, = 8,1 Hz) 0 7,95 (dd; 2H; J, = 8,0 Hz) 0 7,95 (dd; 2H; J, = 8,0 Hz)
3 - - - -
4 - - -
5 - - - -
6 07,41 (d; 1H; J, = 1,8 Hz) 0 7,47 (d; 2H; J, = 7,9 Hz) 0 7,36-7,39(m; 2H) -
7 0 7,35-7,38 (m; 2H) 0 7,40 (d; 2H; J, = 7,9 Hz) 0 7,36-7,39(m; 2H) 0 3,50 (s; 2H)
8 0 7,35-7,38 (m; 2H) - - -
9 - 0 4,57 (s; 2H) 0 2,94 (t; 2H) 0 7,37-7,40(m; 4H)
10 07,51 (d; 1H; J,, = 1,8 Hz) - 0 3,91 (t; 2H)
11 0 4,77 (s; 2H) - -
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Tabela 5. Comparacdo dos deslocamentos quimicos para o espectro de ressonancia magnética nuclear (RMN) de
hidrogénio dos intermediarios nitro-ftalimidicos VI-IX (RMN *H, 300 MHz,DMSOg).

Posicéo 3 7 . 0 —on 7 . ; / 1
JOH K oH S y N /——OH
N N ; " < > : N < > :
NO, ° o, ) C NO, ° \o, 0 o
Intermediério VI Intermediério VI Intermediario VIII Intermediario IX
1 8,65 (dd;1H; J= 6 8,35 (dd; 1H; J=7,81 6 8,34 (d; 1H, J=8,3 Hz) 0 8,34 (d; J= 8,2 Hz)
8,5 Hz) Hz)
2 58,17 (d; J=8,2 58,12 (t; 1H; J=8 Hz) 58,11 (d; 1H, J=8,2 Hz) 5 8,10 (dd; J= 8,2 Hz)
Hz)
3 5 8,54 (d;1H; J= 5 8,25 ( dd; 1H; J= 8Hz) 5 8,25 (d; 1H, J=8,2 Hz) 5 8,24 (d; J= 8,2 Hz)
8,5Hz)
4 5 5,00 (d; 1H) 5 7,40-7,47 (m; 3H) 5 7,47 (dd; 2H, J=7,4 HZ) 5 7,37 (dd, 2H; J= 7,8 Hz)
5 - 5 7,55 (d; 1H) 5 7,47 (dd; 2H, J=7,4 Hz) 5 7,37 (dd, 2H; J= 7,8 Hz)
6 - 0 7,40-7,47 (m; 3H) 0 7,38 (dd; 2H, J=7,4 Hz) 0 7,33 (dd; 2H; J= 7,8 Hz)
7 - 5 7,40-7,47 (m; 3H) 5 7,38 (dd; 2H, J=7,4 Hz) 5 7,33 (dd; 2H; J= 7,8 Hz)
8 - 55,14 (1) 5 4,56 (d; 2H) 52,78 (t; 2H)
9 - - 0 5,31 (t;3H) 0 3,66 (q; 2H)
10 - - - 54,71 (t; 1H)
11 - - - -
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Tabela 6.Comparacdo dos deslocamentos quimicos para o espectro de ressonancia magnética nuclear (RMN) de

hidrogénio dos intermediarios amino-ftalimidicos X-XIl (RMN *H, 300 MHz,DMSOgé).

Posicao , 10 . 0 \ 0
10
) o OH ] 8 oH 7 8
; N N4< >—\9 1
N 5 ’ OH
5 7 > 6 10
\ 5 7 % N|_l|2 (o)
NH, NH>
1 1 Intermediario X!
Intermediario X Intermediario Xl

1 - - 0 6,55 (s, 2H)
2 6 7,03-7,05 (m) 6 7,31 (d,1H) 0 7,03-7,07 (m)
3 6 7,35 (d) 0 8,03 (m) 0 7,51 (dd; J=7,5 Hz)
4 6 7,03-7,05 (m) 07,55-7,67 (m) 0 7,03-7,07 (m)
5 0 7,43-7,52 (m) 0 7,55-7,67 (m) 0 7,28-7,36 (m)
6 0 7,43-7,52 (m) 0 7,55-7,67 (m) 0 7,28-7,36 (m)
7 07,35 (m) 0 7,55-7,67 (m) 0 7,28-7,36 (m)
8 57,26 (d;1H;J=7,7 Hz) 57,55-7,67 (m) 5 7,28-7,36 (m)
9 0 4,55 (d) 0 5,09 (s) 0 2,78 (t; 2H)
10 55,32 (t) - 0 3,67 (q; 2H)
11 - - 04,71 (t; 1H)
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Tabela 7. Comparacdo dos deslocamentos obtidos por espectrofotometria na regido do infravermelho para os

intermediarios Il-V .

Estiramento

Intermediario Il

Intermediario Il

Intermediéario IV

Intermediario V

v O-H 3550 cm-1 3552 cm-1 3522 cm-1 3522 cm-1

V C-Haromatico 3082 cm-1 3082 cm-1 3066 cm-1 3065 cm-1

v C-Halquilico 2937 cm-1 2916 cm-1 2931 cm-1 2931 cm-1
V C=Oimida 1772 e 1714 cm-1 1764 e 1705 cm-1 1768 e 1708 cm-1 1768 e 1708 cm-1
V C=C aromatico 1654 e 1488 cm-1 1600 e 1514 cm-1 1515 e 1471 cm-1 1541 e 1471 cm-1

V C-N-Cinida 1381 cm-1 1388 cm-1 1388 cm-1 1388 cm-1
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Tabela 8. Comparagdo dos deslocamentos obtidos por espectrofotometria na regido do infravermelho para os

intermediarios VI-IX.

Estiramento

NO, °©

Intermediario VI

NO,

Intermediario VII

Intermediario VIII

NO,

Intermediario IX

v O-H 3361 cm™ 3462 cm ! 3618 cm ' 3353cm !

V C-Haromatico 3046 cm ! 3130cm ! 3120cm ' 3112cm !

v C-Haiquilico 2775cm 2890 cm * 2946 cm 2984 cm
V C=Oimida 1757 e 1624 cm ™ 1764 e 1626 cm 1797 e 1625cm ' 1762 e 1624 cm

V C=C aromatico 1447 cm ™ 1476 cm 1477 cm 1403 cm ™

V C-N-Cimida 1396 cm 1313cm ™ 1304 cm ™ 1364 cm

Vv N-Oniro 1593 cm ™ 1563 cm ™ 1566 cm ' 1567 cm ™
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Tabela 9. Comparagcdo dos

intermediarios X-XII.

deslocamentos obtidos por espectrofotometria na regido do infravermelho para

Estiramento

NH,
1

Intermediario X

10

10

NH,
1

Intermediario Xl

NH,
1

Intermediario XII

v O-H 3542 cm ™ 3480 cm ™ 3514 cm ™

V C-Haromatico 3132cm ! 3147 cm 3420cm !

V C-Haiquilico 2945 cm 2888 cm 2982 cm !
V C=Oimida 1798 e 1648 cm ™ 1768 e 1642 cm ' 1723 e 1649 cm '

V C=C aromatico 1421 cm ™ 1477 cm 1448 cm *

V C-N-Cimida 1390 cm ™ 1289 cm ! 1392 cm ™

v N-Hamina 3370 e 3466 cm 3054 cm ' 3383cm !

