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Resumo

O transplante de 6rgados é um processo em que se transferem
tecidos e/ou orgaos solidos de um doador vivo ou cadavérico para um
hospedeiro. A resposta imune aos aloantigenos, antigenos de um membro da

mesma espécie, do doador, caracteriza o processo de rejeicdo de 6rgaos.

As reacdes de hipersensibilidade séo causadas por respostas
imunes controladas inadequadamente, como na formacdo de complexos
antigeno-anticorpo  circulantes no LUpus Eritematoso Sistémico, ou
direcionadas ao tecido do paciente, por resposta de anticorpos, como na Febre

Reumatica Aguda, e por resposta linfocitaria, como na Esclerose Multipla.

A terapia farmacolégica para transplantes de érgaos e para
reacbes de hipersensibilidade se baseia na utlizacdo de farmacos
imunossupressores, como a prednisona, ciclosporina, anticorpos monoclonais,
acido micofendlico e azatioprina. A talidomida, farmaco com propriedades
inibidoras da producao de Fator de Necrose Tumoral Alfa em mondcitos, atua
como imunossupressor e anti-inflamatério, com atividade de interesse para o

tratamento destas condicdes.

Nesse contexto, foi sintetizada, purificada e caracterizada a
estrutura quimica de um novo pro-farmaco planejado para atuar com
mecanismo duplo de acdo a saber: inibicdo da inosina 5’-monofosfato

desidrogenase e da producéo do fator de necrose tumoral alfa.



12

Introducéo

1. Condicdes e/ou doencas envolvendo aumento exacerbado

da resposta inflamatoria celular

Transplante de Orgdos

Transplante € um processo em que se retira células, tecidos
e/ou Orgaos, chamados de enxerto, de um individuo, denominado doador, e
transfere-se para um segundo individuo, denominado receptor ou hospedeiro

(ABBAS, LICHTMAN e MBBS, 2008).

O sucesso do transplante de 6rgdos esta diretamente envolvido
com a compatibilidade celuar e/ou tecidual entre o doador e o receptor, sendo a
resposta imunologica a principal limitadora para o sucesso. (ABBAS,

LICHTMAN e MBBS, 2008).

O 6rgdo ou tecido a ser doado pode ter origem de um doador
vivo, 0 que permite melhor andlise da histocompatibilidade entre doador-
receptor e menor nivel de estresse fisiologico do enxerto. Orgios cadavéricos
sdo obtidos sob condi¢des de extremo estresse fisioldgico, podendo importante
resposta inflamatdéria pelo sistema imune inato no receptor (BALDWIN lIl, P. e

FAIRCHILD, 2001).

O reconhecimento de antigenos entre membros da mesma
espécie € chamada de “Alorreconhecimento” (ABBAS, LICHTMAN e MBBS,
2008) e tem como principal alvo de resposta imunoldgica o “Complexo Principal

de Histocompatibilidade” - MHC (ROGERS e LECHLER, 2001). O
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alorreconhecimento pode ser “Direto” ou “Indireto”, sendo o “Indireto”
indistinguivel da resposta imune adquirida contra qualquer outro antigeno. O
alorreconhecimento direto é gerado pela resposta imune do hospedeiro a célula
apresentadora de antigenos do doador presente no enxerto (ABBAS,

LICHTMAN e MBBS, 2008).

Alorreconhecimento Direto Alorreconhecimento
Indireto

CD8+ CD4+

Linfocito Citotéxico Linfocito T Helper

CD8+ CD4+
Linfdcito Citotoxico Linfocito T Helper

Célula

IL-2 Apresentador
) g ade

Antigenos

(Estimulador)

- Doador

| ’——. ,—’ 1

Peptideos

Derivados do Peptideo derivado

; ; MHC Alogénico do MHC Classe |
Celulfa Apresent‘adora de Antigenos Apresentado em
Alogénicos (Estimulador) - Doador _.‘. Il MHC Classe Il do

Hospedeiro
“le

Moléculas de MHC do
Doador sdo processadas

pelas Células
. Classel MHC Apresentadoras de
. Classe Il Doador Antigenos do Hospedeiro

O classen MHC
Hospedeiro

@ 5, Microglubulina

Célula Apresentadora de Antigenos do Hospedeiro

Figura 1. Alorreconhecimento Direto e Indireto (Retirado de ROGERS &

LECHLER, 2011)

A rejeigcdo pode ser hiperaguda (acontece em minutos ou horas
apos a anastomose entre 0s vasos sanguineos do hospedeiro e do enxerto),
aguda (ap6s a primeira semana de transplante) ou crénica (ABBAS,

LICHTMAN e MBBS, 2008).
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A rejeicdo hiperaguda est4d associada com a resposta de
anticorpos previamente produzidos contra os aloantigenos do enxerto e a
ativagcdo do complemento (COLVIN e SMITH, 2005), devido a pré-

sensibilizacdo aos aloantigenos do doador.

