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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é a doenca hematolégica hereditaria cronica de maior
prevaléncia no Brasil, causada por uma mutagdo pontual no gene da B-globina,
levando as hemacias a adquirirem formato de foice quando em estado
desoxigenado. Essa alteracdo estrutural causa aumento da adeséao celular, hipdxia
local, vaso-ocluséo e altera¢des na coagulacdo. O quadro clinico dos pacientes é
diversificado, predominando a dor causada pelo processo inflamatério agudo e
cronico, além de complicacdes que podem ocasionar infarto de tecidos e 6rgaos,
levando a morte. O Unico farmaco aprovado pelo FDA disponivel para o tratamento
da doenca é a hidroxiuréia (HU), mas, devido a sua toxicidade, tém sido
intensificadas as buscas por novas possibilidades terapéuticas. O fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) € uma citocina pré-inflamatoria presente em grande quantidade
nos pacientes portadores da doenca, e o O6xido nitrico pode contribuir para
vasodilatacdo e protecdo vascular. Assim, propds-se a sintese e avaliagdo
farmacoldgica de candidatos a farmacos para o tratamento da AF, desenhados com
0 proposito de apresentar propriedades inibidoras do TNF-a e doadoras de éxido
nitrico (NO). Foi avaliada a estabilidade quimica dos compostos sintetizados, em
agua, pH 1,2 e pH 7,4, sendo o Composto Il o0 mais estavel tanto em pH acido como
em agua. Em pH basico, todos os compostos se mostraram instaveis. Os compostos
[l e VI apresentaram uma maior inibicdo da agregacdo plaquetéria, atividade
também atribuida a capacidade de doacdo de NO. O composto Il foi o Unico a
mostrar-se inibidor de TNF-a e IL-1B, em todas as concentragcbes avaliadas, e,
também, mostrou-se inibidor de NO, no teste induzido por LPS. Diante de todos os
ensaios realizados, o composto Il € o mais promissor candidato a farmaco, entre os

compostos sintetizados, para o tratamento dos sintomas da anemia falciforme.
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INTRODUCAO

1.1. Histérico

A anemia falciforme (AF) foi descrita primeiramente em 1910, por James
Herrick, médico cardiologista nos EUA, apdés um caso em um estudante de
odontologia que apresentava um quadro de anemia, Ulcera dos membros inferiores e
complicacbes pulmonares. As hemacias do estudante foram descritas como
alongadas e em forma de foice, e 0s sintomas foram associados com casos ja
descritos ha séculos na Africa, porém, era um mal desconhecido até entio
(HERRICK, 1910; HERRICK, 1924).

Linus Pauling, em 1945, foi o primeiro a considerar a hipétese de que a nova
doenca fosse originada a partir de uma anormalidade na molécula de hemoglobina
(Hb). Tal hipétese foi entdo confirmada em 1949 através da demonstragdo da
migracdo diferencial da Hb normal de um adulto, a HbA e daquela anormal, em
forma de foice, a HbS, por eletroforese em gel, em ambos os estados, oxigenado e
desoxigenado. Assim, demonstrou-se que existe uma diferenca no nimero ou tipo
de grupos ionizaveis entre as duas hemoglobinas (PAULING et al., 1949).

Ainda no mesmo ano, em 1949, verificou-se que era uma doenca genética de
heranca autossémica recessiva, sendo a AF a expressao homozigota, e o trago
falciforme, a heterozigota (NEEL, 1949).

Janet Watson, concomitantemente, previu a importancia da Hb fetal (HbF),
apoOs constatar que o tempo para 0 aparecimento dos sintomas em recém-nascidos
era maior do que nas maes que apresentavam a doenca, fazendo uma correlacao

benéfica com os maiores niveis de HbF circulantes (WATSON et al., 1948).
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Em 1954, Vernon Ingram demonstrou que a diferenca existente entre a cadeia
polipeptidica da Hb de individuos normais e daqueles com HbS estava em um anico
residuo de aminoacido. A HbA contém acido glutamico, enquanto a HbS contém
valina na mesma posicao 6 da cadeia da B-globina (INGRAM, 1958). Finalmente, em
1960, Perutz decifrou entdo a estrutura molecular da hemoglobina e sua funcéo.

(PERUTZ, 1960).

1.2. Origem e Epidemiologia

Anualmente, aproximadamente 330 mil criangas nascem com algum tipo de
hemoglobinopatia no mundo e, dessas, em torno de 250 mil sdo portadoras da
anemia falciforme. Estima-se ainda que 85% dos portadores dessa enfermidade
estejam localizados no continente africano, seguido pela india (AYGUN E ODAME,
2012, SARAF et al., 2014).

A AF é a doenca hematoldgica hereditaria de maior prevaléncia no Brasil e,
segundo o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), cerca de 3.500
criangas nascem no pais anualmente com a doenca e 200.000 possuem o traco
falciforme (FELIX et al., 2010).

Cerca de 8% dos afro-americanos sdo portadores do gene da anemia
falciforme, e estima-se que vivam cerca de 100 mil pessoas nos Estados Unidos da
Ameérica (EUA) com a doenca, havendo pelo menos 75 mil hospitaliza¢gées custando
mais de 500 milhdes de dolares anualmente para o tratamento de complicacbes
relacionadas a doenca. (SARAF et al., 2014; GEE, 2013).

Acredita-se que a doenca tenha surgido entre os periodos paleolitico e

mesolitico, em paises do centro-oeste africano, india e leste da Asia (WHO, 1982).
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Havia entre as tribos do continente africano o habito de tatuar os portadores da
doenca como uma maneira de identifica-los (RUIZ, 2007).

A antiga distribuicdo geografica da doenca ocorria nas regiées tropicais e
subtropicais do mundo. Este fato pode ser explicado pela hipétese de que os
portadores heterozigoticos falcémicos dessas regifes possuiam uma protecao
contra as infeccdes endémicas de malaria. A Africa e a india s&o palco de grande
morbidade e mortalidade por essa doenca, e a forte selecdo natural ocorrida nessas
regibes culminou com a disseminacdo do traco falcémico em grande parte da
populacdo. Este foi o primeiro fator de protecdo descrito para malaria, embora o
mecanismo dessa acgdo protetora nao tenha sido completamente elucidado

(WILLIANS et al., 2005).

Figura 1. Distribuicdo geografica mundial da freqiiéncia de HbS e sua correlagdo com as areas onde
a malaria é endémica.

Froquincia de MbS [rsdemicsdade di Ml
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(Fonte: Adaptado de PIEL et al., 2013; PIEL et al., 2010.)

No Brasil, o intenso trafico de escravos africanos introduziu a HbS no pais
desde meados de 1550 e, apds a abolicdo da escravatura, quando se intensificaram
0S movimentos migratorios para as diversas regides do pais, houve uma grande
miscigenacao racial, que € caracteristica até hoje, e o gene anormal foi amplamente

disseminado entre os brancos (RUIZ, 2007).
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A distribuicdo de individuos com traco falciforme em nosso pais se da de
maneira heterogénea, sendo mais predominante nas regides Norte e Nordeste,
chegando a acometer de 6% a 10% da populacdo afro-descendente. Nas regides
Sul e Sudeste a prevaléncia € menor, sendo de cerca de 2% a 3%. A estimativa € de
gue existam aproximadamente 30.000 pessoas com anemia falciforme no pais

(CANCADO E JESUS, 2007).

1.3. Um problema de Saude Publica

Uma vez que a populagdo brasileira € considerada mestica, a AF passou a
ser considerada uma questdo de saude publica, e, em virtude da intensa luta social
em prol de um tratamento igualitario e acessivel a todos, as politicas publicas em
torno da atencdo aos pacientes portadores da doenca resultaram na criagao de
medidas importantes que ratificam o principio de equidade do Sistema Unico de
Saude (SUS) no Brasil (CARVALHO et al., 2014).

Em 2001, foi criado o PNTN, mediante a Portaria n°822 do Ministério da
Saude, incluindo a triagem para hemoglobinopatias, que se da pelo teste de
eletroforese de hemoglobina, representando um reconhecimento da importancia
desse grupo de doencas como um problema de saude publica no Brasil. (BRASIL,
2001).

Em 2005 foi publicada a Portaria n°® 1.391, que instituiu, no ambito do Sistema
Publico de Saude, as diretrizes para a Politica Nacional de Atencéo Integral as
Pessoas com Doenca Falciforme e outras Hemoglobinopatias. (BRASIL, 2005)

Foram grandes os beneficios trazidos com a instituicdo dessa triagem, a

comecar pela igualdade de direito a todos os recém-nascidos de se realizar a
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investigacdo da presenca da AF, independentemente de origem geografica,
ancestralidade e classe socioeconémica (RAMALHO et al., 2003).

Além de um diagnostico precoce, € fundamental que persista politicas
publicas destinadas a toda populacdo, e uma capacitacdo adequada dos
profissionais de salude para que a orientacdo dada sobre a conduta no tratamento
seja correta. Assim, a morbimortalidade da doenca tende a diminuir e 0 paciente
pode ser prontamente inserido em programas multidisciplinares, recebendo cuidados
preventivos para uma melhoria na sua qualidade e aumento da expectativa de vida,
gque atualmente é de cerca de 30 anos no Brasil (CARVALHO et al., 2014; BRASIL,

2009).

1.4 Fisiopatologia
1.4.1. Ambito celular e molecular

A AF é uma doenca crbnica, de transmissdo autossdmica recessiva,
caracterizada por uma mutacdo pontual no sexto cédon do gene da B-globina, onde
h&a a substituicdo de uma base nitrogenada adenina por uma timina (GAG - GTG),
resultando na troca de um acido glutdmico por uma valina na superficie da cadeia B-
globina variante (Bs-globina) (CANCADO et al., 2009; GUIMARAES et al 20009;
CHIRICO E PIALOUX, 2012). Essa alteracdo € suficiente para gerar uma
modificacdo na estrutura da molécula de Hb (MALOWANY & BUTANY, 2012;
GALIZA NETO & PITOMBEIRA, 2003).

A Hb humana normal (HbA) é uma estrutura tetramérica contendo dois pares
de subunidades polipeptidicas idénticas, cada uma codificada por uma familia
diferente de genes. As duas cadeias polipeptidicas sdo denominadas a e [,

constituindo a Hb majoritaria no adulto, a HbA (a2B2) (FRENETTE & ATWEH, 2007).
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Durante a vida fetal, o tipo predominante de Hb é a HbF, que contém duas
subunidades a e duas y (azy2) (FRIEDRICH, 2011). Ap6s o nascimento, ha uma
substituicdo gradual de HbF a HbA, e os pacientes com distlrbios dos genes de B-
globina come¢am a manifestar as caracteristicas clinicas de suas doencas quando é

concluida essa troca (Figura 2) (FRENETTE & ATWEH, 2007).

Figura 2. Diferengas nas cadeias polipeptidicas da HbF e HbA.
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(Fonte: Adaptado de FRENETTE & ATWEH, 2007)

A molécula de Hb que sofreu a alteracéo estrutural recebe a denominacao de
HbS, e possui diferencas fisico-quimicas significativas quando comparada com a Hb
normal. Tais diferencas ocorrem devido a perda de cargas elétricas, ocasionadas
pela substituicdo do acido glutamico pela valina no gene da 3-globina, fazendo com
gue a heméacia sofra deformacéo e enrijecimento de sua membrana celular. O acido
glutdmico é carregado negativamente, enquanto a valina € um aminoacido neutro.
Esses fatores faciltam a polimerizacdo das moléculas de HbS quando
desoxigenadas, fazendo com que se organizem em longos polimeros de filamentos
duplos, que por sua vez podem se arranjar em feixes paralelos, conferindo o aspecto
de foice observado por microscopia eletrénica (Figura 3) (GALIZA NETO &

PITOMBEIRA, 2003; ZAGO, 2007).
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Figura 3. Diferenca estrutural da hemécia falciforme em relagdo & hemécia normal.

(Fonte: FRIEDRICH, 2011)

O fenbmeno da falcizacdo, porém, ocorre quando ha a soma de algumas
condicdes, devendo as moléculas de HbS estar, além de desoxigenadas, em
elevada concentracdo, e sofrer um retardo na circulagdo, pois, caso ocorra uma
oxigenacao rapida, elas adquirem conformag¢do normal novamente. Esse processo
ocorre de maneira heterogénea, predominando em determinados 6rgaos, como é o
caso do baco, que possui grande quantidade de heméacias falciformes (ZAGO,
2007).

As alteracbes causadas pela formacéao dos polimeros de HbS sao variadas,
tais como aumento do calcio intracelular e de membrana, efluxo de potassio,
desidratacdo, aumento da densidade dos eritrocitos e deformabilidade, além de
exposicdo de moléculas de adesdo na membrana celular, fatores que podem
culminar na hemolise cronica das hemécias (Figura 4) (ZAGO, 2007).

A adesé@o de eritrécitos a membrana celular € o inicio da amplificacdo das
alteracdes moleculares para os tecidos e 06rgaos, podendo causar obstrucdo e
hipoxia local, além de agravar os fendémenos inflamatérios. Ocorrem ainda
alteracdes na coagulacdo e recrutamento de células inflamatérias (granuldcitos e

monaocitos) (ZAGO, 2007).
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Figura 4. Fisiopatologia da anemia falciforme.
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Os eritrdcitos falciformes expressam uma maior quantidade de moléculas de
adesdo, sendo algumas delas, inclusive, expressas somente pelos reticuldcitos,
células jovens presentes em maior quantidade em pacientes com AF, tendo
importante papel na propagacdo de fendmenos vaso-oclusivos. A fosfatidil-serina
(PS) é uma molécula de adesao que proporciona aos eritrocitos uma capacidade
trés vezes maior de adesao celular, e tem sido relacionada a geracao de trombina,
necessaria para formacao de coagulos de fibrina, com papel fundamental na cascata
de coagulacao desencadeada durante a crise vaso-oclusiva (HEBBEL, 1997).

O processo vaso-oclusivo gera um quadro de isquemia que pode culminar em

infarto tecidual e, além disso, é o responsavel pelos sintomas clinicos da doenca,
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como as crises algicas, sindrome toracica aguda e nefropatia. O ciclo de isquemia
seguido de reperfuséo gera leséo tecidual e causa estresse oxidativo e inflamataorio.
O recrutamento de células inflamatorias devido a inflamacédo que se instala
no paciente culmina na liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como o fator de
necrose tumoral a (TNF-a), que estimula a producédo de radicais livres e de outras
citocinas, como as interleucinas (IL-1B, IL-6 e IL-8) e prostaglandina E, (PGE)),
agravando ainda mais o processo vaso-oclusivo (WOOD et al., 2005; SANTOS,

2007).

1.4.1.1. O papel do TNF-a e de outras citocinas pro-
inflamataorias

O TNF-a é uma citocina pleiotrépica com importante atividade proé-inflamatoria
e imunoreguladora. E secretado primariamente por mondcitos e macréfagos ativados
em resposta a estimulos inflamatorios, podendo ser produzido também por linfocitos
T e por células natural killer (NK) (CESSAK et al., 2014; SANTOS, 2007).

Em baixas concentragdes fisioldgicas, é responsavel por manter as defesas
do organismo frente a infeccbes, porém, em niveis elevados, causa inflamacéo e
leséo tissular (CESSAK et al., 2014).

O TNF-a, juntamente com a IL-1B, quando secretados pelos mondcitos,
sinalizam o NF-xB, fator de transcricdo endotelial, a produzir mais citocinas e
guimiocinas, tais como IL-6, IL-8 e o fator de ativacdo plaquetaria (PAF). A IL-6
liberada nos locais de vaso-oclusdo estimula a producédo hepatica de reagentes de
fase aguda, tais como a proteina C reativa e o fibrinogénio e, a alteracdo das

propriedades anticoagulantes do endotélio vascular somada ao aumento de PAF
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pode dificultar a circulagdo e aumentar a resisténcia do fluxo sanguineo (HUSSE,
2014).

O TNF-a promove, ainda, um aumento nas propriedades quimiotaticas,
aumentando a aderéncia de neutréfilos no endotélio vascular, que sédo estimulados a
degranular devido a presenca de IL-8. Os neutrofilos ativados contribuem com o
estresse oxidativo, liberando enzimas proteoliticas e espécies reativas de oxigénio
(ROS), tais como superoxido e peroxido de hidrogénio (HUSSE, 2014).

Assim, € nitida a contribuicdo do TNF-a para o agravamento das crises vaso-
oclusivas e da inflamacdo na AF, uma vez que 0s pacientes apresentam niveis
elevados dessa citocina circulante (MALAVE et al., 1993). Além disso, suas
concentragfes séricas possuem uma correlacdo inversa com a quantidade de HbF
no paciente, conforme comprovado por Malavé e colaboradores (1993). Sua inibicao
pode representar uma estratégia terapéutica para prevencdo de complicacdes

vasculares e inflamatorias da AF.

1.4.1.2. Inibidores de TNF-a

Os farmacos inibidores de TNF-a sao representados por anticorpos
monoclonais neutralizantes, inibidores da enzima conversora do TNF-a (TACE) e
determinadas substéncias relacionadas estruturalmente a talidomida.

A talidomida (a-[N-ftalimido]-glutarimida), um derivado sintético do acido
glutamico, sintetizada na Alemanha em 1954, foi, por muito tempo, considerada um
bom farmaco hipnético sedativo, com propriedade anti-emética rapidamente
difundida na Europa, Australia, Asia e América do Sul (BARTLETT et al., 2004).
Ficou popular por ndo causar dependéncia e promover poucos efeitos adversos

(LIMA et al.,, 2006), sendo utilizada para prevencdo de nduseas em mulheres
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gravidas. Porém, foi observada a ocorréncia de malformacdes congénitas
(focomegalia) nos fetos devido a sua utilizagcdo continua no primeiro trimestre da
gravidez, sendo entéo retirada do mercado na década de 60 (ITO & HANDA, 2012).

Em 1965, apesar da teratogenicidade causada pela talidomida, o médico
dermatologista israelita Jacob Sheskin observou acentuada reducdo da dor
associada ao processo inflamatério presente na hanseniase com o0 uso desse
farmaco, identificando entdo suas propriedades anti-inflamatérias (LIMA et al., 2001;
LIMA et al., 2006). Em 1998, ela foi aprovada pelo FDA para o tratamento da
hanseniase.