0s
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5.1.2. Sintese do pro-farmaco
A reacédo de acoplamento foi possivel utilizando como agente acoplante o CDI para a sintese do pro-farmaco, os

valores de rendimento (%), a faixa de fusédo e 0 peso molecular estdo descritos na tabela a seguir:

Tabela 10:Valores de rendimentos obtidos nas reacdes, faixa de fusdo e peso molecular do pré-

farmaco (éster)

Pré-Farmaco o on v@\ .
7 ° )
o

OCHj &

CHj

Rendimentos (%) 18
Faixa de Fusao (°C) 145
Peso Molecular (Da) 600,17

Para a caracterizacdo realizou-se os experimentos de RMN 'H e a espectroscopia de infravermelho, e os

resultados obtidos estdo expressos na tabela seguir:
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Tabela 11: Valores dosdeslocamentos obtidos por espectrofotometria na regido do infravermelho
e de ressonancia magnética nuclear do pro-farmaco (éster) obtido:

° o N 14
15
o
16
O,N
RMN de*H(8)Infravermelhocm™
H1=5.20 (3H;m) V(C-H)aromatico = 3101,5
H2=2.08 (3H;m); V(O-H) fenélico = 3445
H3=3.76 (3H;m) V(C-H)ayguiico =2930
H4=3.73 (3H:d); V(C=0)ester = 1750,1715
H5=5.11 (1H:;t)V(C-H)aromatico = 3101,5
H6=1.72 (3H:t)V(C-H)aromatico = 3066,8
H7=2.05 (2H; t); H8=2.08 (2H; t) V(C-O-C) = 1114
H9=5.18 (3H;s); \ (N-0) piro= 1610

H10, H12, H13=8.24-8.26N (N-0) nivo= 1567
H11=7.5V(C=0) imida=1780
H14,H16=8.32-8.35; + (C-N-C)=1357

H15=8.11 \(C=C)=1610 e 1440
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5.2. Teste imunoquimico para deteccado de inibicdo de TNF-
aellL-1B
5.2.1. Ensaio de viabilidade celular de macrofagos

A viabilidade celular de macréfagos murinos foi determinada na presenca
dos compostos utilizando o ensaio colorimétrico MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio), desenvolvido por Mosmann e
colaboradores (1983). Células viaveis com metabolismo ativo convertem nas
mitocéndrias oOMTT em um produto insolavel purpura conhecido como formazan, a
quantidade de formazan formado € diretamente proporcional ao nimero de células
vivas (Figura 14). Enquanto células mortas s&do incapazes de fazer esta
conversdo. A reducdo do MTT em formazana envolve a reacdo de reducdo com

NADH em que hé transferéncia de elétrons para o MTT.

Redutase mitocondria HN —p

o S

Figura 19. Reduc¢ao do MTT para formazana pela enzima redutase mitocondrial.

A morte celular pode ser decorrente da formacgéo dos cristais de formazana
que contribuem para danificar as membranas celulares por perfuragdo durante a
exocitose ou por mecanismo intracelulares ativados pelos compostos quimicos.

Os intermediarios ftalimidicos e os controles (acido micofendlico e
pomalidomida) foram testados nas seguintes concentragbes em ordem
crescente:6,25uM; 12,5uM; 25uM; 50uM; 100uM e 200 pM. Os resultados obtidos

estao representados na Figura 15, a seguir.

62



Resultados

_"mm

[=}
n
=1

o [=
S [re]
—

(%) Jenj@2 spepijiqeln

]
TR

Q
n
—

50

o
o
-

(%) reinj2 apepijigeln

Concentragéo (uM)

Concentragéo (pM)

v

Q
D
—

DY 2,

RS

e

(=}
n
—

o [=]
S [re]
—

(%) feineo apepijigeln

Concentragéo (uM)

Concentracéo (pM)

\

HHHH
______
_____

AAAAA

.

NN

H

WU

1501

N
£
[§

1501

1004

(%) rein@2 apepijigeln

T 1
Q o
]

Q
o

r %

Concentragao (uM)

Concentragéo (uM)

Vil

Vil

H

HUL

R R

1504

(%) re|nja2 apepijiqeln

(=]
n
—

(%) reinj@2 apepijigeln

Concentragéo (pM)

Concentragédo (uM)

63



Resultados

IX
100~
g
8
=}
©
o
(9]
e}
]
=
a
]
> =
0 ——1 4 N
w0 MmO S
oV V9 O
Concentracao (uM)
IC50=125,3 pM
XI
150
S
3
§ = ; P
3 =
) =
g S E I
2 = =
[+ —
> =
ISl i
Nl “ N2l ) N N D
N S
Concentragé&o (uM)
Pomalidomida
—~ 1404
g
IS =2
El = T
] =
(8] —]
[} 704 —
k] S =
S - =
= i =
2 i =
> = *
0- e
B e d S
PN N S R\ S
Concentracéo (uM)
AM
150+
g
5]
S é i i T
o — 9
o —]
) = LR
3 | I\
2 =
S =
s =
=1l 2 N i
B
e L S

concentracao (uM)

X
1501
g
]
S 1001EE T
[} B —
o _ =
) =
B : =
] 50 Jé =
= 2 =
3 - =
< o =
> : =
0 Pl ==
N) o N}
RN
Concentragao (uM)
IC5o= 186uM
Xl
1504
S
]
E s g
[3} —— N
© =
2 — VAN
£ = B
5 B
S sl =
» “ N3 N} O O
NS R
Concentracao (uM)
AM+X
—~ 1404
S
S
E T
[
o *
o 704
]
[ *
=]
=
e
Y

.
N~ TS BN ]
e L &

concentracao (upM)

AM+VII

1504
S
)
= 100+
8 * * « * * *
T =
S 504
=
8
>

625 125 25 50 100 200 CN
Concentragéo (uM)

64



Resultados

Pro-Farmaco

150+
S\O/
T
= 100+
(]
o
(]
K
] 50+
=
8
>
0_
6.25 125 25 100 200 CN

Concentragao (uM)

Figura 20.Viabilidade celular dos intermediarios I-XIl, AM e POM e do pro-farmaco em
diferentes concentragcbes. As células em meio de cultura (RPMI-1640) foram utilizadas
como controle negativo (CN), equivalendo a 100% de viabilidade. *, p < 0.05 comparado
com controle negativo (ANOVA seguido do teste de Dunnett).

5.2.1.1. Determinacao da inibicdo das citocinas TNF-a e IL-

1B nos sobrenadantes das culturas de macréfagos peritoneais

Os compostos foram testados em trés diferentes concentracdes, escolhidas
com base nos resultados obtidos no teste de viabilidade celular de macréfagos. As
concentragdes iguais e inferioresa 50uM mostram viabilidades acima de 75% para
todos os compostos. Essa viabilidade foi selecionada a fim de evitar resultados
gue possam ensaio. Por isso, neste estudo foram selecionadas as concentracdes
de 12,5uM, 25uM e 50uM.

5.2.1.1.1. Quantificacdo de TNF-a em macréfagos murinos
A quantificagdo de TNF-a em macréfagos murinos foi avaliada para os

intermediarios I-XIl, para as concentracbes 12,5uM 25uM e 50 uM.Os resultados
estdo apresentados na Figura 16.
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Figura 21.Quantificacdo de TNF-a liberado de macr6fagos murinos incubados com os
intermediarios I-XIl, AM , POM e pré-farmaco em diferentes concentracdes, e estimulados
com LPS. As células em meio de cultura (RPMI-1640) sem estimulo com LSP foram
utilizadas como controle negativo (CN). *, p < 0.05 comparado com LPS (ANOVA seguido

do teste de Dunnett).

Observa-se pelos resultados apresentados nos graficos que 0os compostos
mais ativos para a inibicdo de TNF-a sdo os compostos V e X. O composto X, em
todas as concentragbes (50; 25 e 12,5uM) inibiu os niveis de TNF-a em valores

superiores (655 pg/mL; 570 pg/mL e 505 pg/mL, respectivamente) em relacdo ao
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controle positivo (LPS), ja o intermediario V apenas na concentracao de 50 uM.Os
compostos IV na concentragdo de 50uM houve inibi¢cdo significativa de TNF-a.

A associacdo entre o intermediario X e o &cido micofendlico néo
demonstrou inibicdo significativa da producdo de TNF-a nas concentragdes

testadas.