A rejeicdo aguda (“Acute Antibody-Mediated Rejection”) é
diagnosticada usando de critérios especificos para cada O6rgado solido
transplantado, entre eles evidéncias soroldgicas de anticorpos anti-doador,
evidéncia clinica de disfuncdo do enxerto e presenca de C4d em artérias e

capilares (TAKEMOTO, et al., 2004).

A deposicdo de C4d atua como marcador especifico (96%) e
sensivel (95%) para rejeicdo aguda, comparado com a presenca de
aloanticorpos anti-doador, usado como padrédo ouro (FEUCHT, et al., 1991) e
esta relacionado com a presenca do complemento na resposta aguda (COLVIN

e SMITH, 2005).

A rejeicdo crbnica é um processo que se desenvolve
lentamente por meses ou anos. O processo € caracterizado pela ocluséo de
artérias e pela perda continua da funcdo do enxerto (ABBAS, LICHTMAN e
MBBS, 2008). Os fatores envolvidos na Rejeicdo Cronica séo: Historico de
Rejeicdo Aguda, Funcéo do Orgdo antes do Transplante, Morte Cerebral/Orgio
Cadavérico, Lesao de Isquemia-Reperfusdo e Senescéncia Celular (WAAGA,
et al., 2000). O espessamento das artérias, devido ao acumulo de células
musculares lisas, € estimulado por fatores secretados pelas células endoteliais,
musculares lisas e macréfagos, devido a atividade do interferon-gama e ao

fator de necrose tumoral alfa (ABBAS, LICHTMAN e MBBS, 2008).
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Assim, a terapéutica para a Rejeicdo Aguda e para a
diminuicdo dos fatores de risco para a Rejeicdo Crobnica, envolvem a
terapéutica imunossupressiva, que inibem ou eliminam principalmente os

linfécitos T (CD4+ e CD8+).

Reacbes de Hipersensibilidade

As patologias por hipersensibilidade estdo relacionadas com
respostas imunologicas controladas inadequadamente ou direcionadas ao
tecido do paciente, tornando a reacdo imunologica, usualmente benéfica, em

uma doenca (ABBAS, LICHTMAN e MBBS, 2008).

Classifica-se as doencas imunolégicas de acordo com o

mecanismo imunopatoldgico

e Hipersensibilidade Tipo 1 (Imediata):

Alguns antigenos ambientais podem levar a diferenciacdo de
linfécitos CD4+TH2 e a producado de IgE. Quando os antigenos fazem ligacédo
cruzada com IgE associado a células, ha rapida liberacdo de mediadores
imunolégicos (STANWORTH, 1970), causando aumento da permeabilidade
vascular, vasodilatacdo, broncoconstricdo, etc. Na clinica, as Reacdes de
Hipersensibilidade Imediata, ou do Tipo I, sdo chamadas comumente de

Alergia (ABBAS, LICHTMAN e MBBS, 2008).

e Hipersensibilidade Tipo 2:

As Reac0Oes de Hipersensibilidade do Tipo 2, diferente das de
Tipo I, sdo mediadas por anticorpos IgM e IgG direcionados a autoantigenos ou

a exoantigenos que, por reagao cruzada, interagem com antigenos do paciente
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(ABBAS, LICHTMAN e MBBS, 2008). Existem dois principais mecanismos
imunolégicos: A via classica do sistema complemento € ativada devido a
opsonizagdo da célula alvo, inciando um processo de fagocitose devido a
receptores Fc ou receptores C3. A ativacdo e recrutamento de neutrofilos e
macréfagos, devido a ativacdo do complemento, iniciam um processo

inflamatorio e leséo tecidual (CHEN, DAHA e KALLENBERG, 2010).

O segundo mecanismo esta relacionado a autoanticorpos
contra receptores celulares, levando a estimulacdo constante (como na Doenca
de Graves, em que ha um hipertiroidismo devido a acdo do anticorpo anti-
receptor de TSH (WEETMAN, 2000) ou a inibicdo do receptor (Como na

Diabetes Insulino-Resistente) (TAN e MCMANUS, 1987).

Diversas patologias estdo envolvidas com Reacbes de
Hipersensibilidade do Tipo |l: Anemia hemolitica Autoimune, Purpura
Trombocitopénica Autoimune, Pénfigo Vulgar, Vasculite Causada por
Anticorpos Citoplasmaticos Antineutréfilos Sindrome de Goodpasture, Febre
Reumética Aguda, Miastenia Grave, Doenca de Graves (Hipertireoidismo),

Anemia Perniciosa, etc. (ABBAS, LICHTMAN e MBBS, 2008).

e Hipersensibilidade Tipo 3

A Reacado de Hipersensibilidade do Tipo 3 acontece devido a
formacdo de complexos imunes na circulagdo que ndo sdo adequadamente
eliminados pelas células imunes (SHMAGEL e CHERESHNEV, 2009). Uma
vez que os complexos tendem a estar presentes na circulacdo, ndo ha
especificidade da doenca a um determinado tecido, como 0 que acontece na

Tipo 2 (ABBAS, LICHTMAN e MBBS, 2008).
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Os antigenos relacionados a esse tipo de hipersensibilidade
ndo sdo necessariamente proéprios, como no caso da Doenca do Soro, em que
diversas exoproteinas estdo envolvidas com a formacdo de complexos
(ABBAS, LICHTMAN e MBBS, 2008). Ja no Lupus Eritematoso Sistémico, 0s
principais antigenos envolvovidos sdo o DNA e nucleoproteinas (RAHMAN e

ISENBERG, 2008).