Os efeitos anti-inflamatérios observados foram, posteriormente, atribuidos a
sua capacidade de inibir a sintese de TNF-a produzido por macréfagos ativados,
conforme demonstrado primeiramente por Sampaio e colaboradores (1991). O TNF-
a é importante no processo de hiperalgesia periférica, e sua inibicdo esta
relacionada a reducédo da dor, justificando, assim, os efeitos analgésicos periféricos
da talidomida (RIBEIRO et al 2000).

A molécula de talidomida (Figura 5) consiste em dois sistemas de anéis, 0
anel ftalimidico e o anel glutarimidico. Ela possui dois isbmeros opticamente ativos,
R(+) e S(-), que podem formar uma mistura racémica no organismo (MULLER et al.,
1996; BARTLETT et al., 2004). Estudos de relacdo estrutura-atividade
demonstraram o carater farmacoférico da subunidade ftalimidica (SHIBATA, 1995),
nao so para atividade anti-inflamatéria, como também imunomoduladora (BORGES
& FROEHLICH, 2003), atribuindo-se a ela a ac¢do anti-TNF-a (LIMA et al., 2002). A
subunidade glutarimidica € a responsavel pelos efeitos teratogénicos da molécula

(LIMA et al., 2002).
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Figura 5. Férmula estrutural de talidomida, com destaque para a o anel ftalimidico.

Talubomida

(Fonte: proprio autor)

Com isso, a busca por analogos de talidomida, contendo apenas a
subunidade ftalimidica em sua estrutura, sem a toxicidade causada pelo anel
glutarimidico, representa novas possibilidades terapéuticas para o tratamento de
doencas onde ocorre o aumento dos niveis plasmaticos de TNF-a, como é

observado na AF.

1.4.1.3. Oxido nitrico

As células endoteliais participam fortemente da manutengcdo da hemostasia
do organismo, produzindo 6xido nitrico (NO), importante vasodilatador que regula o
ténus vascular. O NO é um radical livre, gasoso, inorganico e incolor (DUSSE et al.,
2003), e sua sintese (Figura 6) resulta da oxidacdo da L-arginina pela enzima éxido
nitrico sintase (NOS), a qual é agrupada em duas categorias de isoformas, a
constitutiva (cNOS) e a induzivel (INOS). A constitutiva compreende a neuronal
(nNOS) e a endotelial (eNOS), que esta presente geralmente nas células endoteliais
vasculares e nas plaquetas (CHELUCCI, 2013; SPARKENBAUGH & PAWLINSKI,

2013).



Figura 6. Representacdo esquematica da biossintese de NO.
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(Fonte: Adaptado de DUSSE et al., 2003)

No interior do musculo, ele interage com o ferro do grupo heme da enzima
guanilato ciclase (GC), acarretando em uma alteragdo da conformacdo desta
enzima, tornando-a ativa (GCa). Ela entdo catalisa a saida de dois grupamentos
fosfato da molécula de guanosina trifosfato (GTP), formando a guanosina
monofosfato ciclica (GMPc). O aumento de GMPc é responsavel pelo relaxamento
muscular, que envolve a diminuicdo da entrada do fon Ca®* na célula
(SPARKENBAUGH & PAWLINSKI, 2013).

Ao sair da célula endotelial, 0 NO pode também penetrar nas plaquetas, e de
maneira semelhante ao que ocorre no musculo, gerar aumento de GMPc e
diminuicao de Ca?*. Como ele é essencial para a ativacdo plaquetéria, tem-se uma
reducdo do processo. As proprias plaquetas, como ja mencionado, também
possuem eNOS (SPARKENBAUGH & PAWLINSKI, 2013).

Durante o processo fisiopatolégico da AF, o endotélio lesado expde o fator
tecidual, que desencadeia a cascata de coagulacdo (ATAGA et al., 2012), e a
hemolise cronica dos eritrécitos falciformes libera Hb livre, arginase e difosfato de
adenosina (ADP). A Hb liberada pode sequestrar o NO endotelial e, assim, diminuir

seus niveis basais. A arginase pode metabolizar a arginina plasmatica e assim

reduzir a disponibilidade dessa molécula que atuaria como substrato para sintese de
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NO. Além disso, o aumento de ADP pode contribuir para a ativacdo e agregacéao de
plaguetas e agravar o processo vaso-oclusivo (REITER et al., 2003; VANNI et al.,
2007).

Sendo assim, a diminuicdo dos niveis de NO contribui para a vasculopatia e
hipercoaguabilidade, que retarda o fluxo sanguineo e cria ainda uma condi¢cao
favoravel para a continua falcizacdo das hemacias (SPARKENBAUGH &
PAWLINSKI, 2013), além de estar relacionada com sintomas clinicos da AF como
hipertensédo pulmonar, Ulcera de pernas, priapismo e doenca cerebrovascular (KATO
et al., 2006).

Assim, farmacos doadores de NO podem ser Uteis no contexto da AF, uma
vez que 0s mecanismos da vasoprotecdo estdo ligados a manutencdo do ténus
vascular, manutencdo da pressdo sanguinea, prevencao da agregacdo plaquetaria,
inibicdo da adesdo de mondcitos e neutréfilos ao endotélio vascular e efeito
antioxidativo através da inducdo da producdo da enzima superoxido dismutase na
camada muscular do vaso, diminuindo o oxigénio disponivel e a possibilidade de

geracéao de peroxinitrito (DUSSE et al., 2003; HOPPE, 2014 ).

1.4.2. Aspectos clinicos
Pacientes com AF apresentam quadros clinicos diversificados, uma vez que o
fendtipo da doenca €& multifatorial, e fatores como o gendtipo da doenca
(homozigose para HbS), fatores genéticos agravantes para a polimerizacéo,
falcizacdo e hemolise, fatores ambientais e condicfes socioeconémicas e de acesso
médico podem determinar diferentes perfis de paciente (ZAGO et al., 2007, GEE,

2013).
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A anemia presente nos pacientes é gerada em virtude da baixa sobrevida dos
eritrocitos, sendo, portanto, uma anemia hemolitica, que pode ser agravada pela
deficiéncia de folato, insuficiéncia renal, crises aplasticas e esplenomegalia. De
maneira geral, tende a ser moderada, e, quando crdnica, pouco pronunciada, nao
sendo necessaria para a maioria dos pacientes a realizacdo de transfusdes
sanguineas. Porém, pode trazer algumas consequéncias como retardo na
maturacdo sexual, insuficiéncia cardiaca na terceira década de vida e contribuir para
a geracao de Ulcera de perna (ZAGO et al., 2007).

A dor aguda € um sintoma presente na maioria dos pacientes. Ela esta
associada a isquemia tecidual aguda causada pela vaso-ocluséo, e os locais mais
atingidos sdo membros inferiores e superiores, podendo ocorrer de maneira mais
grave na sindrome toracica aguda. Esta € a complicacdo aguda com maior indice de
mortalidade na AF, caracterizando-se por intensa dor na regido toracica
acompanhada de febre, dispnéia e hipoxemia, e sua origem €, na maioria das vezes,
associada a infeccdo e vaso-oclusdo em conjunto. (ZAGO et al., 2007; BOOTH et
al., 2010; GEE, 2013).

A dor cronica geralmente esta associada a necrose asseéptica da cabeca do
umero ou do fémur, causada pela isquemia O0ssea crénica em locais de baixa
vascularizacdo. Nesses casos, € indispensavel o uso continuo de analgésicos
(ZAGO et al., 2007).

Niveis mais elevados de HbF nos pacientes podem contribuir para minimizar
a ocorréncia de crises dolorosas, visto que ela inibe a polimerizacdo da hemoglobina
falciforme (FRIEDRICH, 2011).

Além disso, outros sintomas podem ser manifestados pelo paciente, tais como

asplenia funcional, sequestro esplénico, infec¢cdes, complicacbes cardio-
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respiratorias, insuficiéncia renal, calculos biliares, priapismo, necrose avascular e
acidente vascular cerebral isquémico ou hemorragico, cada um ocorrendo mais
substancialmente em determinada faixa etaria (ZAGO et al., 2007).

A asplenia funcional, que é a perda da funcdo do baco, geralmente ocorre nos
primeiros anos de vida, e é extremamente perigosa por facilitar infeccbes por
agentes causadores de meningites e septicemias graves, que tem uma elevada
mortalidade associada. Ja a insuficiéncia renal e os célculos biliares ocorrem em
pacientes mais velhos, visto que é necessaria uma constancia na leséao tissular para

gue o problema seja manifestado (ZAGO et al., 2007; GEE, 2013).

1.5. Tratamento

O tratamento para a AF limita-se ao controle sintomatico e manejo preventivo
das complicacdes. A hidroxiuréia (HU) ainda € o unico medicamento aprovado pelo
FDA para o tratamento da doenca (SARAF et al., 2014), e traz beneficios
diretamente relacionados ao mecanismo fisiopatoldgico da doenca, mas, além dela,
outras medidas podem ser incluidas na tentativa de melhorar a qualidade de vida do
paciente e aumentar sua sobrevida. O transplante de medula ainda € a Unica medida
conhecida para a cura da doenca, mas apresenta uma série de limitacbes que
incluem reduzido numero de doadores compativeis, variagdo na gravidade da
doenca e possibilidade de rejeicbes (FRIEDRICH, 2011).

Devido ao elevado risco de infeccbes na AF, principalmente por
pneumococos, recomenda-se o uso de penicilina profilatica a partir dos trés meses
de idade, quando os niveis de HbF ainda séo altos e a funcdo do baco ainda néo
estd comprometida, uma vez que esse comprometimento € um fator de

predisposicao para infeccéo por esse microrganismo (BOOTH et al., 2010).
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A administracdo continua de antibiéticos ainda € controversa, consoante o
alto risco que isso representa para o desenvolvimento de resisténcia. E necessario
avaliar o custo beneficio da medida profilatica, mas estudos indicam significativa
reducdo das infecgcbes em criancas que fazem uso dessa medida (BOOTH et al.,
2010).

A vacinacdo € outra forma de prevenir sérias infeccbes, destacando-se
aguelas contra Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis, e também contra os virus da hepatite B (BOOTH et al., 2010).

Transfusdes sanguineas também sdo comumente realizadas em pacientes
com AF, principalmente naqueles que sofrem crise aplastica ou sequestro esplénico
e/ou hepatico. Apds sucessivas transfusdes, € comum uma sobrecarga de ferro,
gue se deposita em orgdos como figado e coracdo. Recomenda-se, assim, terapia
com agentes quelantes. Um exemplo é a deferroxamina, introduzida na terapéutica
desde 1963. Porém, a necessidade de administracdo intravenosa e seu alto custo
limitam o seu uso. Ela é recomendada quando os niveis de ferro corporal total sdo
elevados e os niveis séricos de ferritina estdo acima de 2000 pg/mL (COOD, 2008).

O deferasirox € outro agente quelante, aprovado pelo FDA em 2005 e que
possui vantagens em relacdo a deferroxamina por ser administrado via oral,
aumentando a adesdo do paciente ao tratamento, porém seu custo tambéem é
elevado (PORTER, 2010; SECHAUD et al., 2008).

A decitabina (5-aza-2-deoxicitidina), € um analogo de pirimidina capaz de
inibir a enzima metil-transferase, responsavel pela metilacdo do gene de gama
globina e consequente diminuicdo da producédo de HbF. Assim, € capaz de induzir a

maior producdo de HbF (MANWANI & FRENETTE, 2013).
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Acidos graxos de cadeia curta, como o acido butirico, inibem a enzima histona
deacetilase, e com isso a acetilacdo das histonas é maior, afetando diretamente a
estrutura da cromatina e aumentando a taxa de transcricdo génica de gama globina,
aumentando, portanto, a producdo de HbF. Porém, a exposicdo ndo deve ser
prolongada, devido a efeitos antiproliferativos cumulativos (MCCAFFREY et al. |,
1997; KUTLAR et al., 2012).

Um surfactante ndo ibnico, o polaxamer 188, possui propriedades
antitrombdticas e antiadesivas Uteis para o tratamento da AF. Estudos clinicos tém
demonstrado reducdo do nimero de crises dolorosas nos pacientes que o utilizam,
devido ao aumento da oxigenacéao tecidual (SANTOS & CHUNG, 2012).

A manutencdo do equilibrio osmoético também € importante para evitar a
desidratagdo dos eritrocitos e com isso favorecer o aumento da concentracdo
intracelular de Hb e sua polimerizacdo. O bloqueio de transportadores ibnicos é uma
estratégia util para controlar esse equilibrio. O cetiedil € um farmaco analgésico,
antiespasmaodico, anestésico local e vasodilatador, com capacidade de alterar a
permeabilidade da membrana do eritrGcito aos ions potassio e calcio (FLATMAN et
al., 2004; LEW et al., 2005).

Ha relatos na literatura de moléculas capazes de modificar estruturalmente a
Hb, e com isso reduzir sua polimerizacao. Propde-se que o processo de modificacao
ocorra devido ao aumento da afinidade pelo oxigénio e/ou aumento da solubilidade
da HbS. O clofibrato e isotiocianatos sdo exemplos de farmacos com esse tipo de
acao (PARK et al., 2003; MANWANI & FRENETTE, 2013).

O prasugrel inibe a ativacdo e agregacdo plaguetaria mediada por ADP, e
estudos mostram reducdo dos niveis de P-selectina e P-selectina sollvel,

biomarcadores dos processos citados. Além disso, parece diminuir a intensidade da
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dor nos pacientes. Mostrou-se ainda bem tolerado por criancas em um estudo de
fase Il (MANWANI & FRENETTE, 2013; HOPPE, 2014).

Outra medida adotada € a suplementacdo dos pacientes com vitaminas e
acido fdlico, visto que é comum a presenca de deficiéncias devido a hemolise

cronica.

1.5.1. Hidroxiuréia

A HU foi sintetizada pela primeira vez por Dressler e Stein, em 1869, na
Alemanha, mas, somente um século depois, em 1967, foi aprovada pelo FDA norte-
americano para o tratamento de doencas neoplasicas e posteriormente para 0 uso
em pacientes com leucemia mieldide crénica, psoriase e policitemia vera
(CANCADO et al., 2009).

Seu mecanismo de acdo baseia-se no bloqueio da sintese do acido
desoxirribonucléico (DNA), através da inibicdo da enzima ribonucleotideo redutase,
gue converte ribonucleotideos a deoxirribonucleotideos, mantendo as células na
fase G1/S do ciclo celular (HANFT et al 2000; CANCADO et al., 2009).

A partir de 1998, ap0s um estudo multicéntrico iniciado nos Estados Unidos e
Canada para avaliar a eficacia da HU como agente terapéutico na AF, a mesma foi
aprovada pelo FDA e passou a ser utilizada no tratamento da doenca, por agir
diretamente no seu mecanismo fisiopatologico, trazendo grandes beneficios tais
como o aumento da sintese de HbF e consequente reducdo da polimerizacdo da
hemoglobina falciforme em estado desoxigenado (CHARAGE et al.,1995;
STEINBERG, 2003; STROUSE et al., 2012). A HU atua ainda diminuindo o nimero
de neutrofilos e de moléculas de adesdo na membrana eritrocitaria, além de

promover a sintese e biodisponibilidade de NO (KING, 2003; FIGUEIREDO, 2007).
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Esses mecanismos refletem em uma reducdo da hemdlise, diminuicdo da
aderéncia dos eritrocitos, leucocitos e plaquetas no endotélio vascular, diminuicdo
da viscosidade sanguinea e vasodilatacao, resultando na diminuicdo dos fendmenos
inflamatorios e vaso-oclusivos. (FIGUEIREDO, 2007).

Embora o uso da HU tenha um impacto positivo na melhora da sobrevida dos
pacientes, com reducdo do numero de hospitalizacdes e do tempo de internacao, e
diminuicdo da mortalidade em cerca de 40% (CANCADO et al.,, 2009), cerca de
25% dos pacientes que a utilizam nao respondem bem ao tratamento, o que tem
estimulado a pesquisa por novos farmacos para o tratamento da doenca.

A mielossupresséo causada pelo uso crénico desse medicamento é seu efeito
colateral mais frequente e conhecido, e o principal fator limitante da dose a ser
administrada. Porém, considerando a auséncia de outra opc¢do terapéutica mais
segura e eficaz, a HU continua a ser utilizada (FIGUEIREDO, 2007; GEE, 2013).

O uso do medicamento em criangas e adolescentes ainda é controverso, mas
beneficios como o aumento da HbF e do volume corpuscular médio das heméacias,
reducdo da contagem de reticuldcitos e de bilirrubina total, além de melhora do
funcionamento do baco, foram observados num estudo multicéntrico randomizado de
Fase Ill conduzido em criancas de 9 a 18 meses, que receberam o medicamento por
2 anos (STROUSE et al., 2012).

Um estudo de coorte retrospectivo conduzido no Brasil mostrou um aumento
na sobrevida de pacientes pediatricos tratados com HU, de 66,3% para o grupo nao
tratado contra 97,4% para o0s que receberam a medicacdo durante
aproximadamente 18 anos. A despeito da toxicidade, uma maior propensdo a
neutropenia moderada foi observada em criancas, ndo sendo evidenciadas

diferencas na genotoxicidade (STROUSE et al., 2012).
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1.6. Modificagcbes moleculares

Nas ultimas décadas, observa-se uma revolucdo no processo de descoberta
de novos farmacos, sendo atualmente um processo orientado pela compreensao do
sitio de reconhecimento molecular ou do alvo envolvido na patologia. Entre os
métodos utilizados para a obtencdo de novos farmacos, o0s processos de
modificacdo molecular sdo os mais promissores, destacando-se as estratégias de
hibridacdo molecular, bioisosterismo e latenciacao (SILVA, 2013; BARREIRO et al.,
2002; CHUNG et al., 1999).

A partir de uma molécula de estrutura e acdo biologica ja bem estabelecida, a
modificagcdo molecular propde a obtencdo de congéneres, andlogos ou homologos
gue apresentem uma melhor resposta biolégica, com maior poténcia, melhores perfis
farmacocinéticos e farmacodinamicos, reducdo de efeitos colaterais indesejados,
além de maior seguranca e aceitabilidade pelo paciente (MONTANARI, 2011,
WERMUTH, 2004).