5.2.1.1.2. Determinacao da inibicdo da producéo de IL-1B em

macrofagos murinos

Os ensaios de inibicaio de IL-1B também foram realizados nas

concentracbes de 12,5uM, 25uM e 50uM. Os resultados estdo apresentados na

Figura 17.
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Figura 22.Quantificacdo de IL-1fB liberado de macréfagos murinos incubados com os

intermediarios 1-XIl, AM, POM e do pro-farmaco em diferentes concentracdes, e

estimulados com LPS. As células em meio de cultura (RPMI-1640) sem estimulo com LSP

foram utilizadas como controle negativo (CN). *, p < 0.05 comparado com LPS (ANOVA

seguido do teste de Dunnett).
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5.2.1.1.3. Inibicdo da producéo de NO
Os ensaios de inibicdo da producéo de NO foram realizados nas concentracdes de
12,5 uM, 25 pM e 50 pM. Os resultados estao apresentados na Figura 23.
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Figura 23.Quantificacdo de NO liberado de macréfagos murinos incubados com os

intermediarios I-XIl, AM, POM e do pré-farmaco em diferentes concentracdes, e
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estimulados com LPS. As células em meio de cultura (RPMI-1640) sem estimulo com LSP
foram utilizadas como controle negativo (CN). *, p < 0.05 comparado com LPS (ANOVA

seguido do teste de Dunnett).

6.3. Avaliacdo in silico das propriedades fisico-quimicas e absorcéo

intestinal dos intermediarios e pré-farmaco.

A determinacéo preditiva das propriedades farmacocinéticas e da toxicidade
foi determinada para os intermediarios ftalimidicos I-XII.A identificagdo dessas
propriedades pode ser Uteis no planejamento dos pro-farmacos desejados.
Embora, tenha sido identificado os intermediarios X e VIl como sendo 0s mais
ativos, decidiu-se avaliar os demais devido a variagcdo estrutural que a série
apresenta e verificar se ha diferencas significativas entre eles. O objetivo foi tentar
compreender se ha parametros importantes do ponto de vista molecular que
também justifiquem a selecdo destes compostos em comparacao com os demais.
Na Tabela 12 estdo apresentados os descritores moleculares a fim de avaliar se
0S compostos apresentam o0s valores recomendados pela regra de Lipinski
(LIPINSKI et al.,, 2001). A regra de Lipinski € um importante filtro usado na
industria farmacéutica que auxilia na identificacdo de propriedades adequadas dos
compostos que visam se tornar um novo farmaco ativo por via oral.

Para este estudo calculou-se os parametros da regra de Lipinski, solubilidade
em agua dos intermediarios e porcentagem de absorcéo intestinal (Tabela 12).
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Tabela 12. Comparagdo das propriedades fisico-quimicas e absor¢do intestinal dos compostos usando o programa

pkCSM (http://structure.bioc.cam.ac.uk/pkcsm) (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015).

Intermediéarios Log P Aceptores Doadores Peso Solubilidade % absorcao
Molecular em agua intestinal
(Da) (log mol/L)
I 0.23 3 1 239,25 -2,10 76,75
1l 1.95 3 1 253,25 -3,21 98,21
i 1.98 3 1 253,25 -3,21 98,21
v 2.02 3 1 267,28 -3,38 98,59
\% 1.98 3 1 253,25 -3,21 98,21
VI 0.14 5 1 222,15 -2,11 76,76
Vil 1.89 5 1 298,25 -4,16 88,97
VI 1.89 5 1 298,25 -4,16 88,97
IX 1.93 5 1 312,28 -4,30 88,18
X 1.56 4 2 267,28 -3,07 95,56
XI 1.89 5 1 267,28 -4,16 88,97
Xl 1.56 4 2 282,29 -3,07 95,56
AM 3.03 5 2 320,34 -3,57 65,59
POM -0.33 5 2 273,25 -2,34 72,27
AM+VII 5.07 9 2 600,13 -5,55 92,46
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6. Discussao

6.1. Sintese dos Intermediéarios

As anélises de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (‘*H RMN)
permitem observar o hidrogénio 5 presente na ftalimida (5) em 11,46 ppm (Figura
19). Este sinal esta ausente no intermediario I, que apresenta como principais
diferencas a presenca do hidrogénio metilénico em 5,27 ppm integrando para 2
atomos de hidrogénio e a presenca da hidroxila na posicdo 6 em 6,5 ppm
integrando para 1 hidrogénio.

Para espectrofotometria na regido do infravermelho observa-se para o
derivado ftalimidico (5) a presenca do N-H da funcdo imida em 3201 cm™, o
estiramento axial de C-H de aromético em 3051 cm™ e as carbonilas do sistema
imidico em 1778 e 1683 cm™ (Figura 13). Para o intermediario |, as bandas de
estiramento podem ser observadas em 3489 cm™ referente ao estiramento axial
da ligacdo O-H, estiramento axial de C-H de aromatico em 3030 cm™ e as
carbonilas do sistema imidico em 1770 e 1705 cm™. N&o é observada a funcéo N-
H presente na ftalimida, sugerindo a presenca do composto desejado.

Do ponto de vista mecanismo (Figura 19), a reacdo de formacdo da
ftalimida (5) trata-se de uma reacédo de condensacdo em que os pares de elétrons
do nitrogénio da ureia atuando como nucleéfilo ataca a carbonila sp? do anidrido
ftalico. O anel de 5 membros tensionado do anidrido sofre abertura, e
posteriormente o par de elétrons do nitrogénio da uréia ataca a carbonila do acido
carboxilico levando a formacgéo do nucleo ftalimidico. Esta etapa é endergonica, ou
seja, necessita de energia na forma de calor para que a reagcao ocorra e € muito
semelhante na formacdo de todos os derivados ftalimidicos. Na ultima etapa do
mecanismo reacional, o outro par de elétrons do nitrogénio da uréia estabelece um

ligacdo sp? levando a eliminacéo da ftalimida.
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Figura 24. Mecanismo reacional para formacéo da ftalimida (5).

Para formacéo do intermediario |, a reacao ocorreu através de uma reacao
de adicédo do nitrogénio acido da ftalimida a carbonila do formaldeido. Inicialmente,
o par de elétrons do nitrogénio da imida ataca o carbono da carbonila do
formaldeido, ocorre o rompimento da ligacao 1 (dupla) e posterior o deslocamento
da carga negativa formada para o atomo de oxigénio. Ha transposicéo interna de

proton levando ao intermediario I, conforme representado na Figura 20.

(o)
H o}
NH o ___ 5 é__H
H o
(o)

transposlg,ao do proton

ciéa

Figura 25. Mecanismo reacional para formacéo do intermediario 1.

(Fonte: proprio autor)

Para sintese dos intermediarios Il — Xll o mecanismo reacional foi idéntico e
envolveu a reagéo de condensacgéo de uma aril-amina funcionalizada com anidrido
ftalico (4). O solvente escolhido para obtencéo desses intermediarios foi a piridina,

por ser um solvente basico ndo nucleofilico com elevado ponto de ebulicdo. A
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basicidade auxilia disponibilizando o par de elétrons da amina, tornando-a mais
nucleofilica, facilitando o ataque a carbonila do anidrido ftalico, para posterior
formagcdo do intermediario desejado, e, o alto ponto de ebulicdo da piridina
favorece a etapa de desidratacao final levando ao fechamento do anel ftalimidico.
A reacao inicia-se com o ataque nucleofilico do par de elétrons livre do
nitrogénio da aril amina a carbonila do anidrido ftalico, que sustenta uma carga
parcial positiva (6+). Ha rompimento da ligagéo 1, e o par de elétrons € deslocado
para o atomo de oxigénio. Ao reestabelecer a ligagao 1, ha quebra da ligagdo C-O
do anidrido. O par de elétrons da amina ataca o carbono carbonilico localizado na
posicao orto aromatica. Novamente, ha rompimento de outra ligagdo 1T que ao ser
reestabelecida elimina uma molécula de agua, levando ao fechamento do anel e
formando o derivado aril-ftalimidico funcionalizado.A titulo de exemplificacédo, a

Figura 21 mostra o mecanismo para obtencéo do intermediario Il.

79



Discussao

B b

O MO Qigb

anidrido ftalico arilamina

l
ko | — g

-H,0

aril ftalimida funcionalizada

OH

Figura 26. Mecanismo de formacé&o dos derivados arilftalimidicos funcionalizados.