A deposicdo de complexos antigeno-anticorpo acontecem
principalmente em pequenas artérias, glomerulos renais e no liquido sinovial.
Estes complexos sdo capazes de ativar o sistema complemento e receptores
Fc, iniciando um processo inflamatério no local de deposicdo (ABBAS,

LICHTMAN e MBBS, 2008).

Entre as patologias baseadas na Reac¢ao de Hipersensibilidade
do Tipo 3, temos: Lupus Eritematoso Sistémico, Poliarterite Nodosa,

Glomerulonefrite Pos-Estreptocdcica, Doenca do Soro, etc.

e Hipersensibilidade do Tipo 4 (Tipo Tardio)

Diferente das demais reacdes, a Hipersensibilidade do Tipo
Tardio ndo é mediada por anticorpos, mas por linfocitos T que geram
processos inflamatérios, lesdo tecidual e destruicdo celular (KALISH e

ASKENASE, 1999).

O mecanismo envolvido no Tipo 4 é semelhante ao da rejeicédo
de o6rgdos, em que a Célula Apresentadora de Antigenos, ou o antigeno
tecidual, ativa linfécitos T CD4+, liberando citocinas pro-inflamatorias e, em
algumas doencgas, ativa linfécitos T CD8+ contra as células que expressam o

antigeno (ABBAS, LICHTMAN e MBBS, 2008).
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Entre as patologias imunolégicas mediadas por linfécitos T,
temos: Diabetes Melito Tipo I, Artrite Reumatoide, Esclerose Mdltipla, Doenga

de Crohn, Neurite Periférica, Miocardite autoimune, etc.

Todas as Reacdes de Hipersensibilidade, exceto a do Tipo I,
ocorrem em patologias autoimunes. Assim, seu tratamento € baseado na

terapia imunossupressora (ABBAS, LICHTMAN e MBBS, 2008).

2. Tratamento das condicbes e/ou doencas envolvendo

aumento exacerbado da resposta inflamatéria celular

Transplante de Orgdos

Desde o desenvolvimento e utilizacdo de medicamentos
imunossupressores, como a ciclosporina e o muromonabe CD3, na década de
80, para o tratamento de rejeicdo aguda, houve um aumento na taxa de

sobrevivéncia do enxerto (HARIHARAN, et al., 2000).

Uma andlise da taxa de sobrevivencia do enxerto apos
transplante renal nos Estados Unidos, demonstrou-se que houve uma
diminuicao dos riscos de até 10,2 % por ano de 1988 a 1996. (HARIHARAN, et
al., 2000). Em comparacdo com pacientes em regime de dialise, ha uma maior
taxa de morte nos primeiros dias ap0s o transplante (devido a riscos
relacionados a cirurgia e a alta dose de imunossupressores na terapéutica).
Contudo, had uma diminuicdo constante do risco de morte apds o transplante,

tornando-se mais vantajoso que a dialise (WOLFE, et al., 1999).
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Praticamente metade (43%) das perdas de enxertos sao
devidas & morte do paciente com enxerto funcional, se tornando mais
pronunciado conforme maior tempo apos o transplante, sendo que as principais

causas sao: problemas cardiovasculares e infeccao (OJO, et al., 2000).

Os farmacos imunossupressores usados na terapéutica de
transplante podem ser classificadas de acordo com sua atividade (HALLORAN,

2004):

e Glicocorticoides

e Inibidores de Calcineurina
e Inibidor de mTOR

e Antimetabdlitos

e Anticorpos Monoclonais

¢ |nibidores da Sintese de Nucleotideos

Os glicocorticéides  tem acao antiinflamatéria e
imunossupressora e permanecem na primeira linha de ambas as terapéuticas
(COUTINHO e CHAPMAN, 2011). O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal tem
uma funcdo central na regulacdo do receptor glicocorticoide, que € expresso
em praticamente todas as células do corpo (RHEN e CIDLOWSKI, 2005). A
atividade imunossupressora se baseia na inibicdo de duas vias de sinalizacao
intracelular: Inibicdo da via de sinalizacao do NF-kB e pela inibicdo do c-Jun ou
da c-Jun N-terminal Kinase (JNK), apds a desfosforilagdo da MAPK Fosfatase
I. Ambas as vias de sinalizacdo sao inibidas pelos glicocorticéides, inibindo a
expressdo de citocinas, receptores de citocinas, entre outras proteinas

relacionadas com a resposta imunolodgica e inflamatoria.
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Figura 2: Mecanismo de acdo dos glicocorticéides na inflamacdo e

imunossupressao (RHEN e CIDLOWSKI, 2005)