E necessario saber as contribuicdes de cada subunidade farmacoférica da
molécula e preserva-la no desenvolvimento do novo candidato a farmaco, para que
a ligacdo com o biorreceptor ndo seja prejudicada, bem como identificar possiveis
grupamentos toxicoféricos, que podem ser eliminados (BARREIRO et al., 2002).

A estratégia de hibridacdo molecular sera detalhada em decorréncia de sua

aplicacao neste trabalho.

1.6.1. Hibridacdo molecular
A estratégia de hibridacdo molecular € uma ferramenta atil no planejamento
molecular de um novo composto-prototipo, e baseia-se na combinacao de diferentes

caracteristicas estruturais de dois compostos bioativos distintos. E uma abordagem
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gue visa a obtencdo de farmacos que sejam ligantes mdultiplos, ou seja, que
reconhecam mais de um receptor e, assim, possam agir em diferentes alvos. A
grande vantagem é justamente o fato de que essas propriedades estdo contidas em
uma unica molécula, sendo uma importante estratégia da quimica farmacéutica
medicinal para o desenvolvimento de compostos (BARREIRO et al., 2002; WEBER
et al., 2004; BOSQUESI et al., 2011).

A capacidade de apresentar propriedades farmacodinamicas duplas pode ser
interessante na abordagem de determinadas doengcas em razdo de suas
caracteristicas fisiopatoldgicas, assegurando uma maior eficacia terapéutica com a
utilizagdo de um unico farmaco ao invés de se utilizar dois concomitantemente.
Através de adequada fusdo, a molécula hibrida mantém as caracteristicas dos
modelos originais (CHELUCCI, 2013).

Os compostos obtidos por essa técnica podem ser classificados em trés
diferentes grupos, conforme representado na Figura 7: conjugados, pré-fundidos ou
fundidos. Nos hibridos conjugados, os farmacoforos sdo unidos por um espacador
por meio de uma ligacado covalente ndo labil, e agem sem a necessidade de uma
bioativacdo quimica ou enzimatica. Quando, no processo de hibridacdo, o tamanho
do agente espacador é diminuido a ponto das arquiteturas moleculares dos
protétipos se tocarem, obtém-se o que se denomina hibridos pré-fundidos. Os
hibridos fundidos s&o unidos sem a presenca de espacador, podendo formar
estruturas de menor tamanho e peso molecular, com propriedades farmacocinéticas
e farmacodinamicas distintas do protétipo (MORPHY & RANKOVIC, 2005; SANTOS,

2009).
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Figura 7. Classificacdo dos compostos hibridos de acordo com a estratégia de hibridacao utilizada.

-~ y

( CONJUGADO PRE-FUNDIDO FUNDIDO )

Espagador D D
e l

(Fonte: Adaptado de MORPHY & RANKOVIC, 2005)

O planejamento de farmacos hibridos, embora promissor, deve ser feito com
certos cuidados, uma vez que a unidao de dois farmacos distintos pode levar a
obtencdo de um composto inativo. A relagédo estrutura atividade do composto com
seu receptor deve ser considerada, atentando-se as regides de interacdo e aquelas
estericamente impedidas e, com base nisso, planejar o espacador a ser utilizado.
Caso as duas estruturas possuam um comportamento muito particular, é provavel
gue nado seja viavel a obtencédo do hibrido com atividade bioldgica, visto que néo

sera possivel a correta interacdo com o respectivo receptor (SANTOS, 2007).

1.7. Planejamento estrutural dos compostos

A partir da técnica de hibridacdo molecular, planejou-se (SANTOS, 2007) uma
série de compostos derivados ftalimidicos, através da unido do grupamento
farmacoforico da talidomida (subunidade A) e do produto da oxidagéo da hidroxiuréia
(subunidade B), desenhados como inibidores de TNF-a e doadores de NO.

A HU, apés oxidacdo, produz NO, que traz uma série de beneficios aos
pacientes com anemia falciforme, tais como o aumento de HbF e vasodilatacao, e, a
talidomida, com suas propriedades analgésicas periféricas e anti-inflamatorias, tem

suas acbes mais especificamente atribuidas a sua subunidade ftalimidica, utilizada



Pagina |39

nas moléculas propostas. A atividade doadora de NO nos compostos, ja comprovada
anteriormente (SANTOS, 2011), é determinada pela presenca do éster de nitrato
organico na estrutura das moléculas.

A proposta no desenho dos compostos foi a obtencdo de derivados
ftalimidicos hibridos, através da supressdo da subunidade glutarimidica da
talidomida, potencialmente toxicoforica, unindo as duas subunidades farmacoféricas
A e B por meio de unidades espacadoras alquilicas (compostos | e Il) e arilicas
(compostos I, V e VI).

Os compostos | e Il foram obtidos por homologacdo da cadeia alquilica
espacadora, obtendo-se os derivados metilénico e etilénico, respectivamente. Os
compostos lll e V sado derivados interfenilénicos, analogos do composto I, e o
composto VI é derivado interfenilénico analogo do composto Il.

O planejamento estrutural dos compostos estd representado a seguir

(Esquema 1).



Esquema 1. Planejamento estrutural dos compostos |, 11, lll, V e VI.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Sintese e avaliacdo farmacoldgica de compostos hibridos doadores de

oxido nitrico Uteis para o tratamento da anemia falciforme.

2.2. Objetivos especificos

e Sintese, identificacdo, purificacdo e caracterizacao estrutural de derivados
ftalimidicos;

e Avaliacdo do tempo de sangramento em camundongos;

e Avaliacdo da capacidade antiagregante plaquetaria dos derivados
sintetizados;

e Avaliacdo da estabilidade quimica dos compostos em agua, tampéo pH 1,2 e
tampéao pH 7,4,

e Avaliacdo da capacidade de inibicdo da liberagdo das citocinas pro-
inflamatorias TNF-a e IL-1B, provenientes de macrofagos, pelos compostos;

e Avaliacdo da capacidade de inibicdo da liberagdo de NO proveniente de

macrofagos pelos compostos.
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3. DESENVOLVIMENTO

3.1. Material e métodos

3.1.1. Material (reagentes e solventes)
= (3-aminofenil)metanol (Sigma Aldrich®);
* 4-aminofenil)metanol (Sigma Aldrich®);
= 2-(2-hidroxietil)-1H-isoindol-1,3(2H)-diona (Acros Organics);
= N-(2-hidroxietil)ftalimida) (Acros Organics);
» 2-(4-aminofenil)etanol (Sigma Aldrich®);
= acetato de etila P.A (Chemis);
= acetonitrila P.A ( J.T.Baker®);
» 4cido acético glacial P.A.(J.T.Baker®);
= 4cido cloridrico 37% (Synth®);
= 4cido nitrico P.A. (Merck);
= anidrido acético P.A. (Merck) ;
= anidrido ftalico (J.T. Baker®);
= cloreto de potassio (Chemis);
= diclorometano P.A.(Chemis);
= formaldeido P.A. (Merck);
» fosfato de potassio (Synth®);
» hidroxido de sodio (Vetec Quimica Fina Ltda.);
= metanol P.A. (J.T. Baker®);
= piridina (Merck);
» sulfato de sodio anidro (Chemis);

= uréia (Vetec Quimica Fina Ltda.).
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3.1.2. Métodos

3.1.2.1. Metodologia sintética
A metodologia de sintese dos intermediarios e produtos finais esté inserida no

apéndice A, baseada na metodologia descrita por Santos, 2007.

3.1.2.2. Metodologia analitica

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

Utilizou-se cromatografia em camada delgada para o acompanhamento das
reagOes e das purificagdes. Foram utilizadas cromatofolhas de aluminio (AL TLC) de
silica-gel 60 F254 Sigma®. A visualizacéo das substancias foi realizada em lampada
ultravioleta (254-365nm), e/ou por exposicdo a iodo pulverizado e/ou revelador de

grupos funcionais quando necessario.

3.1.2.2.2.  Espectrometria de RMN de 'H
Os espectros de RMN de *H foram obtidos com a utilizagéo do Espectrometro
de 300 MHz Fourier com Dual probe **C/*H — Bruker do laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear do Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista (1Q-
UNESP). Os solventes utilizados foram CDCl; (cloroférmio) e (CD3),SO

(dimetilsulfoxido) deuterados.
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3.1.2.2.3. Espectrofotometria de absorcgédo no infravermelho (V)
Os espectros de absorcdo no 1V, na regigo de 4.000 a 400 cm™, foram obtidos
em pastilhas de KBr no espectrofotdbmetro de infravermelho FTIR-8300 da
SHIMADZU® Corporation, disponivel no Laboratério de Quimica Farmacéutica da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara, SP.

3.1.2.2.4. Faixa de Fuséo
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.

3.1.2.3. Ensaios Biolbdgicos

3.1.2.3.1. Avaliacéo do tempo de sangramento em camundongos

A avaliacdo do tempo de sangramento em camundongos foi realizada com
base na metodologia proposta por Dejana e colaboradores (1979), adaptando-se o
teste para a espécie animal utilizada, uma vez que o método foi aplicado
primariamente aplicado em ratos. Os animais utilizados foram da espécie Mus
musculus (Swiss albino), com peso aproximado de 25-30g, provenientes do Biotério
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, Araraquara. Foram mantidos
em condi¢cBes controladas de temperatura, umidade e luz, com racédo balanceada e
&gua ad libitum. O experimento foi previamente aprovado pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP,

campus Araraquara (n° 68/2013) (anexo B).
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Os animais receberam as substancias via oral (100uM), utilizando gavagem, e,
decorrido o tempo de uma hora, foram anestesiados com cloridrato de cetamina
(100mg/kg) via intraperitoneal. Foram colocados em um contensor de maneira que a
cauda ficasse livre e uma incisdo de 2 milimetros contados a partir do final da cauda
foi feita com o auxilio de um bisturi. O sangue foi recolhido com o auxilio de um
papel de filtro, o qual foi encostado na ponta da cauda do animal a cada 10
segundos, com o cuidado de ndo pressiona-la, até parada completa do
sangramento. O tempo foi cronometrado a partir da incisdo, adotando-se 15 minutos
como tempo maximo em caso de continuidade do sangramento. Utilizou-se
carboximetilcelulose (CMC) 0,5% como controle negativo e AAS (100uM) como

controle positivo.

3.1.2.3.1.2. Andlise estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico GraphPad
Prism 5.01 aplicando-se ANOVA com determinacéo do nivel de significancia a 5%
(p<0,05), seguido de Tukey. Os resultados foram expressos como meédia + erro

padrdo da média (EPM).

3.1.2.3.2. Avaliacéo inibitéria da agregacao plaquetaria
O ensaio de inibicdo da agregacao plaquetaria foi realizado em colaboracdo
com a Profa. Sisi Marcondes e a Dra. Maria Elisa Lopes Pires, na Faculdade de
Medicina da Universidade Estadual de Campinas — Unicamp, Departamento de

Farmacologia.
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3.1.2.3.2.1. Obtencéo das plaquetas lavadas

O sangue dos ratos controles ou tratados com LPS foi coletado em ACD-C
(citrato de sodio 12,4mM, acido citrico 13mM e glicose 11mM) (9:1 v/v).
Primeiramente, o plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido por centrifugacdo do
sangue total a 200 g em temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, o tampéao de
lavagem (NaCl 140mM, KCI 0.5mM, citratotrisédico 12mM, glicose 10mM e sacarose
12.5mM, pH 6) na propor¢cdo 7:5 (tampdo/plasma) foi adicionado ao PRP e
centrifugado por 13 minutos a 800 g. O precipitado plaquetéario foi re-suspenso em
tampéao de lavagem e novamente centrifugado a 800 g por 13 minutos. Finalmente,
as plaquetas foram re-suspensas em solucdo de Krebs-Ringer desprovida de Ca*" e
o nimero de plaquetas foi ajustado para 1,2 x 10® plaquetas/ml através de contagem
manual utilizando-se camara de Neubauer. Ao final, foi adicionado cloreto de calcio

a suspensao plaquetéria para uma concentracéo final de 1ImM.

3.1.2.3.2.2. Agregacdao plaquetaria
A solucado de plaquetaria (400ul) foi transferida para a cubeta de agregacéao e
levada ao agregdbmetro de dois canais (Chrono-log Lumi-Aggregometermodel 560-
Ca, Havertown, PA, EUA). O aparelho foi calibrado para 0% (suspensdo de
plaguetas lavadas) e 100% (solucdo de Krebs-Ringer). As plaquetas foram
incubadas com os compostos |, II, Ill, V e VI (10uM) ou com DMSO 0,1% por 3
minutos antes da adicdo de ADP (10uM) ou colageno (10uM). A agregacao foi

monitorada por 10 minutos.
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3.1.2.3.2.3. Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico GraphPad
Prism 5.01 aplicando-se analise de variancia com determinacdo do nivel de
significancia a 5% (p<0,05). Os resultados foram expressos como média + desvio

padréao (DP).

3.1.2.3.3. Estabilidade em Agua e Tampdes

Foi desenvolvido um método analitico para cada um dos compostos |, Il e VI,
para posterior determinacdo das respectivas concentracbes em solu¢cdo aquosa e
solugdo aquosa tamponada, a fim de avaliar a estabilidade dos mesmos nessas
condicgodes.

Utilizou-se um sistema cromatografico UPLC Acquity® (Waters) com detector
UV-Visivel configurado para 226nm. A separacdo foi feita por uma coluna BEH
2,1x50mm, 1,7um. A fase movel utilizada para o composto | foi Acetonitrila:Agua
(35:65), para o composto |l, Metanol:Agua (40:60) e, para o composto VI,
Metanol:Agua (60:40). O fluxo foi de 0,4 mL/min para os compostos Il e VI e de
0,5mL/min para o composto I. O volume de injecdo foi de 2 yL para todos. As

amostras foram mantidas a uma temperatura de 10 °C e a coluna a 30 °C.

3.1.2.3.3.1. Validacao do método analitico
A validacédo da metodologia foi realizada com base nas normas do Guia para
Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), resolucdo 899/2003, contemplando os parametros seletividade,

linearidade, efeito residual, limite de quantificacdo, preciséo e exatidao.
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e Seletividade
A seletividade é a capacidade do método de analisar a substancia de
interesse na presenca de componentes previsivelmente passiveis de serem
encontrados na amostra. Para esse experimento, a seletividade foi avaliada em
relacdo a presenca do intermediario de reacdo imediatamente anterior a formacéao

do composto analisado.

e Linearidade
A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica em demonstrar
gue os resultados obtidos sé@o diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado. Recomenda-se que ela seja
determinada pela analise de no minimo cinco concentracdes diferentes e que o

coeficiente de correlacédo (r) seja igual ou maior que 0,99.

e Limite inferior de quantificagéo
Esse limite € estabelecido através da analise de solu¢des contendo
concentragbes decrescentes do composto, até a menor delas que possa ser
guantificada com precisdo e exatidao aceitdveis. Também pode ser determinado
pelo ruido da linha de base, onde se considera a concentracdo que produza relacao

sinal-ruido superior a 10:1.

e Precisao e Exatidao
A preciséo é a avaliacao da proximidade dos resultados obtidos em uma série

de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A exatiddo de um
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método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em
relacdo ao valor verdadeiro.

Ambas sdo verificadas a partir de trés concentracdes, os controles de
gualidade alto (CQA), médio (CQM) e baixo (CQB), em trés réplicas cada uma,
totalizando nove determinacbes. Foram realizadas avaliagbes intra-corrida, no
mesmo dia, e inter-corrida, em dias diferentes e ndo consecutivos.

A exatiddo € expressa pela relacdo entre a concentracdo determinada
experimentalmente e a concentracdo teorica correspondente, desejando-se valores
proximos a 100%. A precisdo, por sua vez, pode ser expressa como desvio padrao
relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV%), ndo sendo aceitaveis valores

superiores a 5% de variacéo.

3.1.2.3.3.2. Determinacao da estabilidade em agua e tampdes
A estabilidade dos compostos foi realizada com base no estudo publicado por
Chung e colaboradores (2009). Para estabilidade em agua foi utilizada agua
ultrapura (sistema Milli-Q) com pH 6,5, e, para a estabilidade em tampdes, foi
preparada solucdo tampao de Clark-Lubs (pH 1,2) e solucdo tampéao fosfato de
potassio-hidroxido de sodio (pH 7,4), como a sequir:
e Tampao de Clark-Lubs: Foi preparada uma solucdo de cloreto de potassio na
concentracdo de 0,2 M e uma solucdo de acido cloridrico na concentracdo de
0,2 M. Em seguida, 100 mL da solugdo de cloreto de potassio recebeu o
volume necessario da solucdo de &cido cloridrico até alcancar o pH desejado
de 1,2.
e Tampao de fosfato de potéssio-hidroxido de sodio: Foi preparada uma solucao

de fosfato de potassio na concentracédo de 0,1 M e uma solucdo de hidréxido
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de sodio na concentracao de 0,1 M. Em seguida 100 mL da solu¢éo de fosfato
de potéassio recebeu o volume necessario da solucéo de hidréxido de sodio até

alcancar o pH desejado de 7,4.

O experimento foi realizado em triplicata. A dgua e as solu¢des tampéao foram
adicionadas de cada um dos compostos (I, Il e VI) de forma a obter a concentracéo
final utilizada. Aliquotas foram retiradas e analisadas pelo método validado para
cada substancia, em tempos pré-determinados (maximo de 24h), a fim de determinar
se houve degradacao das mesmas nas condi¢cdes propostas.

Os experimentos foram realizados sob agitacdo (agitador magnético) e controle
de temperatura (manta aquecedora, 37°C), tanto em agua quanto nos tampdes.
Também foi realizada avaliacdo da estabilidade dos compostos em solugdo de
acetonitrila, sem agitacdo sob resfriamento (geladeira, 5°C). A temperatura de 37°C

foi escolhida por se tratar da temperatura corporal em condic¢des fisioldgicas.

3.1.2.3.3.3. Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico GraphPad
Prism 5.01 aplicando-se analise de variancia com determinacdo do nivel de
significancia a 5% (p<0,05), através de comparacdes multiplas pelo teste de Tukey .