Os compostos foram purificados por cromatografia preparativa em coluna
manual ou usando o equipamento Biotage. Os rendimentos obtidos, faixa de fuséao
e pesos moleculares dos compostos obtidos sédo descritos na Tabela 3.

Para obtencdo dos derivados aminados (intermediarios X-XIl) o nitro-
aromatico foi reduzido na presenca do metal ferro e cloreto de amonio como fonte
de doacgéo de hidrogénio. O mecanismo envolve uma reagdo de oxi-reducdo. A
reacdo com os derivados aminados foi acompanhada com o revelador ninidrina,
utilizado para revelar grupos amina primarios livres.

De maneira geral para os espectros na regiao do infravermelho para todas
as moleculas € possivel observar os estiramentos axiais referentes a ligacdo O-H

em aproximadamente 3530 cm™, a presenca do estiramento axial C-H de
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aromatico em ~ 3030 cm™, as carbonilas do sistema imidico em ~1760 e 1710 cm’
! e os sistema C-N-C da imida em 1388 cm™.

De maneira geral para os espectros na "H RMN é possivel observar os
sinais dos sistemas aromaticos da ftalimida ndo substituidas como duplo-dupletos
em 7,92 e 7,95 ppm. Para os hidrogénios da ftalimida contendo o grupo nitro ou
amino observa-se os sinais dos hidrogénios compreendidos entre 7,27-7,52 ppm.
O sistema aromético ligado a ftalimida aparece mais desprotegido nos derivados
contendo o grupo nitro, devido ao efeito eletroatrator desse grupo; e de forma
contraria, esses hidrogénios encontram-se mais protegidos nos derivados
aminados — devido ao efeito doador de elétrons (mesomérico) do grupo amino. Os
hidrogénios metilénicos da cadeia lateral apresentam-se como singletos em
aproximadamente 4,57 ppm para os intermediarios Il, Ill, V, VII, VIII, X e XI. Para
os intermediarios IV, IX e Xll observa-se o0s sinais de dois tripletos em
aproximadamente 2,94 ppm e 3,91 ppm. Destaca-se ainda, a presenca dos
hidrogénios da amina aromatica em 1,94 ppm para os compostos X-XIl. O
hidrogénio da hidroxila para todos os compostos aparece em aproximadamente
4,55 ppm. Em resumo, os dados analiticos sugerem a obtencéo dos intermediarios
desejados.

6.2. Sintese do pro-farmaco

A partir da identificacdo das propriedades inibidoras de TNF-q, IL-18 e NO
pelo intermediario X, porém devido a dificuldades durante a purificacdo do
composto resultante desta reacdo, optou-se por utilizar o intermediario VII,
partindo-se para a segunda etapa do planejamento que visava o0 acoplamento
deste derivado com &cido micofendlico. Do ponto de vista mecanistico, esta
reacdo trata-se da formacdo de um grupo éster e pode ser realizada utilizando
como agente acoplante o 1,1'-Carbonildiimidazol(CDI) que libera um molécula de
CO, durante a reacao (Figura 20). O CDI € um agente acoplamento que é usado

para a formacdo de amida, mas pode ser Util para a formacéo de de ésteres.
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Figura 27: Mecanismo de formagé&o do pro-farmaco.

A reacdo inicia-se com a desprotonacdo do acido micofendlico através da
acdo do nitrogénio imidico do CDI, este ion oxigénio atua como nucledfilo,
atacando a carbonila do sistema imidico do CDI, formando um intermediario. Este
intermediario sofre o ataque dos elétrons livres do atomo de nitrogénio do
composto imidazol que foi formado, havendo a liberagdo de uma molécula de gas
carbdnico (CO;). O oxigénio da hidroxila livre da ftalimida atua como nucledfilo
atacando a carbonilado acido, formando o éster do &cido micofendlico.

Na caracterizagdao do composto final utilizando a espectrofotometria na
regido do infravermelho observa-se a presenca de C-N-C na regido de 1357 cm™,
o estiramento axial de C-H e a carbonila do sistema imidico na regido de 1780 cm

"L assim como a carbonila de éster nas regides de 1610; 1715 e 1750 cm™,
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observa-se também um estiramento na banda de 3445 cm-1 referente a hidroxila
fendlica. A ligacdo C-C alquilica é observada na regido de 2930 cm™, o
grupamento NO, é observado no deslocamento axial de na regido de 1357 cm™.

Analisando o espectro de RMN de *H observa-se o deslocamento na regido
de 8.15-8.24, referente aos hidrogénios do anel aromatico ligado a metilhidroxila.
O deslocamento na regido de 2.08 com um singleto, indica os hidrogénios
alquilicos ligados a metila aromatica. Na regido de 8.32-8.35 observa-se 0s
hidrogénios do sistema ftalimidico. O singleto correspondente a 3 hidrogénios na
regido de 5.08 refere-se aos hidrogénios correspondentes ao grupamento
metilénico derivado da metoxila do intermediario, e que pode comprovar a
formacao do éster, caracterizado pela ligacéo entre a hidroxila do alcool ftalimidico
e o hidrogénio do acido micofendlico.

6.3. Ensaio de viabilidade celular de macréfagos

A presenca de infiltrados de macrofagos esta associada com o diagndstico
de rejeicdo aguda em transplantes renais. Os macrofagos contribuem diretamente
para o dano tecidual durante a rejeicdo aguda de um transplante de um 6rgao
vascularizado (KANNEGIETER, 2016). Por isso, farmacos que inibem seu
crescimento ou moderam a liberacdo de TNF-a e IL-1B podem ser promissores
para evitar a rejeigao.

Estudos demonstram que o AM inibe a proliferagdo de mondcitos assim
como mantém seu ciclo celular na fase S aumentando sua morte por apoptose
(COHN et al, 1999).

O composto | demonstrou ser o mais citotoxicos de todas da série de
intermediarios ftalimidicos com valores de viabilidade variando na faixa de 49% a
57% em todas as concentragfes. Devido a este comportamento frente aos
macroéfagos, para este composto ndo foram realizados os ensaios de inibicdo das
citocinas: TNF-a e IL-1p.

Os compostos I, 1LV, VII, VIII, X e Xll apresentaram-se com citotoxicidade
muito baixas e viabilidades celulares proximas a 100. Este mesmo padréo foi

observado para o acido micofendlico, usado como controle.
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O composto X apresentou viabilidades de 80% e 45,5%, nas concentracdes
de 100uM e 200uM, respectivamente. Os dados obtidos permitiram a
determinacdo dos valores de concentracdo inibitéria de 50%das células (ICso)
deste composto como sendo 186uM.

A pomalidomida outro farmaco utilizado como padrdo mostrou-se muito
citotéxico nas concentracdes de 100uM e 200uM. Nestas concentracdes 0s
valores de viabilidade foram de 31,7% e 4,7%, respectivamente.

A associacao fisica do intermediario X e do acido micofendlico mostrou um
comportamento semelhante ao comportamento do X sozinho, nas concentracées
de 100 uM e 200 pM. Apesar disso, essa associacdo apresentou viabilidade
menor de 65% e 44%nestas concentracdes, respectivamente.

O éster ndo apresentou citoxicidade em nenhuma das concentracdes
testadas, enquanto que a associacao fisica do acido micofendlico e do composto
VIl apresentou citotoxicidade significativa em todas as concentracdes testadas que
variou de 32 a 48%, esta associacdo mostrou-se muito citotdxica comparada a
outros compostos testadas.

Assim, através desses resultados de viabilidade celular, foi possivel
determinar as concentracdes a serem utilizadas no teste para determinacédo da
inibicdo das citocinas TNF-a, IL-1B e dosagem de NO no sobrenadante das
culturas de macréfagos. A viabilidade foi superior a 75% para todos 0s compostos
em concentracfes de 50 UM ou inferiores, exceto para o composto |.

6.4. Quantificacdo de TNF-a e IL-1B em macréfagos
murinos

Macréfagos podem contribuir para a rejeicdo em transplantes e em danos
teciduais através de varios mecanismos potenciais: 1) iniciando a resposta imune
através da apresentacdo de antigenos para os linfocitos; 2) promovendo a
resposta inflamatodria através do aumento das citocinas pro-inflamatérias IL-183,
TNF-a; 3) causando dano tecidual diretamente através da liberacdo de o6xido
nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (JOSE et al, 2003). Devido a esta
importancia das citocinas pré-inflamatorias, optamos por avaliar a acdo destes

intermediarios sobre TNF-a e IL-1B.