A ciclosporina e o tacrolimo sdo farmacos classificados como

imunofilinas. Embora atuem especificamente em proteinas diferentes, ambas

inibem a calcineurina, proteina que desfosforila o “Fator Nuclear das Células T

Ativadas” (NFAT), que é um fato de transcricdo necessario para a expressao

dos genes da IL-2, IL-4 e TNF-alfa (ABBAS, LICHTMAN e MBBS, 2008).
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O tacrolimo e o sirolimo atuam sobre a mesma proteina, a
FKBP. Porém, o complexo tacrolimo-FKBP atua inibindo a calcineurina,
enquanto o complexo sirolimo-FKBP se liga ao “alvo da rapamicina em
mamiferos” (mTOR), proteina necessaria para a proliferacdo celular,

bloqueando assim o ciclo celular (HALLORAN, 2004).

O principal antimetabdlito usado, porém em desuso apds a
introducéo da ciclosporina, € a azatioprina. Pro-farmaco da mercaptopurina, foi
0 primeiro agente imunossupressor usado em transplantes. Sua atividade é
baseada na atividade da mercaptopurina em interferir na sintese de DNA
(HALLORAN, 2004), bloqueando assim a proliferacdo de precursores de

linfocitos (ABBAS, LICHTMAN e MBBS, 2008).

Os anticorpos monoclonais, usados na terapéutica hoje, atuam
sobre CD3 (muromonabe CD3) e CD25 (daclizumabe e basiliximabe). O
muromonabe CD3 interage com os receptores CD3, que sdo compostos de trés
proteinas: CD3 vy, © e €, e estdo presentes em praticamente todas as células T
(ABBAS, LICHTMAN e MBBS, 2008). A utilizacdo de anticorpos para essa
proteina pode gerar trés respostas diferentes na célula, como apoptose,
anergia e modulacdo antigenica, impedindo a resposta imune do hospedeiro

(CHATENOUD e BLUESTONE, 2007).

Anticorpos monoclonais para CD25 sao utlizados para
pacientes com risco de rejeicdo baixo para moderado, uma vez que a
expressao do CD25 (cadeia a do receptor de interleucina-2) requer a ativacéo
do linfécito T. Logo, estes anticorpos sdo moderadamente eficientes

(HALLORAN, 2004).
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O principal farmaco inibidor da sintese de nucleotideos é o
acido micofendlico, comercializado em sua forma acida (acido micofendlico) e

na forma de sal (micofenolato de sddio).

acido micofendlico

O'Na*

micofenolato de sédio

Figura 3: 4cido micofendlico e seu sal micofenolato de sodio

Foi usado como antbidtico (FLOREY, et al., 1946),
antineoplasico (apud BENTLEY, 2000) e, atualmente, € utilizado na terapia

COMO iMUNOSSUpPressor.

O é&cido micofendlico foi obtido pela primeira vez por
Bartolomeo Gosio em 1893 (apud FLOREY, H. W., et al.,, 1946), sendo o
primeiro antibiético purificado de qualquer fonte (BENTLEY, 2000). Contudo
sua estrutura molecular so6 foi obtida completamente mais de 50 anos depois,

com BIRKINSHAW, RAISTRICK e ROSS, 1952.

A atividade do acido micofendlico € baseada na inibicdo da

enzima “Inosina 5’-monofosfato desidrogenase”, que tem funcédo chave na
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sintese de purinas (HALLORAN, 2004). Sua atividade basea-se na oxidacao da
Inosina em xantosina, que é intermediaria na biosintese de purinas.
(BENTLEY, 2000). Ao inibir a producdo de xantosina, e por seguinte a
produgéo de desoxiguanosina, uma das bases nitrogendas do DNA, inibi-se a
proliferacdo das células, especialmente em linfécitos, por usarem
preferencialmente a via “de novo” de sintese de purinas (ALLISON e EUGUI,

2000).

O micofenolato de mofetila é pro-farmaco derivado do acido
micofendlico com o transportador 2-morfolinoetanol, e apresenta superior
biodisponibilidade, solubilidade e estabilidade quimica comparado ao acido
micofendlico (LEE, et al., 1990). Essas caracteristicas conferem vantagens ao

uso do micofenolato de mofetila na terapéutica (BENTLEY, 2000).

Em um estudo multicéntrico, randomizado, duplo-cego e
controlado por placebo, foi comparada a utilizacdo de duas diferentes
dosagens do micofenolato de mofetila (2 e 3 gramas, diariamente) junto da
terapéutica padrdao determinada pelo protocolo hospitalar, baseado na
utilizacdo de ciclosporina e corticoesteroides. O estudo demonstrou uma
melhor atividade imunossupressora apO0s o transplante, além de maior
seguranca terapéutica, sendo o principal efeito adverso problemas
gastrointestinais dependentes de dosagem (EUROPEAN MYCOPHENOLATE

MOFETIL COOPERATIVE STUDY GROUP, 1995).