Os resultados foram expressos como média + EPM.

3.1.2.3.4. Ensaios de citotoxicidade e determinacdo de inibicdo da
liberacdo de TNF-a e IL-1B.
Para a avaliacdo da viabilidade e deteccao de TNF-a e IL-1B dos compostos II,

[ll, V e VI, foi utilizado camundongos da espécie Mus musculos (Swiss albino), com
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peso aproximado de 25 - 30g, provenientes do Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Biologica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratorio —
CEMIB/UNICAMP. Os animais foram transferidos para o biotério do Laboratério de
Micologia do Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - FCFar UNESP, onde foram mantidos em condi¢cGes controladas de
temperatura, umidade e luz (escuro/luz 12/12h) e com racdo balanceada e 4gua ad
libitum. O experimento foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, campus

Araraquara (n° 67/2013) (anexo A).

3.1.2.3.4.1. Obtencédo dos macréfagos peritoneais

Os animais foram previamente inoculados via peritdnio com 3mL de tioglicolato
de sédio a 3%. Apds 72 horas de estimulo, foram eutanasiados em camara de
diéxido de carbono (CO,). O peritbnio foi entdo exposto em fluxo laminar para a
retirada do exsudato peritoneal. Na porcdo mediana superior do abdémen foi
injetado 5,0 mL de solucéo 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
deve ser realizada e as células do exsudato coletadas com seringa e dispensadas
em tubo conico estéril para preparo da suspensao 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 re-
suspendido 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 o nimero de células em camara hemocitométrica

de Neubauer com a utilizacdo de Liquido de Lazarus. As células foram ajustadas a
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concentracao ideal 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 tensdo constante de CO, para a aderéncia dos
macrofagos. As células ndo aderentes foram retiradas com lavagens com meio de

cultura RPMI-1640.

3.1.2.3.4.2. Ensaio de viabilidade de macrofagos

Para o ensaio de viabilidade dos macrofagos, utilizou-se a técnica de MTT
(MOSMANN, 1983). Em microplaca de 96 cavidades foram incubadas suspensodes
celulares (100uL por cavidade), na concentragédo 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. Apds o tempo de incubacédo, o contetudo da placa
foi vertido e 100uL de solugao de MTT a 1g/mL foi adicionado em cada orificio. A
placa foi entdo incubada por 3 horas a 37°C. Apés esse periodo, o conteudo da
placa foi vertido e 100uL de alcool isopropilico foram adicionados a cada orificio.
Utilizou-se como controle positivo lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e controle
negativo o meio de cultura. A leitura da absorvancia foi realizada em

espectrofotometro a 540nm, tendo como filtro de referéncia uma leitura a 620nm.

3.1.2.3.4.3. Obtencdo dos sobrenadantes das culturas de
macrofagos peritoneais

As células peritoneais foram ajustadas na concentracdo de 5x 10° células/mL

em meio RPMI-1640-C e distribuidas em placas de cultura de tecidos de 48

cavidades. Em cada cavidade foi adicionado 100uL de suspensao celular, e as

placas incubadas a 37°C por 60 minutos em estufa de CO,. Apds essa incubacao,
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as células ndo aderentes foram retiradas por lavagens com meio de cultura RPMI-
1640.

Nos ensaios de inibicdo da producédo de citocinas foram adicionados 100uL de
RPMI-1640-C, 100uL das substancias testadas em diferentes concentracfes e
100uL de LPS a 1ug/mL aos macréfagos que estdo aderidos a placa. Utilizou-se
como controle positivo LPS 1ug/mL (300uL) e meio de cultura RPMI-1640-C (300puL)
como controle negativo. As placas foram incubadas a 37°C em estufa de CO, por
mais 24 horas. O contetdo das placas foi entéo transferido para eppendorfs, que por
sua vez foram centrifugados a 7800x g por 10 minutos em centrifuga refrigerada a
4°C. Apos a centrifugagcdo, os sobrenadantes foram coletados, aliquotados em
eppendorfs e estocados em freezer a -80°C até a determinagdo das citocinas

através do teste imunoenzimatico ELISA de captura.

3.1.2.3.4.4. Determinacao quantitativa da inibicdo das citocinas

As citocinas TNF-a e IL-1B foram quantificadas no sobrenadante das culturas
de células do exsudato peritoneal, pelo teste imunoenzimatico ELISA. Utilizaram-se
kits da BD e os procedimentos foram realizados de acordo com as instru¢des dos
fabricantes.

As placas de 96 orificios foram adsorvidas com 100 pL de anticorpo de
captura monoclonal, obtido de rato, e anti-citocina de camundongo, na concentracao
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 tampédo de lavagem (PBS pH 7,0
contendo 0,05% de Tween 20) e bloqueadas com 200uL/cavidade 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 tampao de lavagem e em seguida
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adicionou-se 100uL por cavidade do padrao das citocinas ou dos sobrenadantes das
culturas de células. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 2 horas
e lavadas 3 vezes com tampéao de lavagem.

Em seguida, adicionou-se 100uL por cavidade de anticorpo anti-citocina de
camundongo marcado com biotina e diluido a concentracdo adequada de cada
citocina no diluente de ensaio. Incubaram-se as placas por mais 2 horas a
temperatura ambiente e lavou-se mais 3 vezes com tampao de lavagem.

Entdo, adicionou-se 100uL do conjugado peroxidase-estreptavidina (diluido a
concentragdo adequada de cada citocina em diluente de ensaio) em cada cavidade,
e incubaram-se as placas por mais 30 minutos em temperatura ambiente. Apos este
periodo, as placas foram lavadas 3 vezes com tampédo de lavagem e em seguida
adicionou-se 100uL do substrato [10 mM de tampéao citrato-fosfato, contendo 0,4
mM de tetrametilbenzidina e 1,2 mM de H,0O,] a cada cavidade. A reacdo foi
interrompida com 50 yL de &cido sulfurico 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 concentracdes de cada citocina
foram quantificadas através de uma curva padrédo, previamente estabelecida com
guantidades conhecidas de cada uma. Os testes foram realizados em duplicata e os

resultados foram expressos em picogramas/ml.

3.1.2.3.4.5. Analise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico GraphPad
Prism 5.01 aplicando-se analise de variancia (ANOVA) com determinacdo do nivel
de significancia a 5% (p<0,05), seguido de comparacdes pelo teste de Dunnet . Os

resultados foram expressos como média = DP.
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3.1.2.3.5. Determinacao dainibicdo de liberacédo de 6xido nitrico

A determinacéo de Oxido nitrico foi realizada através da reducéo do reagente
de Griess (sulfanilamida 1% em H3PO, 5% e cloridrato de naftil etileno diamino
0,1%) a nitrito, através da medida de absorvancia.

Utilizou-se uma placa de 96 cavidades de fundo plano em que foi acrescido
50uL do sobrenadante de células da cavidade peritoneal que foram incubadas
anteriormente com LPS e com os compostos, e igual volume de reagente de Griess.
Incubou-se a placa por 10 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz. A
absorvancia foi lida em espectrofotbmetro UV/visivel para microplacas no
comprimento de onda de 540nm.

A concentracdo de NO liberado nos sobrenadantes celulares foi calculada a
partir de uma curva padréo, previamente estabelecida com concentracbes molares
conhecidas de nitrito de sédio, e os valores foram expressos em pmols de

nitrito/5x10° células.

3.1.2.3.5.1. Analise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico GraphPad
Prism 5.01 aplicando-se analise de variancia (ANOVA) com determinacdo do nivel
de significancia a 5% (p<0,05), seguido de comparacdes pelo teste de Dunnet . Os

resultados foram expressos como meédia = DP.
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3.2. Resultados e discussodes

3.2.2. Sintese dos intermediarios e compostos finais
3.2.2.1. Sintese e caracterizacao estrutural do intermediério |
A sintese ocorre através de uma reacdo de adi¢cdo a carbonila, onde o par de
elétrons desemparelhados do nitrogénio ataca o carbono do formaldeido, que
sustenta uma carga parcial positiva (6+) (Esquema 2). H4 rompimento da ligacao 1 e
posterior deslocamento da carga negativa formada para o atomo de oxigénio,
levando a um intermediario, que apos transposicdo de proton leva a formagédo de um

composto hidroximetilado (SANTOS, 2007).

Esquema 2. Mecanismo de reagdo para formacgéo do intermediario I.
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(Fonte: proprio autor)

Nesse derivado alquilico é possivel observar a presenca de um hidrogénio
metilénico &cido, além de um carbono carbindlico que sustenta uma carga parcial
positiva por estar vizinho a grupos eletroatratores. O oxigénio eletronegativo, por
inducdo, desloca a densidade eletronica para si, € a0 mesmo tempo a ligagcdo ao
nitrogénio imidico deixa o carbono carbindlico mais positivo, tendo também efeito

eletroatrator.



Pagina |57

O intermediario | (Figura 8) foi obtido como um sdélido branco com faixa de

fusdo entre 142-145°C e rendimento de 93% (CgH;NO3; PM= 177,16g/mol).

Figura 8. Identificacé@o estrutural do intermediario .

(Fonte: proprio autor)

De acordo com os estiramentos de IV e com os deslocamentos quimicos
obtidos por RMN de 'H (Tabelas 1 e 2), o composto foi obtido com éxito de acordo
com a literatura. E possivel observar os estiramentos axiais da ligacdo O-H em
aproximadamente 3487 cm™ e os da carbonila da imida em aproximadamente 1772
cm™ e 1701 cm™ indicando a presenca do anel ftalimidico. O singleto em 5,27 ppm
no espectro de RMN de 'H indica a presenca do H5 referente ao espacador

utilizado na molécula. Os espectros encontram-se no apéndice B.

Tabela 1. Bandas de absorcéo em IV relativas ao intermediario | em comparagéo ao descrito em
literatura por Santos, 2007.

Espectrometria no Infravermelho

Intermediario | Literatura
Grupo funcional v (ecm™) v (em™)
OH 3487 3489
C-H (sp?) 3030 3030
C-H (sp?) 2964 2941
C=0 simétrico (imida) 1772 1770
C=0 assimétrico (imida) 1701 1705
C=C aromatico 1604 / 1458 1600/ 1460
C-N-C 1394 1394

Subst. Aromatica 731 731
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Tabela 2. Comparacao entre os deslocamentos quimicos de RMN de 'H do intermediario | e o
descrito em literatura por Santos, 2007.

RMN 'H
Intermediario | Literatura

Posicdo Valores (6) Valores (6)

1 7,78 (m) 7,88 (m)

2 7,91 (m) 7,92 (m)

3 - -

4 - _

5 5,27 (s) 4,9 (d)

3.2.2.2. Sintese e caracterizacao estrutural do composto |

O mecanismo para formacédo do pentdxido de dinitrogénio, que ao final das
etapas reacionais reage com o intermediério hidroximetilftalimida para formacéo do
nitrato final, utilizando a mistura anidrido acético/acido nitrico, envolve o seguinte

equilibrio descrito por Boyer (1986):

| (CH3CO)20 + HNO3; === CH3;COONO, + CH3;CO,H

I CH;COONO, + HNO3 =— CH3COyH + N>Os

Em uma primeira etapa (Esquema 3), a catalise acida do anidrido acético
rompe a ligagao 1 do carbono carbonilico. O par de elétrons n&o ligante do oxigénio
€ doado para restabelecer as quatro ligagcbes do carbono, forma-se assim um
intermediario reativo. O carbono carbonilico desse intermediario sofre ataque pelo

NO3 formado um acetil nitrato e eliminando um acido acético (SANTOS, 2007).
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Esquema 3. Formacéo do acetil nitrato.
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(Fonte: proprio autor)

Em uma segunda etapa (Esquema 4), a catélise acida favorece o rompimento
da ligagéo 1, e o par de elétrons do oxigénio € usado para restabelecer as ligacdes
do carbono. H& formacédo de acetato e de uma espécie positivamente carregada. O
nitrato (NO3) do acido nitrico ataca essa espécie positivamente carregada, para

formar o pentoxido de dinitrogénio (SANTOS, 2007).

Esquema 4. Formacéao do pentoxido de dinitrogénio.
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(Fonte: proprio autor)
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Em uma dltima etapa (Esquema 5), hd o ataque do par de elétrons do
oxigénio do derivado ftalimidico ao pentdxido de dinitrogénio, levando a liberacéo de
NO3 e formacdo do intermediario. Posteriomente, o nitrato captura um proton, e

forma HNOg3 e o nitrato de metilftalimida desejado (SANTOS, 2007).

Esquema 5. Formacéo do nitrato de metilftalimida.
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(Fonte: proprio autor)

O composto | (Figura 9) foi obtido como um sélido branco, com faixa de fusao

entre 75-77 °C e rendimento de 74% (CoHgN2Os5; PM= 222,154g/mol).

Figura 9. Identificacdo estrutural do composto I.

(Fonte: proprio autor)
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Tabela 3. Bandas de absorgdo em IV relativas ao composto | em comparacéo ao descrito em
literatura por Santos, 2007.

Espectrometria no Infravermelho

Composto | Literatura
Grupo funcional v (ecm™) v (cm™)

C-H (sp?) 3026 3066

C-H (sp?) 2912 2925

C=0 simétrico (imida) 1784 1762

C=0 assimétrico (imida) 1734 1716
C=C aromatico 1508/ 1458 1512/ 1465
0O-NO, 1641 /1280 1622 /1278

C-N-C 1390 1388

Subst. Aromatica 729 723

Tabela 4. Comparacéo entre os deslocamentos quimicos de RMN de *H do composto | e o
descrito em literatura por Santos, 2007.

RMN "H
Composto | Literatura
Posicdo Valores (6) Valores (6)
1 7,83 (m) 7,80 (dd)
2 7,95 (m) 7,93 (dd)
3 - -
4 - -
5 6,06 (s) 6,08 (s)

E possivel observar (Tabela 3) os estiramentos axiais da ligagdo O-NO, em

1641 cm™te 1280 cm™, e a auséncia do estiramento axial O-H em 3487 cm™ devido a

formacao do éster de nitrato. Também se observa através do estiramento axial C-N-

C do anel ftalimidico que o sistema imidico ndo sofreu hidrdlise, visto que é descrito

na literatura a hidrélise acida desse sistema. Esse fato é ainda comprovado pela

presenca das carbonilas de imida em 1784 cm™ e 1734 cm™.
Através dos deslocamentos obtidos por RMN de *H (Tabela 4), ao comparar o

reagente hidroximetilftalimida com o produto final (nitrato), observa-se o0
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deslocamento dos hidrogénios metilénicos, que no intermediario aparece em 5,27
ppm e no produto final aparece em 6,06 ppm, efeito causado pela maior
eletronegatividade do nitrato em relagdo a hidroxila nas posi¢cées a ao carbono
metilénico, que leva a um efeito de desprotecdo desses hidrogénios (espectros no
apéndice B).

A presenca de um grupamento mais eletronegativo, como no caso do nitrato,
ativa ainda mais o carbono metilénico, aumentando a sua carga parcial positiva (),
e favorecendo o ataque nucleofilico a esse carbono. Isso é importante para o

entendimento do mecanismo de doacao do NO (SANTOS, 2007).

3.2.2.3. Sintese e caracterizacao estrutural do composto Il
Esse composto foi obtido através da reacdo do N-(2-etanol)ftalimida,
adquirido comercialmente, com a mistura acido nitrico/anidrido acético, nas mesmas
condicbes de reacdo que levaram a obtencdo do Composto I. O mecanismo
reacional para obtencdo desse composto também é similar aquele descrito para
obtencao do Composto I.
O composto Il (Figura 10) foi obtido como um sélido branco com faixa de

fusé@o entre 87-89°C e rendimento de 80% (C10HsN20s; PM= 236,181g/mol).

Figura 10. Identificacéo estrutural do composto II.

(Fonte: prdoprio autor)
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Tabela 5. Bandas de absor¢céo em IV relativas ao composto Il em comparac¢do ao descrito em
literatura por Santos, 2007.

Espectrometria no Infravermelho

Composto I Literatura
Grupo funcional v (cm™) v (cm™)

C-H (sp?) 3066 3066

C-H (sp?) 2960 2925

C=0 simétrico (imida) 1772 1762

C=0 assimétrico (imida) 1707 1716
C=C aromatico 1508/ 1465 1512/ 1465
0-NO, 1641 /1262 1622 /1278

C-N-C 1423 1388

Subst. Aromatica 721 723

Tabela 6. Comparacdo entre os deslocamentos quimicos de RMN de *H do composto Il e 0
descrito em literatura por Santos, 2007.

RMN *H
Composto I Literatura
Posicdo Valores (8) Valores (6)
1 7,75 (m) 7,73 (m)
2 7,88 (m) 7,85 (m)
3 - -
4 - -
5 4,06 (t) 4,05 (t)
6 4,68 (t) 4,66 (t)

E possivel observar (Tabela 5) os estiramentos axiais da ligacdo O-NO; em
1641 cm™® e 1262 cm™, e auséncia do estiramento axial O-H, presente no

intermediario. Também é possivel observar as carbonilas da imida em 1772 cm™ e

1707 cm™, indicando a presenca do anel ftalimidico. No espectro de RMN de 1H
(Tabela 6), ficam evidentes os tripletos caracteristicos da cadeia alquilica, cujos
deslocamentos quimicos estdo em 4,06 e 4,68 ppm, condizentes com o descrito na
literatura.

Os espectros encontram-se no apéndice B.
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3.2.2.4. Sintese dos intermediarios arilftalimidicos

funcionalizados: intermediario lll, intermediario V e intermediario VI.

O mecanismo reacional da sintese desses intermediarios € o0 mesmo,
portanto sera discutido em um Unico tépico.

O solvente escolhido para obtencédo desses intermediarios foi piridina, por ser
um solvente basico ndo nucleofilico com elevado ponto de ebulicdo. A basicidade
auxilia disponibilizando o par de elétrons da amina, tornando-a mais nucleofilica,
facilitando o ataque a carbonila do anidrido ftalico, para posterior formacdo do
intermediario desejado, e, o0 alto ponto de ebulicdo da piridina favorece a etapa de
desidratacgédo final levando ao fechamento do anel ftalimidico.