84



Discussao

O intermediario VII apresentou inibicdo significativa de IL-18 na
concentracédo de 50uM e 12,5uM (32% e 23%, respectivamente). O intermediério
X também apresentou inibicdo significativa nas concentracdes de 25uM e 50uM
(28% e 35%). Os outros intermediarios e a POM n&o apresentaram inibicdo
significativa em nenhuma das concentracfes avaliadas.

A associacdo fisica entre o acido micofendlico e o intermediario X
apresentou inibicdo significativa da liberagdo de IL-13 em relagdo ao controle
positivo (LPS), apenas na concentracdo de 50uM. A associacdo do acido com o
intermediario VIl ndo resultou em inibicdo da producdo de TNF-a em nenhuma
concentracéo testada, mas inibiu a producao de IL-1B na concentracdo de 50uM.

Observa-se que a inibicdo para o TNF-a foi maior nas trés concentracdes
avaliadas para o intermediario X, com inibicbes menores para a IL-1B. As
porcentagens de inibicdo de liberagdo de TNF-a foram: 57,1%, 56,1% e 65,8%,
nas concentracbes de 125 uM, 25 uM e 50 pM, respectivamente. As
porcentagens de inibicdo de liberacdo de IL-13 para o composto foram: 19,5%,
34,5% e 41,2 nas concentracdes de 12,5 uM, 25 uM e 50 uM, respectivamente.

O pro-farmaco sintetizado e testado foi capaz de inibir a concentracdo de
ambas as citocinas TNF-a nas concentragdes 12,5 pM, 25 pM e 50 pM, (13%;
19% e 30%) e a producgéao de IL-1 foi inibida em 55%na concentracdo de 50 pM.

A citocinas IL-13 e o TNF-a consideradas citocinas pro-inflamatorias estao
particularmente envolvidas na fase aguda da resposta imune e promovem a
diferenciacdo de linfécitos em Thl (PATELLA, 2015), contribuem de maneira
significativa na regulacéo da resposta imune.

Em vaérios estudos demonstraram-se que o AM reduziu a liberacdo das
citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1B. Em concentragdes de 10 puM, o &cido
micofenodlico foi capaz de inibir significativamente a producdo de TNF-a
(INGEBORG, 1997). Anteriormente avaliado no nosso laboratorio, observou-que o
acido micofendlico inibiu de forma significativa a liberag&o in vitro de TNF-a nas
concentracgOes de 25; 12,5 e 6,25 uM (BARBIERI, 2014).

Em resumo, ambos ensaios de quantificacdo de citocinas (TNF-a e IL-1p3)

demonstraram que o intermediario X é o mais ativo na modulacdo destas citocinas
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pré-inflamatérias. O pro-farmaco se mostrou promissor para a inibicdo de
liberag&o das citocinas na maior concentracéo testada.
6.5. Inibicdo da Producédo de 6xido nitrico

Uma das principais causas de mau funcionamento do enxerto é a lesdo de
isquemia-reperfusdo afetando negativamente a sobrevida do paciente apdés o
transplante (LEMASTERS, 1995).

As alteracBes hemodinamicas que ocorrem apoés a reperfusdo do enxerto e
as complicactes especificas deste fato podem ser resultado da presenca do éxido
nitrico (ZI-QING et al., 2006).

O NO é uma molécula imunomoduladora que foi proposta como importante
mediador da rejeicdo aguda em aloenxertos (VIJAY, 2003). A correlacdo entre os
niveis de NO e a rejeicdo pode indicar a atividade imunoldgica do organismo do
receptor, ou seja, o aumento dos niveis séricos de NO sinaliza rejeicdo em
transplantes de figado (KUO et al., 1996).

Os compostos foram testados nas concentracbes de 50; 25 e 12,5 uyM e
observou-se que muitos foram capazes de inibir a liberacdo de oxido nitrico. Os
compostos IV, V, VII, VIII, X e Xl, além disso as associacdes fisicas entre o acido
micofendlico e os compostos VIl e X inibiram a liberacdo de NO pelos macro6fagos,
0 composto final foi capaz de inibir a liberacdo de NO nas concentracdes de 50 e
12,5uM.

O pro-farmaco inibiu a producdo de NO, nas concentracfes de 50 e
12,5uM, de 70 e 58%, respectivamente.

Compostos capazes de inibir a producdo de NO no local do transplante
podem contribuir para a prevencdo da rejeicdo do O6rgdo transplantado,
contribuindo para aumentar o sucesso clinico do procedimento.

Observa-se nos resultados obtidos que ha correlagcéo na inibicdo de TNF-a,
IL-18 e NO entre os compostos avaliados, ou seja, compostos que inibiram de
forma significativa a producéo de TNF-a consequentemente inibiram a producao
de IL-18 e NO.

Esta observacdo corrobora com a literatura, pois a producdo de NO é

influenciada pela producdo de TNF-a e IL-1B, ou seja, a inibicdo das citocinas
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deve inibir também a sintese de NO. Porque a producdo de NO ocorre pela
expressdo da o6xido nitrico sintase inducivel (iNOS) (BAKKER et al., 2009). A
expressdo do gene da iNOS é regulada por mecanismos complexos que envolvem

varias citocinas como IL-1p e TNF-a

6.6. Avaliacdo in silico das propriedades fisico-quimicas e
absorcdo intestinal dos intermediarios e do pro-
farmaco.

Segundo dados da Tabela 10 podemos inferir que os intermediarios
apresentam caracteristicas adequadas para absor¢do oral e que estes obedecem
0s parametros recomendados pela regra de Lipinski. Essa regra estabelece que
0S compostos devem possuir: a) peso molécula inferior a 500 Da; b) valores de
logP inferior a 5; ¢) ndo mais que 5 doadores de hidrogénio; d) ndo mais que 10
aceptores de hidrogénio (LIPINSKI et al., 2001).

Devido a baixa biodisponilidade oral do &cido micofendlico, a insercédo de
transportadores com alta lipossolubildade é um fator importante para garantir
melhorias nas propriedades farmacocinéticas dos compostos. Para o farmaco
ativo por via oral, micofenolato de mofetila, o grupo mofetila contribui com
melhorias nos parametros farmacocinéticos. Por isso, este estudo in silicose
justifica para avaliar a contribuicdo dos iintermediarios ftalimilidicos que seréo
usados no pro-farmaco.

Quanto a lipossolubilidade, avaliada pelo logP, verificou-se que os
compostos apresentaram valores que variaram entre 0,14 e 2,02. Para os
regioisomeros sdo observados mesmos valores de logP. O intermediario X
apresentou logP calculado de 1,56. Este resultado permite inferir que este
intermediario contribuirda com incremente de lipossolubilidade nos pro-farmaco
desejado. Neste calculo, os valores de logP sdo determinados pelo método de
fragmentacdo, em que cada subunidade ou grupo funcional é somado
individualmente na contribuicéo final da molécula.

Para os dados de absorgcdo intestinal, o programa usa um modelo

matematico denominado gréafico de signaturas. Este consiste em combinar dados
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depositados em bancos de dados relativos a absor¢cdo de compostos organicos e
avaliar de maneira somatoria o que a contribui¢do individual dos grupos poderia
proporcionar a molécula final. Segundo PIRES e colaboradores — autores deste
estudo — os resultados de absorcdo apresentam boa correlagdo com dados
experimentais. No estudo experimental, considera-se o0 ensaio de absorcéo
usando células Caco-2.