Ambos estudos demonstram a possibilidade de melhor perfil
farmacoldgico baseado na latenciagdo do acido micofendlico. Contudo, a
porcado transportadora do micofenolato de mofetila, conforme descrito na

literatura, possui atividade inibidora de B-glicosidase (ASHRY, et al., 1999),
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atividade néao relacionada com a terapéutica imunossupressora e, pelo mesmo
motivo, potencialmente prejudicial ao paciente. Assim, € possivel obter-se
melhor atividade imunossupressora com o desenvolvimento e um pro-farmaco
reciproco em que o transportador, diferente do 2-morfolinoetanol, possua

atividade de interesse.

Tratamento em reacoes de Hipersensibilidade

Embora as ReagOes de Hipersensibilidade dos Tipos 2, 3 e 4
incluam diversas patologias e antigenos diferentes o tratamento é baseado na

imunossupressao
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Tabela 1: Ensaios clinicos e casos clinicos em que se utiliza os principais farmacos imunossupressores para as principais doencas

auto imunes.

Relacdo Entre o Uso de Farmacos Imunossupressores e Patologias Causadas por Hipersensibilidade

_ . . . o Anticorpos micofenolato de
predinisona ciclosporina Antimetabdlitos ; .
monoclonais mofetila

Hipersensibilidade Tipo 2

Anemia Hemolitica

Autoimune LECHNER e JAGER, 2010
Parpura
Trombocitopénica RODEGHIERO et al., 2009 PROVAN etal.,
; 2006
Autoimune
LEVER e
Pénfigo Vulgar SCHAUMBURG- ABEFiEE);et al. AHMon% gt al., ENKleg ggop,
LEVER, 1977
Vasculite Causada
por ANCA SMITH, JONES e JAYNE, 2012
] ARZOO, ]
Sindrome de LOCKWOOD et LOCKWOOD et SADEGHI e GARCIA-CANTON
Goodpasture al. 1976 al. 1976 LIEBMAN, 2002 et al., 2000
Miastenia Grave DRACHMAN, 1994 '-EB"‘;gONget al.

Doenca de Graves

Anemia Perniciosa

Terapia baseada em inibidores da sintese do hormdnio tireoidiano (WARTOFSKY et al. 1991)

Terapia baseada em suplemento de vitamina B12 (EPSTEIN, 1997)



Hipersensibilidade Tipo 3

Lupus Eritematoso
Sistémico
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LUJTEN etal, = CACCAVO etal., ROBAK e ROBAK, ,
2013 1097 PETRI, 2004 5009 DALL'ERA, 2011
LEIB, RESTIVO e

Poliarterite Nodosa

LEIB, RESTIVO e

PAULUS, 1979 PAULUS, 1979

Glomerulonerite JINDAL 1999  NASRetal, 2009  JINDAL, 1999 NASR et al., 2009
Pos-Estreptocadcica
Hipersensibilidade Tipo 4 ‘
Diabetes 'l"e“to Ullpe VAN BELLE, COPPIETERS e VON HERRATH, 2011
Artrite Reumatoide WEISS, 1989 TUGWELL et al., 1995 EMEEOBgt al. | GOLDBLUM, 1993
" GOLDENBERG, RUDGE et al.,
Esclerose Mdltipla 2012 1989 GOLDENBERG, 2012
Doenca de Crohn | RUTGEERTS et | BRYNSKOV etal,  FICKERT etal, ~ COLOMBEL etal, — FICKERT etal,
¢ al., 1994 1989 1998 2004 1998
Neurite Periférica

(Sindrome de
Guillain-Barré)

Miocardite
Autoimune

Terapia baseada em imunoglobulina humana intravenosa e plasmaférese (Portaria SAS/MS n° 497, 23
de Dezembro de 2009). O uso de micofenolato de mofetila € experimental (GARSSEN, VAN
KONINGSVELD e VAN DOORN, 2007).

Terapia baseada em cuidados paliativos. Ndo recomenda-se a terapia imunossupressora (FELDMAN e
MCNAMARA, 2000)

Observacgdes: ANCA — Anticorpos Citoplasméaticos Antineutrofilos, Antimetabolitos: azatioprina e ciclofosfamida
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Outra abordagem terapéutica € baseada na inibicdo do Fator
de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a). A sua inibic&o influencia diretamente as vias
de sinalizacdo do NF-kB, diminuindo a ativacdo da via de sinalizacdo pelo
CD120, ou Receptor do Fator de Necrose Tumoral, TNFR1. (PALLADINO, et
al., 2003). Ao diminuir a via de sinalizacdo NF-kB, podemos esperar resposta

dose-dependente (SAMPAIOQ, et al., 1991) semelhante aos glicocorticoides.