A reacado inicia-se com o0 ataque nucleofilico do par de elétrons livre do
nitrogénio da arilamina a carbonila do anidrido ftalico, que sustenta uma carga
parcial positiva (6+). Ha rompimento da ligacao 1, e 0 par de elétrons é deslocado
para o atomo de oxigénio. Ao reestabelecer a ligagdo 1, ha quebra da ligagdo C-O
do anidrido. O par de elétrons da amina ataca o carbono carbonilico localizado na
posicdo orto aromatica. Novamente, ha rompimento de outra ligagdo 1 que ao ser
reestabelecida elimina uma molécula de agua, levando ao fechamento do anel e
formando o derivado aril-ftalimidico funcionalizado.

O mecanismo reacional esta demonstrado no esquema a seguir (Esquema 6).
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Esquema 6. Mecanismo de formacao dos derivados arilftalimidicos funcionalizados.

anidrido frilico arilamana
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(Fonte: proprio autor)

3.2.2.4.1. Caracterizagao estrutural do intermediério Il

O intermediario regioisdbmero meta (Figura 11) foi obtido como um soélido

cristalino amarelo, com faixa de fusdo entre 149-151°C e rendimento de 82%

(C15H11NO3; PM= 253,259/m0|)

Figura 11. Identificagdo estrutural do intermediario Ill.

(Fonte: proprio autor)
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Tabela 7. Bandas de absorcdo em IV relativas ao intermediério Ill em comparagéo ao descrito em
literatura por Santos, 2007.

Espectrometria no Infravermelho

Intermediario lll Literatura
Grupo funcional v (cm™) v (cm™)
OH 3550 3541
C-H (sp?) 3082 3066
C-H (sp?) 2937 2933
C=0 simétrico (imida) 1772 1772
C=0 assimétrico (imida) 1714 1716
C=C aromatico 1654 / 1488 1654 / 1488
C-N-C 1381 1381

Tabela 8. Comparacéao entre os deslocamentos quimicos de RMN de 'H do intermediario Il e 0
descrito em literatura por Santos, 2007.

RMN 'H
Intermediario lll Literatura

Posicdo Valores (8) Valores (6)

1 7,82 (m) 7,78 (dd)

2 7,95 (m) 7,94 (dd)

3 - -

Y| - i

5 - -

6 7,37 - 7,51 (m) 7,41 (dd)

7 7,37 -7,51 (m) 7,37

8 7,37 -7,51 (m) 7,37

9 - -

10 7,37 -7,51 (m) 7,49 (d)

11 4,77 (s) 4,76 (s)

E possivel observar (Tabela 7) os estiramentos axiais da ligacdo O-H em
aproximadamente 3550 cm™ e os das carbonilas da imida em aproximadamente
1772 cm™ e 1714 cm™ indicando a presenca do anel ftalimidico. A presenca de dois
sitios nucleofilicos no reagente (hidroxila e amina) poderia levar a obtencdo de um
produto onde ocorresse o atague da hidroxila a carbonila ao invés do ataque da
amina esperado. Caso tivesse ocorrido essa reagao, haveria um estiramento axial de
uma carbonila de éster, e uma carbonila de acido carboxilico, referente a abertura do

anel ftalimidico. Entretanto, esses estiramentos nao foram observados, indicando
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gue o mecanismo reacional ocorre majoritariamente pelo ataque dos pares de
elétrons do nitrogénio da arilamina, formando o derivado ftalimidico desejado.

Em relacdo aos deslocamentos observados no espectro de RMN de 'H
(Tabela 8), nota-se semelhanca entre o composto obtido e o que foi descrito em
literatura, estando o deslocamento do singleto referente ao H11 em 4,77 ppm. Os

espectros encontram-se no apéndice B.

3.2.2.4.2. Caracterizagao estrutural do intermediério V
O intermediario regioisbmero para (Figura 12) foi obtido como um soélido
cristalino amarelo com faixa de fusdo entre 155-158°C e rendimento de 51%

(C15H11NO3; PM= 253,259/m0|)

Figura 12. Identificacé@o estrutural do intermediario V.

(Fonte: proprio autor)

Tabela 9. Bandas de absorcédo em IV relativas ao intermediario V em comparacéo ao descrito em
literatura por Santos, 2007.

Espectrometria no Infravermelho

Intermediario V Literatura
Grupo funcional v (cm™) v (cm™)
OH 3522 3516
C-H (sp?) - 3066
C-H (sp?) 2918 2916
C=0 simétrico (imida) 1761 1768
C=0 assimétrico (imida) 1705 1701
C=C aromatico 1600/ 1514 1600/ 1514

C-N-C 1388 1386
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Tabela 10. Comparacéo entre os deslocamentos quimicos de RMN de 'H do intermediario V e o

descrito em literatura por Santos, 2007.

RMN *H
Intermediario V Literatura
Posicao Valores (6) Valores (8)
1 7,89 -7,98 (m) 7,80 (dd)
2 7,89 -7,98 (m) 7,99 (dd)
3 - -
4 - _
5 - -
6 7,37 -7,47 (m) 7,52 (d)
7 7,37 - 7,47 (m) 7,44 (d)
8 - -
9 4,57 (d) 4,77 (s)

E possivel observar (Tabela 9) a presenca dos estiramentos axiais da ligac&o

O-H em aproximadamente 3522 cm™ e os da carbonila da imida em

aproximadamente 1761 cm™e 1705 cm™, indicando a presenca do anel ftalimidico.

Com relacdo aos deslocamentos observados no RMN de 'H (Tabela 10),

nota-se diferenca entre o singleto em 4,77 ppm descrito em literatura e o dubleto em

4,57 ppm obtido na sintese deste trabalho. Essa diferenca no deslocamento pode

ser atribuida a utilizacdo de solventes distintos na realizacdo das analises, mas nao

compromete a comprovacao de igualdade entre as estruturas.

Os espectros encontram-se no apéndice B.

3.2.2.4.3. Caracterizagao estrutural do intermediario VI

O intermediério VI (Figura 13) foi obtido como um sélido cristalino branco

amarelado, com faixa de fusdo entre 172-175°C e com rendimento de 75%

(C16H13N03; PM= 267,28g/mo|)
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Figura 13. Identificac&@o estrutural do intermediario VI.

(Fonte: proprio autor)

Tabela 11. Bandas de absorgéo em IV relativas ao intermediario VI em comparagdo ao descrito em
literatura por Santos, 2007.

Espectrometria no Infravermelho

Intermediario VI Literatura
Grupo funcional v (ecm™) v (cm™)

OH 3508 3516
C-H aromatico 3066 3066
C-H CH, 2931 2916
C=0 simétrico 1768 1768
C=0 assimétrico 1708 1701

C=C aromatico 1517 / 1471 1514/ 1461
C-N-C 1388 1386

Tabela 12. Comparagéo entre os deslocamentos quimicos de RMN de *H do intermediario VI e
o descrito em literatura por Santos, 2007.

RMN 'H
Intermediario VI Literatura
Posicdo Valores (8) Valores (8)
1 7,82 (m) 7,81 (dd)
2 7,95 (m) 7,95 (dd)
3 - -
4 - -
5 - -
6 7,38 (m) 7,38 (m)
7 7,38 (m) 7,38 (m)
8 - -
9 2,94 (t) 2,93 (t)
10 3,91 (t) 3,90 (t)
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De acordo com as bandas de absorcdo no infravermelho (Tabela 11) e
deslocamentos obtidos através de RMN de 'H (Tabela 12) pode-se concluir que o
composto foi obtido com éxito conforme descrito em literatura por Santos, 2007. E
possivel observar os estiramentos axiais da ligagdo O-H em 3508 cm™, além das
carbonilas de imida em 1768 cm™ e 1708 cm™. Os deslocamentos quimicos de RMN
de 'H referentes aos hidrogénios 9 e 10, de 2,94 ppm e 3,91 ppm, estdo
semelhantes ao descrito na literatura. Os espectros encontram-se no apéndice B.

A reacdo descrita para a sintese desse intermediério utiliza como solvente a
piridina, por ser, como ja mencionado, um solvente basico ndo nucleofilico com
elevado ponto de ebulico.

A mesma sintese foi realizada neste trabalho utilizando acido acético glacial
como solvente, o que demonstrou nao ser eficaz na formacéo do produto desejado.
Mecanisticamente, a reacdo em meio acido poderia favorecer a formacdo do
derivado ftalimidico visto que o acido agiria como catalisador, protonando o oxigénio
da carbonila do anidrido ftalico e auxiliando o rompimento da ligacdo 1T quando
houvesse o ataque do par de elétrons da amina. Porém, desfavorece a reacéo
devido a protonacdo do par de elétrons da amina, levando a uma diminuicdo da
reatividade da mesma.

A faixa de fusdo apresentada pelo produto obtido em meio acido (152°-155°
C) se mostrou inferior ao do produto obtido na sintese em piridina (172°-175°C),
inviabilizando a continuidade das sinteses. Por isso, este produto foi caracterizado

por espectrofotometria de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio.
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Figura 14. Espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H (300 MHz, CDCls) do intermediério VI

incorreto obtido.

Tl

Figura 15. Espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H (300 MHz, CDCls) do intermediario VI

incorreto obtido — ampliagéo na regido aromatica.
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Figura 16. Espectro de ressonancia magnética nuclear (RMN *H, 300 MHz, CDCls) do intermediario VI

incorreto obtido — ampliagéo na regido alquilica.
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Analisando o0 espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do
produto obtido em meio acido (Figuras 14,15 e 16), pode-se sugerir que houve
formacdo de um éster na subunidade aromatica arilica introduzida. Possivelmente
ocorreu uma reacdo de esterificacdo catalisada por acido, na qual a carbonila do
acido carboxilico, protonada pelo acido do meio, sofre ataque do alcool (reagente),
formando um intermedidrio tetraédrico que, posteriormente, apos sofrer transferéncia
de protons, perde uma molécula de &gua, tornando-se um éster protonado
(SOLOMONS, 2006). A comparacdo dos resultados obtidos na sintese com os

relatados na literatura (SANTOS, 2007), encontra-se apresentada na Tabela 13.

Tabela 13. Comparacdo da ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de *H) do composto
VI incorreto obtido com o descrito previamente em literatura (solvente CDCl; em ambos).

a
i

A .*\ = . 2 i . 7
R OO
: L) S EIZ-': ! 2 3 f — 5 oM

0 /
HyT yz

RMN *H
Composto obtido Literatura
Posicdo Valores (6) Valores (6)
1 7,81 (m) 7,81 (dd)
2 7,98 (m) 7,95 (dd)
3 - -
4 - -
5 - -
6 7,39 (m) 7,38 (m)
7 7,39 (m) 7,38 (m)
8 - -
9 3,01 (t) 2,93 (t)
3 - -
4 - -
5 - -
6 7,39 (m) 7,38 (m)
7 7,39 (m) 7,38 (m)
8 - -
9 3,01 (t) 2,93 (t)
10 4,33 (t) 3,90 (t)
11 - -
12 2,07 (s) -
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Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios das posicdes 1, 2, 6, 7 e 9 se
encontram em conformidade com o que € descrito em literatura. O mesmo néo é
observado para o hidrogénio da posi¢cdo 10, que se desloca de & 3,9 para & 4,33,
indicando que ha ligacdo a grupamentos mais eletronegativos que 0 oOxigénio
(também existente na molécula correta). Assim, a carbonila do éster formado
ocasionou esse efeito. O singleto em & 2,07 do hidrogénio 12 indica a presenga da
metila da estrutura.

Com isso, conclui-se que o mecanismo reacional ndo ocorre conforme o
esperado, ndo sendo, portanto, viavel realizar a sintese utilizando acido acético
glacial como solvente.

O mesmo problema foi verificado na sintese de outro intermediario da série
arilica de compostos, havendo formacdo de um éster majoritariamente, porém com

um pequeno rendimento da arilamina funcionalizada.

3.2.2.5. Sintese dos compostos finais: composto Ill, composto V e

composto VI.
Seguindo a metodologia que utiliza &cido nitrico/anidrido acético, 0s
compostos Ill, V e VI foram obtidos com bons rendimentos. O mecanismo para

obtencao dos compostos nitratos ja foi descrito e discutido anteriormente.

3.2.2.5.1. Caracterizacéo estrutural do composto llI
O composto Il (Figura 17) foi obtido como um solido amarelo com faixa de

fusao entre 126-129°C, com rendimento de 90 % (C15H10N2Os5; PM= 298,25g/mol).
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Figura 17. Identificacéo estrutural do composto lIl.

OND;

(Fonte: préprio autor)

Tabela 14. Bandas de absorg&o em IV relativas ao composto Il em comparagdo ao descrito em
literatura por Santos, 2007.

Espectrometria no Infravermelho

Composto llI Literatura
Grupo funcional v (ecm™) v (ecm™)
C-H (sp?) 3066 3066
C-H (sp?) 2960 2926
C=0 simétrico (imida) 1774 1774
C=0 assimétrico (imida) 1718 1722
C=C aromatico 1490/ 1467/1450 1490/ 1488/1450
0O-NO, 1618 /1279 1620/ 1279
C-N-C 1379 1379

Tabela 15. Comparacao entre os deslocamentos quimicos de RMN de *H do composto Ill e 0
descrito em literatura por Santos, 2007.

RMN 'H
Composto Il Literatura
Posicdo Valores (8) Valores (8)

1 7,83 (dd) 7,82 (dd)
2 7,98 (dd) 7,98 (dd)
3 - -
4 - -
5 - -
6 7,45 - 7,60 (m) 7,55 (d)
7 7,45 -7,60 (m) 7,53 (dd)
8 7,45 -7,60 (m) 7,45 (d)
9 - -
10 7,45 -7,60 (m) 7,57 (d)
11 5,51 (s) 5,5 (s)
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De acordo com as bandas de absorcdo no infravermelho e deslocamentos
obtidos através de RMN de *H (Tabelas 14 e 15), pode-se concluir que o composto
foi obtido com éxito conforme descrito em literatura.

Observa-se no espectro de IV a auséncia dos estiramentos axiais O-H em
3550 cm™ e a presenca dos estiramentos axiais O-NO, no produto final em 1618 cm’
' e 1279 cm™. Os estiramentos referentes as carbonilas de imida, em 1774 cm™ e
1718 cm™ e a ligacdo C-N-C em 1379 cm™ se mantiveram presentes, indicando a
manutencdo do anel ftalimidico fechado. Além disso, ocorre uma mudanca no
deslocamento quimico do singleto em & 4,77 ppm no espectro de RMN de *H do
intermediario para & 5,51 ppm no espectro do produto nitrato final, indicando a
substituicdo da hidroxila por um grupamento mais eletronegativo, o nitrato, que
exerce um efeito de “desprotecao” no hidrogénio 11. Os espectros encontram-se no

apéndice B.

3.2.2.5.2. Caracterizagéao estrutural do composto V
O composto V (Figura 18) foi obtido como um sélido branco amarelado com
faixa de fusdo entre 159-162°C, com rendimento de 88% (CisHioN2Os; PM=

298,25g/mol).

Figura 18. Identificacdo estrutural do composto V.

(Fonte: proprio autor)
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Tabela 16. Bandas de absor¢cédo em IV relativas ao composto V em comparacgdo ao descrito em
literatura por Santos, 2007.

Espectrometria no Infravermelho

Composto V Literatura
Grupo funcional v (cm™) v (cm™)
C-H (sp?) 3066 3066
C-H (sp?) 2922 2924
C=0 simétrico (imida) 1786 1786
C=0 assimétrico (imida) 1716 1718
C=C aromatico 1517/ 1458 1517/1455
0O-NO, 1610/ 1282 1620/ 1279
C-N-C 1387 1389

Tabela 17. Comparacéo entre os deslocamentos quimicos de RMN de *H do composto V e o
descrito em literatura por Santos, 2007.

RMN 'H
Composto V Literatura
Posicdo Valores (6) Valores (6)
1 7,90 (m) 7,81 (dd)
2 7,99 (m) 7,98 (dd)
3 - -
4 - -
5 - -
6 7,50 - 7,64 (m) 7,53 (d)
7 7,50 - 7,64 (m) 7,49 (d)
8 - -
9 5,64 (s) 5,48 (s)

De acordo com as bandas de absorcdo no infravermelho e deslocamentos
obtidos através de RMN de 'H (Tabelas 16 e 17), pode-se concluir que 0 composto
foi obtido com éxito conforme descrito em literatura.

Observa-se a auséncia dos estiramentos axiais O-H em 3550 cm™ e a
presenca dos estiramentos axiais O-NO, em 1610 cm™ e 1282 cm™ no produto final.
Além disso, as carbonilas de imida estdo presentes em 1786 cm™ e 1716 cm™,
reforcando o fechamento do anel ftalimidico, conforme planejado. Em relacdo aos

deslocamentos quimicos apresentados pelo composto no espectro de RMN de *H,
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pode-se inferir que a pequena diferenca observada com relacdo a literatura se deu
em virtude da utilizacdo de solventes diferentes na execucdo da andlise. Neste
trabalho foi utilizado dimetilsulfoxido deuterado, enquanto que os dados da literatura
foram obtidos utilizando-se cloroférmio deuterado. Os espectros encontram-se no

apéndice B.

3.2.2.5.3. Caracterizacgao estrutural do composto VI
O composto VI (Figura 19) foi obtido como um sélido amarelo, com faixa de

fusdo entre 141-144°C, com rendimento de 76% (C16H12N2Os; PM= 312,23g/mol).

Figura 19. Identificacdo estrutural do composto VI.
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(Fonte: proprio autor)

Tabela 18. Bandas de absor¢é@o em IV relativas ao composto VI em comparagéo ao descrito em
literatura por Santos, 2007.

Espectrometria no Infravermelho

Composto VI Literatura
Grupo funcional v (cm™) v (cm™)
C-H (sp?) 3066 3066
C-H (sp?) 2922 2924
C=0 simétrico (imida) 1786 1786
C=0 assimétrico (imida) 1718 1718
C=C aromatico 1515/ 1465 1514/1465
0-NO, 1618 /1280 1610/1283

C-N-C 1391 1389




Pagina |78

Tabela 19. Comparacéo entre os deslocamentos quimicos de RMN de 'H do composto Vle o
descrito em literatura por Santos, 2007.