As células Caco-2 é composto de células humanas epiteliais de
adenocarcinoma coloretal cuja células em monocamada sdo amplamente
utilizadas in vitro como modelo de mucosa intestinal humana para prever absorgéo
de farmacos. O modelo do programa pkCSM foi construido utilizando dados
experimentais de 674 compostos ensaiados em células Caco-2 e esta expresso no
logaritmo de permeabilidade aparente (log Papp; log cm/s). O composto é
considerado apresentar alta permeabilidade em células Caco-2 se Papp for maior
que 8 x 10° cm/s. Para o modelo preditivo alta permeabilidade em Caco-2 é
considerado para valores de predicdo superiores a 0.90. A partir desses dados,
estima-se a absorcéo intestinal dos compostos. E considerado pobre ou baixa
absorcdo valores iguais ou inferiores a 30%. Nos calculos deste estudo, foi
identificado que os intermediarios I-XIl apresentaram valores de absorcdo entre
76,75% e 98,59%.

A solubilidade em agua é um dos parametros determinantes para atividade
biolégica dos compostos. O modelo do programa pkCSM possui capacidade
preditiva da solubilidade em agua de compostos organicos. Este foi construido
utilizando dados experimentais de banco de dados de 1708 compostos. No
estudo, verificou-se que a solubilidade em agua expressa como logaritmo da
concentracdo molar (log mol/L) variou de -2,10 a -4,30 log mol/L. Para o
intermediario X observa-se que a solubilidade foi de -3,07 log mol/L, superior ao
intermediario 1l cujo valor foi de -3,21 log mol/L. Destaca-se ainda, que o
intermediario X possui um grupo aril-amina primario que possui Pka ~ 11,5, ou
seja, € um grupo basico que deve estar protonado em pH plasméatico (pH7,4)
aumentando ainda mais a solubilidade deste intermediario comparado ao

intermediario Il — ndo substituido.
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Outros dados identificados no estudo in silico apontam que todos os
intermediarios sdo substratos da glicoproteina P, envolvida no processo de
absorcdo de farmacos. Além disso, a atividade de ser substrato ou inibidor dos
das enzimas hepaticas do citocromo 450 também foi avaliada. Os compostos I, lll,
IV, V, VII, VI, X, XI, Xll e XIll apresentam atividade de inibidores da isoforma
CYP1A2. Apenas o composto IX mostrou-se substrato da isoforma CYP 3A4. Os
compostos | e VI ndo mostram atividade em nenhuma isoforma do citocromo CYP

450. Os intermediarios ndo sdo ainda substratos do transportador OCT2 renal.

89



Referéncias Bibliogréaficas

7. CONCLUSAO

Os resultados desse estudo permitem concluir que:

v" Foram sintetizados 12 intermediarios ftalimidicos, com rendimentos de
45-93%;

v O intermediario | foi 0 mais citotoxico da série com valores de
viabilidade entre 49% e 57% nas concentracdes utilizadas;

v' Os intermediarios IlI, Ill, V, VII, VIII, XI apresentaram-se com
viabilidades celulares préximas a 100%, em todas as concentracdes
testadas;

v' O composto X apresentou viabilidades de 80% e 45,5%, nas
concentracfes de 100 uM e 200 uM, respectivamente;

v' Os compostos mais ativos para a inibicdo de TNF-a sdo os compostos
VeX;

v' A associacdo entre o intermediario X e o acido micofendlico nao
demonstrou inibicdo significativa da producdo de TNF-a nas
concentracOes testadas;

v O intermediario VIl apresentou inibicdo significativa de IL-18 na
concentracdo de 50 pM. Ja o intermediario X apresentou inibicdo
significativa nas concentracdes de 25 uM e 50 pM;

v A associacdo entre o acido micofendlico e o intermediario X
apresentou inibicdo significativa da liberacdo de IL-1B na concentragao
de 50 puM.;

v Embora o intermediario mais promissor nos testes biolégicos foi o X

optou-se pela escolha do intermediario VII para o acoplamento com o
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acido micofendlico e a sintese do pro-farmaco, devido as dificuldades
sintéticas encontradas;

v A reacdo de acoplamento para sintese do pro-farmaco, obteve-se um
rendimento de 19%;

v O pro-farmaco apresentou viabilidade celular que variou 96-100%,
apresentou inibigdo significativa de IL-18 e NO nas trés concentracdes
testadas;

v' O pré-farmaco inibiu a producédo de TNF-a apenas na concentracao
de 50 uM

v Observou-se uma correlagdo nas atividades de inibicdo de TNF-q, IL-
1B e NO dentre os compostos avaliados;

v' Estudos in silico sugerem que o pré-farmaco planejado possui
propriedades fisico-quimicas que poderiam contribuir para o0 aumento

da permeabilidade comparados ao acido micofendlico.
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Anexo |

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Planejamento, Sintese e Avaliagdo
Farmacoldgica de Pré-Farmacos Derivados do Acido Micofendlico Potencialmente
Uteis Como Imunossupressores”, registrada com o Protocolo CEUA/FCF/CAr:
08/2017, sob a responsabilidade da Prof. Dr. Jean Leandro dos Santos — que
envolve a produgdo, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado ad referendum pela Coordenadora da COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da
UNESP em 01 de junho de 2017.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagéo Abril de 2018
Espécie/linhagem/raca Camundongo/Swiss

N° de animais 72

Peso/ldade 25-30g / 4-5 semanas

Sexo Macho

Origem Biotério Cemib-Campinas

Araraquara, 01 de junho de 2017.

(/f%;f{?/( TGN K —

Profa Dra Carla Raquel Fontana Mendonca
Coordenadora da CEUA
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Anexo I

Espectros ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H RMN) e

espectrofotometria na regido do infravermelho.

1. Composto2-(hidroximetil)isoindolin-1,3-diona (intermediario )

Caracterizacao Estrutural

2 0 g
1 2 A4 OH
N
5
0

Infravermelho: v OH=3489 cm™; v C-H aromaético= 3059 cm™; v C-H
alquilico; =2964 cm™ v C=0 imida (simétrico e assimétrico) = 1772 cm™
e 1751 cm™; v C-N-C imida =1394 cm™,

RMN *H (300 MHz; DMSOd6): & 7,78 (dd; J=8,1 Hz) H1; 7,91(dd; J=8,1
Hz); 5,27 ( 2H; s) ppm.
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Anexo I

2. Composto 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolin-1,3-diona)
(intermediério Il)

Caracterizacao Estrutural:

Infravermelho: v OH=3350 cm™; v C-H aromatico= 3082 cm™; v C-H
alquilico;=2937 cm™ v C=0 imida (simétrico e assimétrico) = 1772 cm™ e
1714 cm™; v C=C aromatico= 1654 e 1488 cm™; v C-N-C imida=1381cm’
1.

RMN *H (300 MHz; CDCls): & 7,80 (dd; 1H; J=8 Hz) ; & 7,80 (dd; 1H; J=8
Hz); & 7,95 (dd; 1H; J=8 Hz); & 7,95 (dd; 1H; J=8 Hz); 7,49 (d);
7,41(1H;d;J=7,6Hz);7,37 ( 2H; m); 4,76 (S) ppm.
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Figura 30: Espectro de Infravermelho do Intermediério Il

111



Anexo I

700

Chloroform-d

NOgMm @M N O

NNNNNNNNNN J | 6so
600

550

500

450

400

350

300

250

200

150

100

50

r-50

6.6 6.4 6.2
f1 (ppm)
Figura 31: Espectro de ressonanciamagnética nuclear do Intermediario Il (RMN
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Anexo I

3.

Composto (2-4-(hidroximetil)fenil)isoindolin-1,3-diona
(Intermediério IlI)

Caracterizacao Estrutural

2 10

Infravermelho: v OH=3522 cm™; v C-H aromatico= 3082 cm™; v C-H
alquilico;=2916 cm™; v C=0 imida (simétrico e assimétrico) = 1764 cm™
e 1705 cm™ ; v C=C aromatico= 1600 e 1514 cm™; v C-N-C imida=1388
cm™.