A talidomida foi um farmaco sintetizado em 1956 pela Chemie
Grunenthal e usado como sedativo aparentemente seguro, como alternativa
aos barbituricos, e como antiemético (CHAULET, et al., 2011). Contudo sua
utilizacdo, especialmente por gestantes, foi responsavel pelo famigerado

“Desastre da Talidomida” (BURGIO, 1981).

0]

NH

Figura 4: Estrutura quimica planar da talidomida

Entretanto, 40 anos depois, a talidomida emerge como um
farmaco com atividades imunomoduladora, antiinflamatoria e

imunossupressora (BORGES e FROEHLICH, 2003).

Embora ndo esteja claro o completo mecanismo de acdo da
talidomida como imunomodulador (PALLADINO, et al., 2003), evidéncias
demonstram que o farmaco esté relacionado com a inibicdo da producdo de

Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) em mondcitos (SAMPAIQ, et al., 1991).
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3. Desenvolvimento de Farmacos

Estima-se que o0 custo envolvido no processo de
desenvolvimento de novos farmacos variem entre 500 milhdes até mais de 2
bilhdes de ddélares americanos, dependendo do patologia a ser tratada
(ADAMS e BRANTNER, 2006). Além do alto custo ha dificuldade, por parte das
industrias farmacéuticas, em prever o mercado de medicamentos e 0 custo
durante o desenvolvimento (CHA, RIFAI e SARRAF, 2013), tornando a

pesquisa um investimento de risco (DICKSON e GAGNON, 2004).

Neste ambito, a utlizacdo de estratégias baseadas na
modificacdo molecular e no planejamento racional de farmacos, ou de modelos
conhecidos, nos permite desenvolver novas moléculas inovadoras, com

Mmenores custos que outras técnicas.

A modificacdo molecular € baseada na sintese de analogos ou
homologos estruturais de farmacos ou modelos com atividade biolGgica
conhecida, a fim de alterar suas propriedades fisico-quimicas, como
solubilidade, estabilidade e propriedades organolépticas, e biolégicas, que
estdo relacionadas com os aspectos clinicos dos modelos, como seguranca e

eficacia clinica (FERREIRA e KOROLKOVAS, 1980).

Entre as técnicas de modificacdo molecular, destaca-se a
latenciacdo, transformacdo do farmaco em uma forma inativa ligada a um
transportador, isto é, sem atividade farmacologica, que in vivo, mediante a
reagdo quimica ou enzimatica, libera a porcdo ativa no local de agéo, ou

proximo a ele (CHUNG e FERREIRA, 1999). Os farmacos obtidos pelo

processo de latenciagédo sédo denominados “pro-farmacos” (VERT et al., 2012).
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Atualmente entre 5 e 7% dos farmacos aprovados
internacionalmente sao pré-farmacos. Contudo o real potencial estd apenas
comecando a ser compreendido (RAUTIO et al., 2008). Entre os pro-farmacos
em uso na terapéutica, temos como exemplos a azatioprina, enalapril (JANA,
MANDLEKAR e MARATHE, 2010), fanciclovir e predinisolona (RAUTIO et al.,

2008).

Os pro-farmacos podem ser classificados em: classicos,

bioprecursores, mistos, reciprocos e dirigidos (CHUNG et al., 2005).

Os pro-farmacos classicos seguem a definicdo da latenciacao,
sendo usualmente inativos e devem sofrer hidrélise (por via quimica ou
enzimatica) para liberar a por¢céo ativa, isto €, o farmaco que estava ligado ao
transportador (CHUNG et al, 2005). Estima-se que 49% de todos os pro-
farmacos disponiveis na terapéutica sejam ativados por hidrélise (RAUTIO et

al., 2008).

Os bioprecursores sédo pro-farmacos que ndo possuem
transportadores. Todavia eles precisam ser biotransformados in vivo através de
diferentes tipos de sistemas enzimaticos (normalmente enzimas oxidativas ou
redutoras), atuando como substratos enzimaticos que geram produtos

farmacologicamente ativos. (JANA, MANDLEKAR, MARATHE, 2010).

Os pro-farmacos mistos possuem as caracteristicas dos
classicos e dos bioprecursores. Esta classe é composta por moléculas
inicialmente inativas, dotadas de um transportador. Porém, a liberagcéo da parte
ativa depende de diversas reagfes quimicas e/ou enzimaticas, 0 que aumenta

a concentracéo do farmaco ativo no local de acédo (CHUNG et al, 2005).
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Figura 5: Mecanismo in vivo de liberacdo da parte ativa (fluoruracila) do pro-
farmaco misto capecitabina (Editado de JANA; MANDLEKAR; MARATHE,

2010)

O pré-farmaco reciproco, diferentemente do classico, possui
como transportador uma molécula ativa, normalmente com mecanismo de agéo
sinérgico ao outro farmaco. No caso da olsalazina, temos um pré-farmaco
reciproco em que as duas por¢des sdo do mesmo farmaco (CHUNG et al,

2005).