RMN "H
Composto VI Literatura
Posicdo Valores (6) Valores (6)
1 7,82 (m) 7,79 (m)
2 7,95 (m) 7,95 (m)
3 - -
4 - i
5 - -
6 7,41 (m) 7,41 (d)
7 7,39 (m) 7,37 (d)
8 - -
9 3,09 (t) 3,08 (t)
10 4,68 (t) 4,66 (t)

De acordo com as bandas de absorcdo no infravermelho e deslocamentos
obtidos através de RMN *H (Tabelas 18 e 19), pode-se concluir que o composto foi
obtido com éxito conforme descrito em literatura.

Através dos estiramentos de IV pode-se observar a ligacdo O-NO, em 1618
cm™e 1280 cm™ e a auséncia dos estiramentos axiais O-H em 3522 cm™, devido a
formacéo do éster de nitrato. Ainda, observa-se através do estiramento axial C-N-C
em 1391 cm™ e do estiramento axial C=0O das carbonilas de imida em 1786 cm™ e
1718 cm™, a presenca do sistema imidico no nucleo isoindolin-1,3-diona.

Ao comparar os espectros de RMN de 'H, observa-se um deslocamento dos
hidrogénios a e B ao nitrato, que no reagente é visualizado em 3,91 ppm (H10) e
2,94 ppm (H9), e no produto final aparece em 4,68 ppm (H10) e 3,09 ppm (H9),
respectivamente. Este efeito ocorre devido a desprotecdo causada pelo efeito
indutivo do grupamento nitrato.

Os espectros encontram-se no apéndice B.
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3.2.3. Avaliacdo do tempo de sangramento e teste de agregacéao
plaquetéria

A avaliacao do tempo de sangramento foi realizada para os compostos |, II, llI

e VI, e os resultados foram comparados ao controle positivo (AAS) e negativo (CMC

0,5%). Os resultados estédo apresentados no gréafico abaixo.

Figura 20. Tempo de sangramento em camundongos uma hora ap6s administracdo dos compostos
via oral.
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* (p<0,05) com relag&o ao controle positivo. # (p<0,05) com relagdo ao controle negativo. ANOVA
seguido de Tukey. (Fonte: proprio autor)

E possivel observar que os compostos | e Il ndo apresentaram resultados
diferentes estatisticamente em relacdo ao controle positivo (AAS), indicando
resultados semelhantes ao mesmo, com um elevado tempo de sangramento. O
composto VI apresentou tempo de sangramento estatisticamente menor que o
controle positivo, sendo o Unico composto com resultado comparavel ao controle
negativo, ou seja, nao diferiu significativamente do mesmo. O composto Il mostrou-
se diferente tanto do controle positivo quanto do negativo, sendo o resultado inferior
ao tempo de sangramento promovido pelo AAS, mas superior ao nivel basal

representado pelo controle negativo.
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Figura 21. Porcentagem de agregacéo plaquetaria obtida com os compostos sintetizados.
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* (p<0,05) com relagdo ao controle positivo. ANOVA. (Fonte: préprio autor)

Com relacdo ao ensaio de agregacdo plaquetéria, os compostos Ill e VI
inibiram a agregacéo de plaquetas induzidas por ADP e colageno com resultados de
atividade superior ao controle positivo utilizado. O composto V também apresentou
atividade superior no ensaio com colageno, j& com indugdo por ADP ndo mostrou
uma inibicdo significativa em relagéo ao controle positivo. O composto | foi capaz de
gerar uma diminuicdo na agregacao de plaquetas somente na inducéo feita por
ADP.

Os compostos | e Il, embora tenham apresentado um elevado tempo de
sangramento, mostraram-se pouco eficazes em inibir a agregacao de plaquetas
induzida por coldgeno. O composto I, no teste induzido por ADP, mostrou-se com
atividade antiagregante plaquetaria significativa em relagdo ao controle utilizado
(AAS).

De uma maneira geral, excetuando-se o composto |l, pode-se concluir que os
compostos possuem atividade antiagregante plaquetéria induzida pelas vias ADP e

colageno, aliando-se os resultados obtidos nos dois testes, sendo que cada
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composto atua mais fortemente em uma parte do processo de hemostasia primaria
do organismo.

A hemostasia primaria € um processo biolégico que para o sangramento
decorrente de injuria vascular por meio da formacao de um tampéao plaquetéario. Para
gue 0 processo ocorra, é necessaria a integridade dos trés componentes da funcéo
plaguetaria: adesao, atividade e agregacdo (VANNI et al., 2007). As plaquetas sao
pequenos fragmentos subcelulares anucleados, formados a partir dos
prolongamentos citoplasmaticos dos megacariocitos na medula 6ssea, e estdo
presentes em alta concentracdo no sangue (CASTRO et al., 2006).

O processo se inicia quando ocorre injuria vascular, com exposicdo de
colageno subendotelial as plaquetas circulantes no plasma, e, na sequéncia, ha a
fase de adesdo, mediada por receptores de adesdo plaquetarios primarios, a
glicoproteina VI (GPVI), que se liga ao colageno e as proteinas do colageno, e o
complexo glicoproteina Ib-IX-V (GPIb-1X-V), que se liga ao fator de von Willebrand
(FVW), as integrinas leucocitarias e a P-selectina, expressa pela célula endotelial
ativada. Essas ligacbes aumentam a expressdo de integrinas plaguetarias,
mediando o processo de agregacéao (WALLACE, 2005).

ApOs a adeséo, as plaquetas iniciam o processo de ativacéo, atraves da acao
de agonistas plaquetarios, como o colageno, trombina e epinefrina. Eles se ligam a
receptores de membrana das plaguetas e ativam cascatas bioquimicas no citosol,
gue irdo culminar com a elevacdo do célcio intracelular e ativacdo da proteina
guinase C, que, por sua vez, promovem a liberacdo de componentes dos granulos
intracelulares das plaquetas. Os granulos plaquetarios podem ser do tipo a, que
liberam FvW, plasminogénio, fibronectina e P-selectina, sendo responsaveis por

manter a adesdo e integracdo entre as ceélulas, ou granulos densos, que liberam
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serotonina e ADP, as quais promovem o0 recrutamento de mais plaquetas para o
tampao plaquetario (VANNI et al., 2007).

A ligacdo do ADP e dos outros agonistas aos seus respectivos receptores
promove ativacdo da cascata de proteinoquinase de ativacdo mitogénica
(MAPquinase), liberando, em dltima instancia, tromboxano A, (TxA;), importante
agonista plagquetario e vasoconstritor. Além disso, a MAPquinase também libera mais
célcio para o citosol (HARTWIG et al., 2003).

A proteina quinase C, jA mencionada, também é responsavel pela ativacdo do
receptor de membrana glicoproteina llb/llla (GPIIb/llla) que, junto com o fibrinogénio,
medeia 0 processo de agregacao plaquetaria e de formag¢do do tampao plaquetéario
(VANNI et al., 2007).

No que diz respeito a atividade antiagregante plaquetaria observada nos
compostos sintetizados, esta pode ser atribuida também a atividade doadora de NO
gue possuem, ja comprovada anteriormente por SANTOS (2011). Ou seja, 0s
compostos também podem inibir a agregacéo por atuarem como doadores de NO.

Uma das funcdes do NO, entre tantas no organismo, € a inibicdo da adeséao,
ativacdo, agregacdo e recrutamento plaquetarios, principalmente mediante vias
GMPc dependentes. O GMPc, segundo mensageiro, € a principal via de atuacéo do
NO, sendo originado pela acdo da GCs no citosol. Os mecanismos do NO sobre as
plaguetas incluem reducédo do nivel de célcio citoplasmatico, bloqueio do receptor de
TxA;, modulacdo da expressdo de P-selectina e modulacdo da ligacdo de
fibrinogénio via receptor GPIIb/llla. A reducéo dos niveis de calcio intracelular se da
pela inibicdo da sua liberacdo via receptor tubular denso, aumento de sua taxa de
extrusdo e reducdo da entrada do meio extravascular. O NO também catalisa a

fosforilacdo do receptor de TxA,, impedindo assim a ativacdo plaquetaria que ele
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medeia. Além disso, ele induz a diminuicdo da expressdo de P-selectina,
promovendo uma inibicdo da adesdo plaquetaria. Por fim, ocorre ainda uma
diminuicdo dos receptores GPIlIb/llla na superficie da plaqueta e aumento da
constante de dissociacdo desse receptor pelo fibrinogénio, dificultando o processo
de agregacao (VANNI et al., 2007).

Muitos autores defendem a ideia de que mecanismos independentes de
GMPc possam estar envolvidos no papel do NO frente a inibicdo da agregacao
plaquetéria. No estudo de Gordge e colaboradores (1998), e Tsikas e colaboradores
(1999), observou-se gque o bloqueio da via GMPc dependente nao revoga totalmente
a inibicdo da agregacédo plaquetaria pelo NO, e outras vias possivelmente devem
envolver nitrosilacdo de residuos de tirosina via OONO- (peroxinitrito) ou inibicdo
através da nitrosilacdo de proteinas da sintese de TxA, (STANKEVICIUS et al.,
2003; EGBRINK et al., 2005).

Beghetti e colaboradores (2003), mostraram que agregacao in vitro € inibida
se 0s estudos sao feitos de forma rapida, mas que os niveis de GMPc
intraplaquetéarios ndo estao elevados, indicando assim que um mecanismo GMPc
independente pode estar envolvido (STANKEVICIUS et al., 2003; EGBRINK et al.,
2005).

Outro estudo conduzido por Marjanovic e colaboradores, nos EUA,
demonstrou que a producao de pequena concentracdo de NO produzido por eNOS
plaguetéario estimula a secrecdo e agregacdo plaquetarias e, dessa forma, amplifica
e estabiliza a agregacao plaquetaria (EGBRINK et al., 2005).

Combinando os resultados de diversos estudos conduzidos sobre a atuacao
do NO frente as plaquetas, os autores acreditam em um papel bifasico do NO na

ativacdo plaquetaria, no qual, em baixa concentracdo dele, ha um estimulo da
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ativacdo plaquetaria, mas, em alta concentracdo, ocorre inibicdo dessa ativacao
(VANNI et al., 2007).

Assim, pode-se sugerir que o0s resultados observados para 0os compostos
sintetizados neste trabalho se deram em razdo da liberacdo de quantidade
significativa de NO por eles, obtendo-se o efeito protetor na formacéo de trombo, e

com isso, podendo ser Gteis no tratamento da anemia falciforme.
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3.2.4. Estabilidade Quimica

3.24.1. Composto |

° Seletividade

A seletividade do método foi avaliada em relacdo ao intermediario da reacao
(IR). Como mostrado na Figura 22, € possivel observar tempos de retencéo diferentes

para as duas moléculas, ambas na concentracao de 10ug/mL.

Figura 22. Cromatograma da seletividade do método analitico para o composto I.
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(Fonte: proprio autor)

° Linearidade

Para avaliacdo da linearidade foi construida uma curva analitica (Figura 23)
por regressao linear nas concentracbes de 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5 e 10 pug/mL, em
triplicata para cada concentragdo. A reta encontrada foi y = 21225x -2160 e o
coeficiente de regressao linear (r) foi 0,9995. A exatidao (concentracao experimental/

concentragao nominal x 100) dos pontos da curva foi de 87,5 a 112%.
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Figura 23. Curva de linearidade do composto .
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o Limite de Quantificacao
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O limite de quantificacéao foi de 0,25ug/mL, sendo esta a menor concentracao

gue apresentou precisao (CV% = 1,6) e exatiddo (112%) aceitaveis.

° Precisdo e exatidao

A precisdo e a exatiddo foram avaliadas para trés concentracdes

(CQB=0,5ug/mL; CQM=2,5ug/mL e CQA=8ug/mL) em triplicatas, no mesmo dia e

em dois dias ndo consecutivos. Os resultados estdo mostrados na Tabela 20.

Tabela 20. Preciséo e exatiddo do método analitico para o composto |.

Concentragdo nominal (ug/mL)

0,5 2,5 8

Conc. Experimental (ug/mL) 0,456 2,618 8,753

Replicatas Precisdo (CV %) 1,20 1,85 0,15

intra-dia Exatiddo (%) 91,28 104,74 109,42
N 3 3 3

Conc. Experimental (ug/mL) 0,510 2,678 8,749

Replicatas  Precisdo (CV %) 0,117 0,028 0,001

inter-dia Exatiddo (%) 102,17 107,19 109,36
N 6 6 6

CV %= coeficiente de variacéo [(desvio padrdao/média) x 100]
Exatiddo % = [(concentracdo experimental/concentracdo nominal) x 100]
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Estabilidade em agua e tampdes (pH 1,2 e pH 7,4)

A quantificacdo do composto | foi realizada em triplicata usando diferentes
condicdes experimentais: Agua (37°C, com agitacdo), tampdo pH 1,2 (37°C, com
agitacdo) e tampao pH 7,4 (37°C, com agitacao).

Contudo, o composto | apresentou-se instavel nas condicbes analisadas,
tendo sua concentracdo decaido para um valor abaixo do limite de quantificacdo do
método no tempo de 15 minutos apds o inicio dos experimentos, tanto para agua

como para os tampdes.

O composto | em solucdo de acetonitrila foi estavel por um periodo maximo

de 7 dias quando armazenado em geladeira (5°C).

3.2.4.2. Composto Il

° Seletividade

A seletividade do método foi avaliada em relacdo ao intermediario da reacao

(IR). Como mostrado na Figura 24, é possivel observar tempos de retencao

diferentes para as duas moléculas, ambas na concentracdo de 5ug/mL.

Figura 24. Cromatograma de seletividade do método analitico para o composto Il.

(Fonte: proprio autor)
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o Linearidade
Para avaliacdo da linearidade foi construida uma curva analitica (Figura 25)
por regressao linear nas concentracdes de 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 e 5ug/mL, em triplicata
para cada concentragdo. A reta encontrada foi y = 41915x -1268 e o coeficiente de
regressao linear (r) foi 0,9995. A exatidao (concentracédo experimental/ concentracao

nominal x 100) dos pontos da curva foi de 97 a 110%.

Figura 25. Curva de linearidade do composto .
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o Limite de Quantificacao
O limite de quantificagéao foi de 0,25ug/mL, sendo esta a menor concentracao

gue apresentou precisdo (CV% = 1,07) e exatidao (110,44%) aceitaveis.

o Preciséo e exatidao
A precisdo e a exatiddo foram avaliadas para trés concentracdes
(CQB=0,5pg/mL; CQM=1pg/mL e CQA=4ug/mL) em triplicatas, no mesmo dia e em

dois dias nao consecutivos. Os resultados estdo mostrados na Tabela 21.



Pagina |89

Tabela 21. Precisdo e exatiddo do método analitico para o composto Il

Concentragdo nominal (ug/mL)

0,5 1,0 4,0
Conc. Experimental (pug/mL) 0,51 1,07 3,77
Replicatas Precisdo (CV %) 0,005 0,002 0,01
intra-dia Exatiddo (%) 98,37 93,58 106,04
N 3 3 3
Conc. Experimental (pg/mL) 0,51 1,05 3,77
Replicatas  Precisdo (CV %) 0,005 0,02 0,007
inter-dia Exatiddo (%) 98,04 95,01 106,12
N 6 6 6

CV %= coeficiente de variacéo [(desvio padrdo/média) x 100]

Exatidao % = [(concentracdo experimental/concentracdo nominal) x 100]

o Estabilidade em agua e tampdes (pH 1,2 e pH 7,4)

A quantificagdo do composto Il foi realizada em triplicata usando diferentes
condicdes experimentais: Agua (37°C, com agitacéo), tampdo pH 1,2 (37°C, com
agitacdo) e tampéao pH 7,4 (37°C, com agitacao).

A partir da quantificacdo da substancia foi possivel construir um grafico

apresentando os resultados obtidos (Figura 26).

Figura 26. Estabilidade do composto Il em solucdes.
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* p<0,05 em relacdo ao tempo 0 ( ANOVA para medidas repetidas, seguido de Tukey)
(Fonte: proprio autor)
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O composto Il foi estavel em pH 1,2 por 24 horas, ndo apresentando
degradacdo para nenhum dos tempos analisados. Em agua, foi estavel por 6 horas,
apresentando degradacdo somente a partir de 8 horas. Ja em pH 7,4, em apenas 15
minutos houve degradacdo significativa em relacdo ao tempo 0, e em todos o0s
tempos seguintes continuou-se a observar degradacdo, demonstrando a
instabilidade do candidato a farmaco nesse pH.

O composto Il em solucdo de acetonitrila foi estavel em geladeira (5°C) por

um periodo de 40 dias.

3.24.3. Composto Il

O experimento tomado como base para execucdo desse estudo foi
anteriormente realizado com o composto lll, sendo os parametros adotados para
validacdo do método analitico os mesmos adotados para ele. O composto
apresentou os seguintes resultados:

Em pH 1,2, foi estavel por 6 horas, apresentando degradacdo no tempo de 8
horas (p<0,05). Em pH 7,4, houve degradacéao a cada tempo de analise em relacéo
ao anterior. O ensaio da estabilidade em agua a temperatura ambiente (25°C)
mostrou perfil semelhante ao do pH 1,2, contudo a degradacdo comecou em 4
horas. No estudo de estabilidade em agua na temperatura de 37°C, em 30 minutos o
analito ja estava abaixo do limite de quantificacao (Figura 27).

O composto Il foi mantido em geladeira (5,0°C) por 24 horas, sem agitacao,

nao ocorrendo degradacao.
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Figura 27. Estabilidade do composto Il em solu¢des (1500 ng/mL).
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* p<0,05 em relacéo ao tempo 0 (ANOVA para medidas repetidas, seguido de Tukey)
(Fonte: Campos, M.L.*)

3.24.4. Composto VI
o Seletividade
A seletividade do método foi avaliada em relagdo ao intermediario da reacéo

(IR). Como mostrado na Figura 28, é possivel observar tempos de retencéo

diferentes para as duas moléculas, ambas na concentracdo de 5ug/mL.