RMN *H (300 MHz; CDCls): & 7,82 (dd; 1H; J=8 Hz) ; 5 7,95 (dd; 1H; J=8

Hz); & 7,47 (d; 2H; J=7,9 Hz); & 7,40 (d; 2H; J=7,9 Hz; 4,57 (s) ppm.
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114



Anexo I

Karina_para £ k450
hidrogenio

T
T 400

350

300

250

200

150

100

50

: 5 4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 6.f6 ( 6.4) 6.2 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 4.0
1 (ppm

Figura 33: Espectro de Infravermelho do Intermediério 11l (RMN *H; 300 MHz;
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Anexo I

4. Composto (2-(4-hidroxietil)fenil)isoindolin-1,3-diona) (intermediario
V)

Caracterizacao Estrutural

Infravermelho: v OH=3522 cm™; v C-H aromatico= 3066 cm™; v C-H
alquilico =2931 cm™; v C=0 imida (simétrico e assimétrico) = 1768 cm™
e 1708 cm™; v C=C aromatico= 1515 e 1471 cm™; v C-N-C imida=1388
cm™.

RMN H (300 MHz: CDCly): & 7,82 (dd; 1H; J=8 Hz): 7,95 (dd; 1H; J=8
Hz): & 7,36 (dd; 2H; J=7,9 Hz): & 7,39 (dd): & 7,39 (dd); 2,94(t) e

3,91(t)ppm.
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Figura 34: Espectro de Infravermelho do Intermediario 1V
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Figura 35: Espectro de Infravermelho do Intermediario IV (RMN *H; 300

MHz;CDCly).
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Anexo I

5. Composto 2-(2-(hidroximetil)fenil)isolin-1,3-diona) (intermediario V)

Caracterizacao Estrutural:

Infravermelho: v OH=3522 cm™: v C-H aromético= 3065 cm™; v C-H

alquilico;=2931 cm™; v C=0 imida (simétrico e assimétrico) = 1768 cm™

e 1708 cm'l;\l C=C aromatico= 1541 e 1471 cm™ ;v C-N-C imida=1388

cm™,

RMN *H (300 MHz; DMSOdg): d 7,82 (dd; 2H; J=8 Hz) ; & 7,95 (dd; 2H:;
J=8 Hz); 6 3,5 (s; 2H); 8 7,37 € 7,40 (m e 4H)
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Figura 36: Espectro de Infravermelho do Intermediario V
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Figura 37: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do intermediario V (RMN
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Anexo I

6.Composto 2-(hidroximetil)-4-nitroisoindolin-1,3-diona (intermediario VI)

Caracterizacao Estrutural

NO,

Infravermelho: v OH=3361 cm™; v C-H aromatico= 3046 cm™; v C-H
alquilico;=2775 cm™; v C=0 imida (simétrico e assimétrico) = 1757 cm™
e 1624 cm™; v C=C aromatico= 1447 cm™ ; v C-N-C imida=1396 cm™; v
N-O nitro= 1593 cm-".

RMN H (300 MHz; DMSOde): & 8,65 (dd; 1H: J=8,5 Hz) ; & 8,18
(d;J=8,2 Hz); 6 8,55 (d; 1H; 8,5Hz); 6 5(d, 1H) € 6,5 (t e 1H).
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Figura 38: Espectro de Infravermelho do intermediario VI
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Figura 39: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do intermediario VI (RMN

'H: 300 MHz; DMSOd6).
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Anexo I

7.Composto 2-(3-hidroximetil)fenil)-4-nitroisoindolin-1,3-diona
(intermediério VII)
Caracterizacao Estrutural:

0 ——OH

NO,

Infravermelho: v OH=3462 cm™; v C-H aromatico= 3130 cm™; v C-H
alquilico;=2890 cm™; v C=0 imida (simétrico e assimétrico) = 1764 cm™
e 1626 cm™ ; v C=C aromaético= 1476 cm™ ; v C-N-C imida=1313 cm™ ;
VN-O nitro= 1563 cm™.

RMN H (300 MHz DMSOd6): & 8,35 (dd; 1H: J=7,8 Hz) : & 8,12
(t;1H;J=8Hz); & 8,25 (d; 1H; 8 Hz); & 7,40-7,47 (m, 3H); 7,55 (d e 1H)e
5,14 (s).
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Anexo I

Figura 40: Espectro de Infravermelho do intermediério VII
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Figura 41: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do intermediario VIl

(RMN *H; 300 MHz; DMSOd6).
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Anexo I

8.Composto 2-(4-(hidroximetil)fenil)-4-nitroisoindolin-1,3-diona
(Intermediério VIII)

Caracterizacao Estrutural

NO,

Infravermelho: v OH=3618 cm™; v C-H aromatico= 3120 cm™; v C-H
alquilico =2964 cm™; vC=0 imida (simétrico e assimétrico) = 1797 cm™ e
1625 cm™; v C=C aromatico= 1477 cm™; v C-N-C imida=1304 cm™; v N-
O nitro= 1566 cm™.

RMN *H (300 MHz; DMSOd6): & 8,34 (d: 1H; J=8,34 Hz); & 8,11 (dd:1H:
J=8,2 Hz): & 8,25 (d: 1H: 8,3 Hz); & 7,47 (dd, 2H,J=7,4 Hz):5 7,38 (dd,
2H, 7,43 Hz); & 4,56 (d; 2H)e 85,31;(t; 1H).

3 n
& “
o ~
N <
T =
By =

——3000.36

2817.31
—2158.14
— 2027.58
— 1768.40

r0.95

0.90

! 0.85

r0.70

0.65

r0.60

r0.55

0.50

r0.45

r0.40

r0.35

-0.30

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3900 3700 3500 3300 3100 2900 2700 2500 230f? ( 2%00 1900 1700 1500 1300 1100 900 700 500
ppm

124



Anexo I

Figura 42: Espectro de Infravermelho do intermediéario VI
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Figura 43: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do intermediério VIII

(RMN H; 300 MHz; DMSOd6).
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Anexo I

8. Composto 2-(4-(2-hidroximetil)fenil)-4-nitroisoindolin-1,3-
diona(lntermediario 1X)

Caracterizacao Estrutural:

0
3 10
4 6 9 OH
N—< >—/
8
!
5 7
o}

NO,

Infravermelho: v OH=3353 cm™; v C-H aromatico= 3112 cm™; v C-H alquilico

=2984 cm™; v C=0 imida (simétrico e assimétrico) = 1762 cm™ e 1624 cm™; v C=C
aromatico= 1403 cm™; v C-N-C imida=1364 cm™; v N-O nitro= 1567 cm™.

RMN H (300 MHz; DMSOdS6): & 8,34 (d:; J=8,2 Hz); & 8,10 (dd:1H:J=8,2 Hz); &
8,24 (d; 1H; 8,2 Hz): & 7,37 (dd, 2H,J=7,8 Hz):5 7,33 (dd, 2H, 7.8 Hz): & 2,78 (t;
2H)e & 3,66 (q; 2H) e & (4,71, t e1H).
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Figura 44: Espectro de Infravermelho do intermediario IX
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Figura 45: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do intermediéario IX (RMN

'H; 300 MHz; DMSOd6).
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Anexo I

9. Composto 4-amino-2-(3-(2-hidroxietil)fenil)isoindolin-1,3-
diona(intermediério X)

Caracterizacao Estrutural

NH,

Infravermelho: v OH=3542 cm™; v C-H aromatico= 3132 cm™; v C-H
alquilico;=2945 cm™; v C=0 imida (simétrico e assimétrico) = 1798 cm™ e 1648 cm’
-y C=C aromatico= 1421 cm™ ; v C-N-C imida=1390 cm™ ; v N-H amina= 3370 e
3466 cm™.