Os pro-farmacos dirigidos possuem transportadores seletivos
para o local de acao, visando diminuir as reacfes adversas provocadas pela
inespecificidade do farmaco, diminuindo a toxicidade e a dose necesséaria.
(CHUNG et al., 2005) O conhecimento da presenca de receptores especificos
no local de acédo permite a escolha do transportador adequado. Uma
abordagem no desenvolvimento de pré-farmacos dirigidos baseia-se nos
“‘Direct Enzyme Prodrug Therapy”, divididos em “Antibody Direct Enzyme

Prodrug Therapy”, em que um conjugado enzima-anticorpo interage com um
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antigeno especifico do local de acdo, permitindo a hidrélise do pré-farmaco no
local; “Gene Direct Enzyme Prodrug Therapy”, em que é inserido um gene em
gue expressa a enzima de interesse em um vetor nao viral e o “Viral Direct
Enzyme Prodrug Therapy”, em que o vetor do gene de interesse é viral (JANA,

MANDLEKAR, MARATHE, 2010).

Conforme Ferreira & Korolkovas (1980), os principais critérios a

serem avaliados durante o planejamento de pro-farmacos incluem:

1. Presenca de grupos funcionais que possam ser derivados

em grupos hidrolizaveis;

2. Métodos sintéticos para modificacdes especificas (no caso

de grupos funcionais de reatividade semelhante);

3. Custo dos intermediarios quimicos nao deve ser proibitivo;

4. A sintese e purificacdo devem ser simples, para obter-se

maior rendimento;

5. Deve ser estavel diante aos elementos que compdem a

formulacéo

6. Baixa ou toleravel toxicidade do transportador

7. O farmaco deve ser regenerado in vivo.

Como supracitado, o micofenolato de mofetila € um exemplo de
pro-farmaco classico do acido micofenolico que teve melhor resultado clinico
em relacdo a sua forma ativa sem o transportador. Assim, o planejamento de
novos derivados do acido micofendlico, baseados na técnica de latenciacao,

podem permitir a obtencéo de novas estruturas de interesse.
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Objetivos

O objetivo deste trabalho é sintetizar, purificar e caracterizar a
estrutura quimica de novos pro-farmacos planejados para atuar com
mecanismo duplo de acdo a saber: inibicdo da inosina 5’-monofosfato

desidrogenase e da producéo do fator de necrose tumoral alfa.

Planejamento estrutural

Para obtencdo de farmacos superiores ao micofenolato de
mofetila, um recurso possivel de ser utilizado € a latenciacdo do acido
micofendlico com um transportador com atividade farmacolégica complementar
a terapéutica imunossupressora, obtendo-se entdo um Pro-Farmaco Reciproco

(CHUNG e FERREIRA, 1999).

O planejamento molecular de pro-farmacos reciprocos
proposto neste estudo baseia-se na formacdo de uma ligacdo éster entre o
acido micofendlico e um andélogo estrutural de talidomida, de modo semelhante

ao realizado no micofenolato de mofetila.

Andlogo Estrutural
de talidomida

Ligacdo Ester

Porgao do acido micofendlico

Figura 6: Representacao estrutural de um pré-farmaco reciproco baseado em

acido micofendlico e um analogo estrutural de talidomida
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Diversos analogos estruturais de talidomida foram
desenvolvidos visando uma superior atividade. Na literatura académica
encontram-se diversos analogos ndo baseados na modificagcdo molecular da
porc¢do ftalimidica da talidomida, mas sim na por¢ao glutarimida, como proposto
por LIMA, et al., 2002 e MACHADO, et al., 2005. Em ambos os estudos o grupo
foi substituido por um grupo fenil dissubstituido, mantendo a atividade inibidora

da producgéo de TNF-a em neutrofilos.

Assim, planejou-se um analogo estrutural da talidomida com a

funcdo alcool, permitindo a posterior formacdo do éster com o acido

0 o]
N 0 N
NH
(0] o o
HO

talidomida Apélogo Egtrutqrgl dg tali‘domida ‘
2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona

micofendlico.

Figura 7: Proposta de analogo estrutural de talidomida com funcao alcool

A sintese do analogo proposto (“2-(3-
(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona”) esta presente na literatura porém sem
descricdo da sua atividade em relagcdo ao TNF-a ou a qualquer outra atividade

(SANTOS, et al., 2011).
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Materiais e métodos

Materiais

e 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

e 3-(aminofenil)metanol

e 4-dimetilaminopiridina

e acetato de etila

e 1:1 acetato de etila/hexano

e acido acético glacial

e Aacido micofendlico

e Acido tolueno-4-sulfénico

e agua destilada

e anidrido ftalico

e diclorometano

e 1:1 diclorometano/éter etilico

e éter etilico

e hexano

¢ N-(2-hidroxietil)ftalimida

e ninidrina

e piridina
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silica para coluna 0,06-0,2 mm

sulfato de cobre

sulfato de sédio

tolueno

trietilamina

Equipamentos

Espectrometro de 300 MHz WB Fourier com Dual probe
13C/'H — Briuker: Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear do
Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista

(UNESP-IQ)

Espectrofotdbmetro de infravermelho FTIR-8300 da
Shimadzu: Os espectros de absor¢éo no infravermelho,
na regido de 4.000 a 400 cm-1, foram obtidos em

pastilhas de KBr no espectrofotdmetro Shimadzu.