Figura 28. Cromatograma de seletividade do método analitico para o composto VI.
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*Campos, M.L.; Tese (Doutorado), Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, 2015.
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o Linearidade
Para avaliacdo da linearidade foi construida uma curva analitica (Figura 29)
por regressao linear nas concentracdes de 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 e 5ug/mL, em triplicata
para cada concentragdo. A reta encontrada foi y = 31017x -2834 e o coeficiente de
regressao linear (r) foi 0,9985. A exatidao (concentracdo experimental/ concentragao

nominal x 100) dos pontos da curva foi de 90,5 a 102,9%.

Figura 29. Curva de linearidade do composto VI.
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o Limite de Quantificacao
O limite de quantificacéao foi de 0,25ug/mL, sendo esta a menor concentracao

gue apresentou precisdo (CV% = 1,16) e exatidado (102,9%) aceitaveis.

o Preciséo e exatidao
A precisdo e a exatiddao foram avaliadas para trés concentracdes
(CQB=0,5pg/mL; CQM=1pg/mL e CQA=4ug/mL) em triplicatas, no mesmo dia e em

dois dias ndo consecutivos. Os resultados estdo mostrados na Tabela 22.
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Tabela 22. Precisdo e exatiddo do método analitico para o composto VI.

Concentragdo nominal (ug/mL)

0,5 1,0 4,0
Conc. Experimental (pug/mL) 0,53 1,05 4,02
Replicatas Precisdo (CV %) 0,013 0,014 0,008
intra-dia Exatiddo (%) 94,97 95,07 99,57
N 3 3 3
Conc. Experimental (ug/mL) 0,53 1,05 3,89
Replicatas  Precisdo (CV %) 0,019 0,010 0,003
inter-dia Exatiddo (%) 93,45 95,48 102,89
N 6 6 6

CV %= coeficiente de variacéo [(desvio padrdo/média) x 100]

Exatiddo % = [(concentracdo experimental/concentracdo nominal) x 100]

o Estabilidade em agua e tampdes (pH 1,2 e pH 7,4)

O composto VI foi quantificado em diferentes tempos pré-determinados,

retirando-se aliquotas, em triplicata, das condicdes experimentais propostas: Agua

(37°C, com agitacéo), tampéo pH 1,2 (37°C, com agitacdo) e pH 7,4 (37°C, com

agitacao).

A partir da quantificacdo da substancia foi possivel construir um grafico

apresentando os resultados obtidos (Figura 30).

Figura 30. Estabilidade do composto VI em solucgdes.
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*p<0,05 em relacdo ao tempo 0 ( ANOVA para medidas repetidas, seguido de Tukey)

(Fonte: proprio autor)
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O composto VI foi estavel em pH 1,2 por 30 minutos, sendo constatada uma
degradacao estatisticamente significativa (p<0,05) no tempo seguinte analisado( de
1 hora) em relacdo ao tempo zero. Em agua, foi constatada degradacao significativa
apos 4 horas em relacdo ao tempo zero. Ja em pH 7,4, apos 30 minutos houve
degradacéao estatisticamente significativa em relacdo ao tempo zero.

O composto VI em solucdo de acetonitrila foi estavel em geladeira (5°C) por
um periodo de 40 dias.

Com o intuito de melhor comparar os perfis de degradagdo obtidos pelos

compostos analisados, os resultados estdo apresentados na tabela a seguir.

Tabela 23. Tempo de estabilidade dos compostos nas condi¢des propostas.

Condigdo a 37°C

pH 1.2 pH7.4 Agua
Composto | 15 min 15 min 15 min
Composto Il 24 h 15 min 6h
Composto Il 6h 15 min 30 min
Composto VI 30 min 30 min 4h

Analisando os resultados obtidos, observa-se que, de maneira geral, todos os
compostos apresentaram notavel instabilidade em tampdo pH 7,4, sendo
hidrolisados em cerca de 15 minutos a partir do inicio do experimento. Apenas o
composto VI apresentou degradacdo estatisticamente significativa em relacdo ao
tempo zero aos 30 minutos, sendo, ainda assim, muito rapidamente degradado.

Em pH 1,2, o composto Il se mostrou estavel por 24h, apresentando perfil
completamente contrario ao composto I, que em 15 minutos estava completamente
hidrolisado. Em termos estruturais, os dois compostos diferem entre si pelo

espacador utilizado, sendo o composto | o derivado metilénico e o Il o etilénico.
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Estruturas:

Figura 31. Comparacao estrutural dos compostos | e Il.
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Em agua, os melhores resultados foram obtidos com os compostos Il e VI,
gue se mostraram estaveis por 6 e 4 horas, respectivamente. O composto VI &
derivado interfenilénico do composto I, diferindo pela presenca do anel aromatico
em sua estrutura, substituido na posicao para, fator que n&do contribuiu para uma
maior estabilidade em agua, mas fez diferenca em pH acido, onde o Composto VI
resistiu apenas 30 minutos.

Estruturas:

Figura 32. Comparacéo estrutural dos compostos Il e VI.
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O composto Il é derivado interfenilénico do composto |, e, diferente da

relacdo observada entre os compostos Il e VI, a insercédo do anel aroméatico, com o
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substituinte na posicdo meta, contribuiu para aumentar a estabilidade em pH acido,
ficando em cerca de 6 horas em contrapartida do composto |, que apés 15 minutos
estava completamente hidrolisado.

Estruturas:

Figura 33. Comparacao estrutural dos compostos | e Il
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3.2.5. Testeimunoquimico para detec¢do de TNF-a e IL-1B
3.25.1. Ensaio de viabilidade celular de macréfagos

Para determinar a citotoxicidade dos compostos, foi utilizado o ensaio
colorimétrico de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio),
desenvolvido por Mosmann (1983). O método baseia-se na conversao do substrato,
o sal de tetrazolio MTT, um corante amarelo solivel em agua. Na presenca de
células vivas, ele é convertido pelas desidrogenases mitocondriais em cristais
insollveis de formazana, decorrente da clivagem do anel tetrazdlico presente no
MTT, que apresentam coloracao azul. Os cristais sdo entdo solubilizados, em meio
adequado, para medida no espectrofotdmetro (540 e 620nm) (SHCHARBIN, et al.;
2010). Quanto menor a citotoxicidade das substancias, maior serd a intensidade
metabdlica e consequentemente maior sera a absorvancia da solugao.

Os compostos foram testados nas concentragdes de 400uM; 200uM; 100uM,;
50uM; 25uM; 12,5uM. Foi considerado como satisfatéria viabilidade igual ou superior
a 70%.

O composto | demonstrou ndo ser citotdoxico em nenhuma das concentracfes
avaliadas. A viabilidade celular foi de 83% a 90%.

O composto Il demonstrou néao ser citotéxico em nenhuma das concentracdes
avaliadas. A viabilidade celular foi de 84% a 93%.

O composto Il apresentou uma viabilidade celular inferior a 70% nas
concentragbes de 400uM e 200uM (33% e 49%, respectivamente), inviabilizando o
uso dessa substancia nas mesmas. Ja nas concentracdes inferiores a 100uM, a
viabilidade foi de 90% a 96%.

O composto V foi citotoxico na concentracdo de 400uM (68% de viabilidade

celular). Nas concentragdes inferiores a ela, a viabilidade foi de 70% a 100%.
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O composto VI demonstrou nao ser citotdxico em nenhuma das
concentracfes analisadas. A viabilidade celular foi de 89% a 97%.

Os resultados estdo demonstrados na Figura 34.

Figura 34. Viabilidade celular em diferentes concentracdes dos compostos.

Composto Il Composto il
; 1004 ; 1004
g = I
§ T = . i
< =
& i "
K] : =
0- e 0- - A
O A A R
Concentracdo (uM) Concentragio (uM)
Composto V Composto VI
Z 1004 l - Z 1004 x i
§ 50- g 50
S
0 . il S ~ L g 0 T v T T i
I A R I
Concentracio (uM) Concentragéo (uM)

(Fonte: proprio autor)

Assim, através desses resultados de viabilidade celular, foi possivel
determinar as concentracdes a serem utilizadas no teste para determinacdo das
citocinas TNF-a e IL-1B8 no sobrenadante das culturas de macréfagos. A viabilidade

ficou superior a 70% para todos os compostos nas concentracbes de 100uM ou

menores.
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3.2.5.2. Determinacdo das citocinas TNF-a e IL-18 nos
sobrenadantes das culturas de células aderentes

Os compostos I, 1, V e VI foram testados em trés diferentes concentracoes,
escolhidas com base nos resultados obtidos no teste de viabilidade celular de
macrofagos.

As concentracfes de TNF-a e IL-1B foram calculadas através de uma reta
padrdo previamente estabelecida com concentracdes molares conhecidas de TNF-a.
Os resultados foram expressos como concentracdo de TNF-a ou IL-1B detectado
pelo imunoensaio enzimatico (ELISA), onde os valores estdo expressos como a

média + EPM (Figura 35).

Figura 35. Concentracdo de TNF-a produzido por macréfagos em meio contendo os compostos, em
diferentes concentracdes, utilizando LPS como controle positivo.
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O composto Ill foi o Gnico entre 0os compostos analisados que apresentou
uma inibicdo significativa da citocina TNF-a em relacdo ao controle positivo (LPS),
nas trés concentracdes testadas (100uM, 50uM e 25uM).

Relatos da literatura sobre a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade
biol6gica de derivados ftalimidicos inibidores de TNF-a mostram que a inibigdo desta
citocina € maior quando o nudcleo ftalimidico esta diretamente ligado a um anel
aromatico, e menor atividade é observada quando o nucleo ftalimidico esta ligado a
derivados alquilicos (SANTOS, 2007).

Embora os compostos V e VI também apresentem, assim como 0 composto
[ll, o ndcleo ftalimidico ligado diretamente a um anel aromatico, estes nao
mostraram-se capazes de inibir a citocina TNF-a nas concentragdes testadas. O
composto V difere do composto Il apenas na posicdo em que o substituinte esta
ligado ao anel aromético, em para e meta, respectivamente, fator que pode ter
influenciado o resultado obtido.

O composto Il ndo apresenta anel aromético em sua estrutura, € ndo mostrou-
se capaz de inibir a citocina TNF-a em nenhuma das concentragbes avaliadas neste
trabalho.

Com relacdo ao ensaio de inibicdo da liberacdo de IL-1B, os resultados
apresentaram o mesmo perfil dagueles obtidos para inibicho de TNF-a, sendo
apenas o composto Il capaz de inibir essa citocina nas trés concentracdes testadas
(100uM, 50uM e 25uM).

Os resultados estao apresentados na figura a seguir (Figura 36).
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Figura 36. Concentracéo de IL-1§ produzida por macréfagos em meio contendo 0os compostos, em
diferentes concentragdes, utilizando LPS como controle positivo.
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*p<0,05 (em comparacéo ao grupo tratado com LPS). ANOVA seguido de Dunnett.

(Fonte: proprio autor)

Diante dos resultados obtidos no teste de inibicdo da liberagédo de TNF-a e IL-
18, pode-se concluir que o composto Il foi o Unico a apresentar resultados
significativos em relacdo ao controle positivo (LPS). Nas trés concentracdes
utilizadas, o composto foi capaz de inibir significativamente a liberacdo de ambas as
citocinas.

A figura a seguir (Figura 37) mostra a comparacao dos resultados para TNF-a
e IL-1B, nas trés concentracfes testadas, como porcentagem de inibicdo das

mesmas em relacdo ao controle positivo utilizado (LPS).
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Figura 37. Porcentagem de inibicdo da producéo de TNF-a e IL-13 por macrofagos, em meio
contendo o composto Il
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Na concentracdo de 100uM, a taxa de inibicdo de ambas as citocinas foi de
aproximadamente 65%. Com 50uM, a inibicdo de TNF-a foi ligeiramente superior,
57% contra 49% de inibicdo de IL-1B. J& com 25uM, a inibicdo de IL-1B foi maior,
38%, ficando em aproximadamente 22% a inibicdo de TNF-a.

Assim, conclui-se que o composto apresentou de forma satisfatoria atividade
inibitoria das citocinas pro-inflamatoérias analisadas, condizendo com o planejamento

estrutural proposto para a molécula.

3.2.6. Determinacéo dainibicdo de liberacdo de NO
Como ja mencionado anteriormente, a NOS €& a enzima responsavel pela
sintese do NO e trés isoformas sdo descritas para ela, sendo uma NOS induzida
(iINOS) e duas NOS constitutivas (cNOS). A isoforma Il (iNOS) € uma NOS induzida
por citocinas como TNF-a, IL-1B ou |IF-g, endotoxinas bacterianas e
lipopolissacarideos, no endotélio e musculatura lisa vascular, ndo é regulada pelo
célcio e produz grande quantidade desse mediador (CERQUEIRA & YOSHIDA,

2002).
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O teste de inibicdo da liberacdo de NO objetivou avaliar se 0os compostos
sintetizados possuem essa atividade, em células previamente estimuladas por LPS.
Apés a inducdo, a INOS pode ficar ativa por 20 horas, sintetizando NO em
guantidades 1000 vezes maiores que a ctNOS, sendo responsavel pelos seus efeitos
citotoxicos. Em respostas inflamatérias cronicas localizadas, observa-se um efeito
nocivo dessa alta producdo de NO dependente de INOS por macréfagos nos
espacos subendoteliais (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002).

Apenas o composto Il se mostrou capaz de inibir a liberagdo de NO induzida
por LPS, em aproximadamente 40% (100uM). Os resultados estdo mostrados na

figura abaixo (Figura 38).

Figura 38. Inibicao da liberacao de 6xido nitrico proveniente de macrofagos pelos compostos I, lll, V
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* (p<0,05) em relacdo ao controle LPS. ANOVA seguido de Dunnett.

(Fonte: proprio autor)
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Pacientes com anemia falciforme, por apresentarem niveis elevados de
citocinas pro-inflamatorias tais como TNF-a e IL-183, estdo susceptiveis a produgéo
de grandes quantidades de NO via INOS. Como ja dito, a quantidade de NO
produzida pode determinar se ele é protetdrio ou toxico. Pequenas quantidades séo
importantes para a homestasia do organismo, porém grandes quantidades sao
citotoxicas (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002).

A atividade apresentada pelo composto Ill mostra-se interessante no contexto
fisiopatolégico da anemia falciforme, e, embora ndo seja possivel, somente através
do teste realizado, afirmar que o NO inibido foi proveniente somente da via de
producao pela INOS, pode-se, a partir desses resultados preliminares, intensificar os

estudos acerca do comportamento do composto frente & producéo e inibicdo de NO.
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4. CONCLUSAO

Os intermediarios e compostos finais propostos foram sintetizados com éxito,
conforme o descrito em literatura, apresentando rendimentos superiores a 51%.

Os ensaios de tempo de sangramento e agregacdo plaquetaria mostraram
gue os compostos, de maneira geral, inibem a agregacao de plaquetas no modelo
proposto (inducdo por ADP e colageno), interferindo no processo de hemostasia
primaria do organismo e, assim, podendo contribuir para protecdo do vaso
sanguineo e para o tratamento de pacientes com anemia falciforme. O composto |l
foi o Unico que ndo apresentou inibicdo da agregacdo plaquetéria estatisticamente
significativa em relacdo ao controle positivo, porém observou-se que, no teste de
tempo de sangramento, o animal que recebeu o composto apresentou uma elevagao
do tempo de sangramento comparavel ao controle positivo (AAS), sugerindo a
existéncia de atividade anticoagulante.

A partir do ensaio de estabilidade quimica, conclui-se que 0 composto mais
estavel nas trés condi¢des testadas € o composto Il, estavel por 24 horas em pH 1,2
e por 6 horas em agua, seguido pelo composto lll, estavel por 6 horas em pH 1,2, e
pelo composto VI, estavel por 4 horas em agua. O composto | mostrou-se instavel
em todas as condi¢cdes. Todos os compostos testados (I, II, 1l e VI) mostraram-se
instaveis em pH 7,4, permanecendo integros por no maximo 30 minutos a partir do
inicio do experimento.

Com relacéo a inibicdo da liberacdo das citocinas TNF-a e IL-13, o composto
[l foi o Unico a apresentar atividade inibitéria, nas trés concentracdes testadas
(100uM, 50uM e 25uM), mostrando-se, assim, com importante atividade anti-

inflamatoria.
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No teste de inibicdo da liberacdo de NO, o composto Il foi o Unico a
apresentar resultado estatisticamente significativo, com aproximadamente 40% de
inibicdo, sendo importante para controlar a liberacdo excessiva do NO em um
guadro inflamatorio crénico, como ocorre na anemia falciforme, e evitar seu efeito
citotoxico.

Diante de todos os testes e ensaios bioldgicos realizados, conclui-se que o
candidato a farmaco mais promissor dentre a série de compostos sintetizada neste
trabalho € o composto lll, tornando-se interessante prosseguir os estudos acerca de

suas propriedades farmacoldgicas.
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APENDICE A - PROCEDIMENTOS DE SINTESE

1A. Sintese do Intermediério | (SANTOS, 2007).

0 O
HAC
9] refluxo OH
931%
NH R — N—/
H H
[o] O

formaldeido
fralimida INTERMEDIARIO |

Em um baldo de 250 mL de fundo redondo, adicionou-se 25g de ftalimida
(0,17 mol), 16,2 g de formol (0,2 mol; 14,7 mL de solu¢do 37% aldeido férmico com
densidade = 1,10 g/mL) e 90 mL de &gua destilada. Utilizando condensador de
refluxo, aqueceu-se por cerca de 1 hora até obter uma solucéo limpida. Filtrou-se a
solucdo a quente atraves de papel de filtro pregueado, utilizando banho de
aquecimento para o funil. O produto cristalizou, apos resfriamento externo através de
banho de gelo e 4gua. Os cristais obtidos foram filtrados em funil de bichner. Lavou-
se com agua gelada, e o produto obtido foi seco em estufa a 50°C para obter 28 g
(93%) de cristais de cor branca e faixa de fusdo entre 142-145°C (CgH;NO3 ; PM=

177,16g/mol ).
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2A. Sintese do Composto | (SANTOS, 2007).