RMN H (300 MHz; DMSOd6): & 7,03-7,06 (m: 2H); & 7,35 (m; 2H); & 7,03-7,06 (m;
OH): § 7,43-7,52 (M:2H):5 7,35 (M, 1H):5 7,26 (d; 1H;J=7.7 Hz); 5 4,55 (d; 2H)e &
5,32 (t) ppm.
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Figura 46: Espectro de Infravermelho do Intermediario X
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Figura 47: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do intermediario X(RMN
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Anexo I

10.Composto 4-amino-(2-(4-(2-hidroxietil)fenil)isoinolin-1,3-
diona (intermediério XI)

Caracterizacao Estrutural

NH,
1

Infravermelho: v OH=3480 cm'l; v C-H aromético= 3147 cm'l; v C-H

alquilico;=2888 cm™; v C=0 imida (simétrico e assimétrico) = 1768 cm™ e 1642

cm; v C=C aromatico= 1477 cm™; v C-N-C imida=1289 cm™ ; v N-H amina= 3054

cm™,

RMN H (300 MHz; DMSOd6): & 7,31 (d; 1H) ; & 8,03 (m); & 7,55-7,67 (m:3H); & e

0 5,09 (s,1H) ppm.
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Figura 48: Espectro de Infravermelho do intermediério XI.
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Figura 49: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do intermediario XI(RMN

'H: 300 MHz; DMSOd6).
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Anexo I

11.Composto 4-amino-2-(4-(2-hidroxietil)fenil)isoindolin-1,3-

diona (intermediério XIlI)

Caracterizacao Estrutural

Infravermelho: v OH=3514 cm™; v C-H aromatico= 3420 cm™; v C-H alquilico

=2982 cm™; v C=0 imida (simétrico e assimétrico) = 1723 cm™ e 1649 cm™;v C=C

aromatico= 1448 cm™; v C-N-C imida=1392 cm™ : v N-H amina= 3383 cm™.

RMN 'H (300 MHz; DMSOd6): & 7,03-7,07 (m) : & 7,51 (dd, 7,5 Hz); & 7,03-7,07

(m); & 7,28-7,36 (m); 2,78 (t, 2H); 3,67 (g, 2H) e d 4,71 (t,1H) ppm.
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Figura 50: Espectro de infravermelho do Intermediario XII.
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Figura 51: Espectro de Ressonéancia Magnética Nuclear do intermediéario XlI
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Anexo I

12.Pr6-Farmaco

o) OH \/@\ o)
o
= .

OCH, g

CHj
O,N

(£)-3-(4-nitro-1,3-dioxoisoindolin-2-il)benzil 6-(4-hidroxi-6-methoxi-7-metil-3-oxo-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il)-4-metilhex-4-enoato

Infravermelho: v OH (fenélico)=3445 cm: v C-H aromatico= 3420 cm™; v C-H
alquilico;=2929 cm™; v C=0 imida (simétrico e assimétrico) = 1780 cm™ e 1649
cm™:v C=C aromatico= 1440 e 1610 cm™; v C-N-C imida=1357 cm™; v C=0 éster=
1750; 1715 e 1610cm™; v C-O-C= 1114 cm™,

RMN H (300 MHz; DMSOdS6): 5 8,24-8,34 (m) ; & 7,39 (dd, 7,5 Hz); & 7,39-7,50
(M): 5,22 (t, 2H): 5,08 (t, 2H) e & 3,66 (t,2H) ppm; & 2,05 (t,2H) ppm:5 1,76 (t,3H)
ppm.
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Figura 52: Espectro de infravermelho do pro-farmaco.
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Figura 53ectro de Ressonancia Magnética Nuclear do pro-farmaco (RMN *H; 300 MHz;

DMSOd6).
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Anexo I

Ensaios Biologicos

Tabela 13: valoresde viabilidade celular (%)

Compostos Viabilidade celular (%
Concentracéao 6,25 12,5 25 50 100 200
(UM)

I 49,64* 54,57* 57,01* 56,56* 51,77* 50,75*
I 99,40 99,60 99,43 99,84 99,13 98,71
11 98,43 98,95 97,97 98,03 98,16 95,63
\Y 95,86 73,51* 74,28* 81,87 71,81* 71,73*
\Y 97,91 99,06 97,30 98,33 99,37 98,50
\i 100 100 100 100 100 99,41
VIl 100 100 100 95,95 90,71 81,64

VIl 100 100 100 100 100 100
IX 82,26 76,83* 68,16* 58,15* 48,32* 49,93*
X 100 98,99 92,10 91,65 80,91* 45,45*
Xl 94,57 94,08 95,52 98,20 94,84 93,24
Xl 100 99,47 96,01 93,15 96,04 88,69
X+AM 90,80 95,96 91,36 90,81 65,92* 44,33*
Vil+ AM 62,98* 59,97* 54,19* 55,45* 64,83* 64,67*
Ester 100 100 99,33 99,87 100 96,02
AM 92,37 100 100 96,14 97,31 86,45
POM 96,97 100 100 99,95 31,75* 4,62*

*valores estatisticamente significativos em relacdo ao CN (meio RPMI) (100% de viabilidade).
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Anexo I

Tabela 14:valores de producdo de TNF-a (pg/mL) em macrofagos murinos

Compostos TNF-a (pg/mL)
Concentragéo 12,5 25 50 LPS
(u:\/l)
Il 1438,94 | 1353,51 | 1553,73 | 1601,55
[l 1674,36 | 1685,11 1570 1601,55
I\ 899,7* | 920,02* 1039 1601,55
V 708,05* | 798,1* | 917,23* | 1601,55
VI 1400,45 | 1249,9 1226,7 | 1601,55
VIl 1447,5 | 1154,6* | 1058,94* | 1601,55
VIl 1739,37 | 1600,77 | 1536,8 | 1601,55
IX 1280,6 | 1156,9 | 810,02* | 1601,55
X 707,65* | 723,22* | 565,17* | 1601,55
XI 1319,65 | 1512,18 | 1458,7 | 1601,55
XII 1577,2 | 1545,6 1500 1601,55
X+AM 1479,4 | 1621,9 1771,2 | 1601,55
VII+AM 1629,5 | 1347,8 1401,1 | 1601,55
AM 821,08* | 850,78* - 1601,55
POM 1682,79 | 1720,4 | 1559,17 | 1601,55
Pro-farmaco 1406,13 | 1303,17 | 1128,67* | 1601,55

*valores estatisticam

.Tabela 15: valores de producdo de IL-1B (pg/mL) em macréfagos murinos

ente significativos em rela¢éo ao LPS.

Compostos IL-18 (pg/mL)
Concentracéao 12,5 25 50 LPS
(u:\/l)
Il 1610 1547 1640 | 1460,64
[l 1346 1649 1277 | 1460,64
I\ 1031* 1002* 1312 | 1460,64
V 1450 1597 1202 | 1460,64
\ii 1245 1271 1401 | 1460,64
VIl 1134* 1263 1000* | 1460,64
VIII 972* 1088* 1171* | 1460,64
IX 1132 1271 1237 | 1460,64
X 1282 1047~ 937* | 1460,64
Xl 1626 1306 1172* | 1460,64
Xl 1148 1276 1281 | 1460,64
X+AM 1653 1437 1027* | 1460,64
VII+AM 1240 1177 734* | 1460,64
AM 1280 1230 - 1460,64
POM 1383 1270 1301 | 1460,64
Pro-farmaco 1023* 1086* 671* 1460,64

*valores estatisticamente significativos em relagao ao LPS.
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Tabela 16: valores de producédo de NO (umol) em macroéfagos murinos.

Compostos NO
Concentracao 12,5 25 50 LPS | **CN
(u:\/l)

Il 12,34 13,51 16,04 17,44 1,821
[l 12,82 13,58 14,09 17,44 1,821
\Y% 11,16* 10,99* 11,50* 17,44 1,821
V 13,61 8,33* 6,44* 17,44 1,821
VI 14,92 15,25 15,73 17,44 1,821
VIl 12,81 12,61 9,48* 17,44 1,821
VIl 11,16* 10,99* 11,50* 17,44 1,821
IX 13,26 14,96 16,04 17,44 1,821
X 7,15* 6,74* 6,88* 17,44 1,821
XI 11,43* 10,15* 9,58* 17,44 1,821
XIl 11,07* 11,88* 9,75* 17,44 1,821
X+AM 9,61* 8,90* 9,15* 17,44 1,821
VII+AM 14,55 15,72 10,02* 17,44 1,821
Pro-farmaco 12,20* 15,23 10,10* 17,44 1,821
AM 18,11 13,83 16,69 17,44 1,821
POM 17,34 17,71 16,63 17,44 1,821

*valores estatisticamente significativos em relacdo ao LPS.

*CN meio RPMI
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