0
0 HNO/ Acy0 7 /
uréia O—mN"*
OH i
DOM / T4% / \\
N —/ T dﬁl o]
(9] 8/
COMPOSTO 1

Em um baldo de 125 mL adicionou-se 0,5 g (2,82 mmol) do composto obtido
na reacao descrita no item 1A e 17 mL de diclorometano (DCM). Apés solubilizacdo
do produto adicionou-se 0,0062 g (0,103 mmol) de uréia. A mistura reacional foi
resfriada a 0°C em banho de gelo. Apds resfriamento foi adicionado gota a gota uma

mistura preparada em béquer de 0,42 mL HNO3 (9,56 mmol) e 1,16 mL (10,44 mmol)

de anidrido acético e 3 mL de DCM. Apds a adicdo dos reagentes a reacdo foi
mantida sob agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente, em atmosfera de
nitrogénio, até que o acompanhamento realizado por cromatografia em camada
delgada indicasse o término da reacdo (Fase mével: 100% DCM).

Apoés esse tempo reacional, foram adicionados ao meio 40 mL de DCM e 30
mL de &gua/gelo. A mistura foi vertida para um funil de separacao, onde se recolheu
a fase organica, que foi lavada mais 3 vezes com aproximadamente 20 mL de
solucdo saturada de bicarbonato sodico. A fase organica foi evaporada a pressao
reduzida para obtencdo de 0,475 g (74%) do produto desejado, como soélido branco

com faixa de fusdo entre 75-77°C (C9H6N205; PM= 222,154g/mol).

Em condi¢cdes onde se observou a presenca de tracos do reagente como
impureza, foi realizada purificagdo por coluna cromatografica de silica gel usando

como fase moével 100% de DCM.
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3A. Sintese do Composto Il (SANTOS, 2007).

O 0
HMO ' AcO
uréia
M O S B0% M
*\; _ ‘\;
OH 8]
0 o N'*=—0
P e .
M-{2-etanol)ftalimida COMPOSTO 11 o]

Em um baldo de 125 mL adicionou-se 0,5 g do composto N-(2-etanol)ftalimida
(2,61 mmol) — obtido comercialmente - e 17 mL de DCM. Apés solubilizagdo do
produto adicionou-se 0,0062 g (0,103 mmol) de uréia. A mistura reacional foi
resfriada a 0 °C em banho de gelo.

Apés resfriamento, foi adicionado gota a gota uma mistura preparada em
béquer de 0,42 mL HNO3 (9,56 mmol) e 1,16 mL (10,44 mmol) de anidrido acético e
3 mL de DCM. Apés a adicdo dos reagentes a reacdo € mantida sob agitacao por 24
horas a temperatura ambiente, em atmosfera de nitrogénio, até que o
acompanhamento realizado por cromatografia em camada delgada indicasse o
término da reacao (Fase movel: 100% DCM).

Apobs esse tempo reacional, foram adicionados ao meio 40 mL de DCM e 30
mL de agua/gelo. Essa mistura foi vertida para um funil de separacdo, onde se
recolheu a fase organica, que foi lavada mais 3 vezes com aproximadamente 20 mL
de solucao saturada de bicarbonato sodico. A fase organica foi evaporada a presséo
reduzida para obtencéo de 0,494 g (80%) do produto desejado, como sdlido branco

com faixa de fuséo entre 87-89°C (C,0HgN.Os5; PM= 236,181g/mol).
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Em condi¢cdes onde se observou a presenca de tracos do reagente como
impureza, foi realizada purificacdo por coluna cromatografica de silica gel usando

como fase movel 100% de DCM.

4A. Sintese do intermediario Il (SANTOS, 2007).

HN OH piridina / refluxo
4h

andrido Malico  (3-ammofemmetanol

INTERMEDIARIO 111

Em um baldo de 50 mL conectado em condensador de refluxo, adicionou-se
0,3g de anidrido ftalico (2,02 mmol) e 0,270 g de (3-aminofenil)metanol (2,02 mmol)
em 10 mL de piridina. A reacdo foi mantida a 140°C durante 4 horas, até que a
cromatografia em camada delgada indicasse o término da reacdo (eluente: 100%
diclorometano). Apdés resfriamento ndo houve precipitagdo do produto. Entéo,
adicionou-se ao meio 50 mL de DCM, e realizaram-se lavagens sucessivas com
sulfato de cobre 10% até eliminacdo da piridina. A fase orgéanica foi lavada duas
vezes com aproximadamente 30 mL de &gua, adicionou-se sulfato de sdédio como
agente secante e procedeu-se uma filtracdo simples. ApOs evaporagdo a pressao
reduzida, obteve-se o produto desejado. (CisHi11NO3; PM= 253,25g/mol).

Em condi¢cdes onde se observou a presenca de tracos do reagente como
impureza, foi realizada purificacdo por coluna cromatografica de silica gel usando
como fase mével 100% de DCM. A eficiéncia dessa separagdo, quando necessaria,

foi em torno de 72%.
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5A. Sintese do Composto Il (SANTOS, 2007).

O
W
N-O
2 OH HNO; / AcyO O 0
DCM / 24h
M uréia M
© 0
COMPOSTO III

Em um baldo de 10 mL adicionou-se 75 mg do derivado ftalimidico obtido no
item 4A (0,296 mmol) em 3 mL de DCM. Apdés solubilizacdo do produto adicionou-se
0,0013 g (0,022 mmol) de uréia. A mistura reacional foi resfriada a 0 °C em banho de
gelo. Apés resfriamento foi adicionado gota a gota uma mistura preparada em um
béquer de 0,1 mL HNO3; (2,39 mmol) e 0,2 mL (2,09 mmol) de anidrido acético e 2
mL de diclorometano. Ap6s a adicdo dos reagentes a reacdo foi mantida sob
agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente, em atmosfera de nitrogénio, até que
0 acompanhamento realizado por cromatografia em camada delgada indicasse o
término da reacéo (Fase movel:100% DCM).

Apoés esse tempo reacional, foi adicionado ao meio 20 mL de DCM e 15 mL
de agua/gelo. Essa mistura foi vertida para um funil, onde se recolheu a fase
organica, que foi entdo lavada mais trés vezes com aproximadamente 20 mL de
solucédo saturada de bicarbonato sodico. A fase organica foi evaporada a pressao
reduzida para fornecer o produto desejado (C15H10N20Os; PM= 298,25g/mol).

Em condi¢cdes onde se observou a presenca de tracos do reagente como
impureza, foi realizada purificacdo por coluna cromatografica de silica gel usando

como fase movel 100% de DCM.
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6A. Sintese do intermediario Intermediéario V (SANTOS, 2007).

0
0O
HzN piridina / refluxo OH
_— oH ah - N_Q_/
o

o] {4-aminofenilymetanol

D - INTERMEDIARIO V
anidrido fralico

Em um baldo de 50 mL conectado em condensador de refluxo, adicionou-se
0,3g de anidrido ftalico (2,02 mmol) e 0,270 g de (4-aminofenil)metanol (2,02 mmol)
em 10 mL de piridina. A reagédo foi mantida a 140°C durante 4 horas, até que a
cromatografia em camada delgada indicasse o término da reacdo (eluente: 100%
diclorometano). Apdés resfriamento ndo houve precipitagdo do produto. Entéo,
adicionou-se ao meio 50 mL de DCM, e realizaram-se lavagens sucessivas com
sulfato de cobre 10% até eliminacdo da piridina. A fase orgéanica foi lavada duas
vezes com aproximadamente 30 mL de agua, adicionou-se sulfato de sddio como
agente secante e procedeu-se uma filtracdo simples. ApOs evaporagdo a pressao
reduzida, obteve-se o produto desejado. (Ci5H11NOs3; PM= 253,25g/mol).

Em condi¢cdes onde se observou a presenca de tracos do reagente como
impureza, foi realizada purificagdo por coluna cromatografica de silica gel usando
como fase mével 100% de DCM. A eficiéncia dessa separagdo, quando necessaria,

foi em torno de 72%.
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7A. Sintese do Composto V (SANTOS, 2007).

HNO; / AcyO
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COMPOSTOV

Em um baldo de 10 mL adicionou-se 75 mg do derivado ftalimidico obtido no
item 6A (0,296 mmol) em 3 mL de DCM. Apos solubilizacdo do produto adicionou-se
0,0013 g (0,022 mmol) de uréia. A mistura reacional foi resfriada a 0 °C em banho de
gelo. Apés resfriamento foi adicionado gota a gota uma mistura preparada em um
béquer de 0,1 mL HNO3 (2,39 mmol) e 0,2 mL (2,09 mmol) de anidrido acético e 2
mL de DCM. Apés a adicao dos reagentes a reacao foi mantida sob agitacao por 24
horas a temperatura ambiente, em atmosfera de nitrogénio, até que o
acompanhamento realizado por cromatografia em camada delgada indicasse o
término da reacao (Fase movel: 100% DCM).

ApOs esse tempo reacional, foi adicionado ao meio 20 mL de DCM e 15 mL
de agua/gelo. Essa mistura foi vertida para um funil, onde se recolheu a fase
organica, que foi entdo lavada mais trés vezes com aproximadamente 20 mL de
solucédo saturada de bicarbonato sddico. A fase organica foi evaporada a pressao
reduzida para fornecer o produto desejado (C15H10N20Os; PM= 298,25g/mol).

Em condicdes onde se observou a presenca de tracos do reagente como
impureza, foi realizada purificacdo por coluna cromatografica de silica gel usando
como fase movel 100% de DCM. A eficiéncia desta separacdo, quando necessaria,

foi em torno de 54%.
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8A. Sintese do Intermediéario VI (SANTOS, 2007).

O 0
H;N piridina / refluxo o
4h H
0 . - M
OH
0 (8]

2-(d-aminofenil)etanol

anidrido ftalico INTERMEDIARIO VI

Em um baléo de 50 mL conectado em condensador de refluxo, adicionou-se
0,3g de anidrido ftalico (2,02 mmol) e 0,277 g da 2-(4-aminofenil)etanol (2,02 mmol)
em 10 mL de piridina. A reacdo foi mantida a 140°C durante 4 horas, até que a
cromatografia em camada delgada indicasse o término da reacdo (eluente: 100%
DCM). Apoés resfriamento ndo houve precipitacdo do produto. Entéo, foi adicionado
ao meio 50 mL de DCM, e realizado lavagens sucessivas com sulfato de cobre 10%
para eliminagdo da piridina. A fase organica foi lavada duas vezes com
aproximadamente 30 mL de agua, e adicionado sulfato de sodio. Apos filtracdo e
concentracdo a pressao reduzida, se obteve 0,4 g (74%) de solido verde cristalino
com faixa de fusdo entre 172°-175°C (C16H13NO3; PM= 267,28g/mol).

Em condi¢cdes onde se observou a presenca de tracos do reagente como
impureza, foi realizada purificacdo por coluna cromatografica de silica gel usando
como fase movel 100% de diclorometano. A eficiéncia da separacdo, quando

necessaria, foi em torno de 67,5%.
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9A. Sintese Composto VI (SANTOS, 2007).

HNO; / AcyO
DCM / 24h

COMPOSTO VI

Em um baldo de 10 mL adicionou-se 0,135 g (0,561 mmol) do produto obtido
no item 8A, em 3 mL de DCM. Ap0s solubilizacdo do produto adicionou-se 0,0013 g
de uréia.

Essa mistura reacional foi resfriada a 0°C em banho de gelo. Apés
resfriamento foi adicionado gota a gota uma mistura preparada em um béquer de 0,1
mL HNO3 (2,27 mmol) e 1,16 mL (1,91 mmol) de anidrido acético e 2 mL de DCM.
Apoés a adicdo dos reagentes a reacdo foi mantida sob agitacdo por 24 horas a
temperatura ambiente, em atmosfera de nitrogénio, até que o acompanhamento
realizado por cromatografia em camada delgada indicasse o término da reacéo
(Fase Movel: 100% DCM).

Apols esse tempo reacional, foram adicionados ao meio 20 mL de DCM e 10
mL de &gua/gelo. A mistura foi vertida para um funil de separagéo, onde se recolheu
a fase orgéanica, que foi lavada mais 3 vezes com cerca de 10 mL de solucdo
saturada de bicarbonato sodico. A fase orgéanica foi evaporada a pressao reduzida
para obtencdo de 0,120 g (76%) do produto desejado, como solido amarelo com
faixa de fusdo entre 141-144°C (C16H12N2Os; PM= 312,23g/mol).

Em condi¢cdes onde se observou a presenca de tracos do reagente como
impureza, foi realizada purificagdo por coluna cromatografica de silica gel usando
como fase mével 100% de DCM. A eficiéncia dessa separagdo, quando necessaria,

foi em torno de 67%.
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APENDICE B - ESPECTROS DE RMN DE 'H E INFRAVERMELHO DOS

COMPOSTOS SINTETIZADOS

1B. Intermediério |

Figura 1B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do intermediario | (CDCly).

Figura 2B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do intermediario | — Ampliacédo
na regido aromatica (CDCly).
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Figura 3B. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do intermediario .
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2B. Composto |

Figura 4B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do composto | (CDCls).




Figura 5B.

regido aromatica (CDCls).
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Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do composto | — Ampliagdo na
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Figura 6B. Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho do composto I.
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3B. Composto Il

Figura 7B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do composto Il (CDCl,).

/
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Figura 8B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do composto Il — Ampliagcao da
regido aromatica (CDCls).
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Figura 9B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do composto Il —
Ampliac&o na regido dos tripletos (CDCIs).
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Figura 10B. Espectro de absorcéo na regido do infravermelho do composto Il.
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4B. Intermediario lll

Figura 11B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do intermediario Il (CDCl3)
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Figura 12B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do intermediério Il —
Ampliacdo da regido aromética (CDCls).
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Figura 13B. Espectro de absorc¢ao na regido do infravermelho do intermediério Il1.
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5B. Composto Il

Figura 14B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do composto Il (CDCI5).

Nomated Feeraty

os

us

s

ne

L) -
E T T
= l]:l.:‘ﬁ'uwlfz
02 of B
RN
ot y A
a -’ J
. e
20 o
(W
mwa "l v'u I'I l'rl rs ra l" I'I i | 'H O'l l'!) R ) i i ."0 " l'c fvl fl'

Chemcal Steft (poe




Pagina | 130

Figura 15B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do composto Il — ampliacéo
na regiao aroméatica (CDCls).

Figura 16B. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do composto lll.
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6B. Intermediario V

Pagina | 131

Figura 17B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do intermediario V ((CD3),S0O)

e

Figura 18B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do intermediario V —

Ampliacdo na regido aromatica ((CD3),SO).
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Figura 19B. Espectro de absorcao na regido do infravermelho do intermediario V.

7B. CompostoV

Figura 20B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do composto V ((CD3),SO).
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Figura 21B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do composto V ((CD3),S0O).
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Figura 22B. Espectro de absorcédo na regido do infravermelho do composto V.
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8B. Intermediario VI

Figura 23B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do intermediario VI (CDCls3).

[

Figura 24B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do intermediario VI —
Ampliagdo da regido aromatica (CDCly).
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Figura 25B . Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do intermediario VI -

Ampliagcéo na regido dos tripletos (CDCls).
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Figura 26B. Espectro de absorcéo na regido do infravermelho

do intermediario VI.
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9B.

Composto VI
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Figura 27B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do composto VI (CDCl5).
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Figura 28B. Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do composto VI — Ampliagédo

na regido aromatica (CDCly).
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Figura 29B.

na regido dos tripletos (CDCl5).

Pagina | 137

Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do composto VI — Ampliagao
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Figura 30B. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do composto VI.
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ANEXO A — PARECER N° 67/2013 — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Protocolo CEUA/FCF/CAr n® 37/2013

Interessada: ISABELA JUNQUEIRA DE OLIVEIRA

Orientador: Prof. Dr. Jean Leandro dos Santos

Projeto: Avaliagao farmacologica de candidatos a farmacos para
tratamento da anemia falciforme

Parecer n2 67/2013 — Comissao de Etica no Uso de Animais

A Comissdo de Etica no Uso de Animais desta Faculdade,
reunida em 11 de dezembro de 2013, considerou que o protocolo para uso de
animais na pesquisa: "Avaliagao farmacoldgica de candidatos a farmacos para
tratamento da anemia falciforme”, apresentado pela graduanda ISABELA
JUNQUEIRA DE OLIVEIRA, sob orientagédo do Prof. Dr. Jean Leandro dos
Santos, do Departamento de Farmacos e Medicamentos desta Faculdade,
esta estruturado dentro dos principios éticos na experimentacao animal do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal - CONCEA,
manifestando-se FAVORAVEL a sua execugo.

O relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em
MARCO de 2015 em formulario para este fim.

Araraquara, 18 de dezembro de 2013.
//) ‘J //ll‘
/ / n’:’l / / 7&-"‘_
l\,(}{ K7 |/ bacer (’/ st

Prof. Dr. CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA
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ANEXO B — PARECER N° 68/2013 - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Protocolo CEUA/FCF/CAr n? 38/2013

Interessada: ISABELA JUNQUEIRA DE OLIVEIRA

Orientador: Prof. Dr. Jean Leandro dos Santos

Projeto: Avaliagac farmacologica de candidatos a farmacos para
tratamento da anemia falciforme

Parecer n? 68/2013 — Comissao de Etica no Uso de Animais

A Comissdo de Etica no Uso de Animais desta Faculdade,
reunida em 11 de dezembro de 2013, considerou que o protocolo para uso de
animais na pesquisa: “Avaliagao farmacolégica de candidatos a farmacos para
tratamento da anemia falciforme”, apresentado pela graduanda ISABELA
JUNQUEIRA DE OLIVEIRA, sob orientagdao do Prof. Dr. Jean Leandro dos
Santos, do Departamento de Farmacos e Medicamentos desta Faculdade,
esta estruturado dentro dos principios éticos na experimentagdao animal do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal - CONCEA,
manifestando-se FAVORAVEL a sua execugio.

O relatorio final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em
MARCO de 2015 em formulario para este fim.

Araraquara, 18 de dezembro de 2013.

75 B FF
(oo Yo (Lt

Prof. Dr. CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA




Isabela Junqueira de Oliveira

De acordo,

Prof. Dr. Jean Leandro dos Santos

(Orientador)

Araraquara, 20 de outubro de 2014.
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