Ponto de Fusdo Capilar “Electrothermal”. Foi utilizado
para determinar as faixas de fusdo, sem posterior

corregao.

Cromatografia em Camada Delgada: Para
acompanhamento das reacoes foi utilizada

cromatografia em camada delgada (cromatofolhas de
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aluminio 20x20 cm Silica gel 60 F254 0,2 mm de

espessura - Merck)

Resultados e Discussao

Sintese

[¢]

( : "N
O _OH 0. 0
o)
o] &
o OH o oH &
N a,bouc
—_—
+ (o] o
O/
0 o~
HO

a) Tolueno, Acido tolueno-4-sulfénico; b) SOCI, ou C,0,Cly; ¢) EDC, DMAP, Trietilamina

Figura 8: Metodologias sintéticas para obtencdo de pro-farmacos de acido

micofendlico

A sintese de pré-farmacos de acido micofendlico € descrita em

artigos e patentes (neste caso, para a obtencdo do micofenolato de mofetila).

Podemos dividir as metodologias empregadas na literatura em:

e Catalise em Tolueno
e Cloreto de Acila

e Agentes Acoplantes

7

A catalise em tolueno é a principal técnica industrial para
obtencdo do micofenolato de mofetila. Baseia-se na desidratagdo do meio

reacional devido ao ponto de ebulicdo do tolueno ser de 110,45 °C
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(KIRSHNAN, et al., 1995), superior ao da agua, permitindo retira-la em nivel
laboratorial usando do Aparato de Dean-Stark. A reacdo de formacédo do
micofenolato de mofetila acontece (84% de rendimento) mesmo na auséncia de
catalizadores (MOLNAR et al., 2005). Contudo ha uma série de catalizadores

descritos, com ampla variedade de rendimentos.

A sintese via cloreto de acila visa converter o acido
micofendlico em uma molécula mais propensa a formacédo da ligacdo éster,
devido ao grupo abandonador cloreto. A formacao do cloreto de acila pode ser
via a utilizacdo de cloreto de tionila (BANG et al., 2009; DAVE et al., 2009) ou
cloreto de oxalila (CHEN et al., 2007). A formacdo do éster via cloreto de
tionila, embora inesperado, apresentou menor rendimento quando utilizado 2-
morfolinoetanoato de sodio (BANG et al., 2009) do que quando utilizado 2-

morfolinoetanol, sendo os rendimentos 69% e 91,6%, respectivamente.

Contudo a metodologia envolve a utilizacdo de meios reativos
fortemente acidos, tornando possivel a hidrélise do grupo lactona, prejudicando

a obtencdo do composto final.
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Figura 9: Reacéo de hidrdélise do grupo lactona do &cido micofendlico em meio
acido
A utilizacdo de agentes acoplantes permitem uma esterificacéo

em meio anidro e a temperatura ambiente, sendo uma metodologia mais

branda, protengendo o grupo lactona de uma possivel hidrolise.

A utilizacdo industrial deste método para obtencdo do
micofenolato de mofetila é descrita por ALLISON et al., 1988 pela a utilizacdo

de N,N’-diciclohexilcarbodiimida.

Todavia, na literatura h4 metodologias de formacao de ésters e
amidas de acido micofenolico (que ndo o micofenolato de mofetila) utilizando
agentes acoplantes como DPPA e o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

(MALACHOWSKA-UGARTE, et al., 2012).

A sintese do andlogo estrutural da talidomida (“2-(3-
(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona”) foi planejada por duas vias: Por

catélise em piridina, conforme proposto por SANTOS, et al. 2011, e por catalise
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em acido acético, como uma tentativa de eliminar o uso da piridina, substancia

com conhecida toxicidade (ATSDR, 1992).

0 HoN
Piridina ou Acido Acético Glacial
[o NS -
© HO

Ftalimida 3-(aminofenil)metanol

—cda -

2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona

Figura 10: Sintese proposta para obtencéao do “2-(3-

(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona”, baseado em SANTOS, et al., 2011.

A sintese do possivel pro-farmaco reciproco (Produto Final) de
acido micofendlico e do analogo estrutural de talidomida (“2-(3-
(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona”), foi planejada baseado nos modelos
propostos por LEE, et al. 1990 (via catalise por tolueno) e MALACHOWSKA-
UGARTE, et al., 2012 (via catélise por 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida, ou EDC). A sintese catalizada por cloreto de
acila, embora potencialmente eficiente para a obtencdo do produto final, foi
desconsiderada por haver uma potencial hidrélise do grupo lactona devido ao

meio fortemente acido.
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Tolueno ou
i:l,\r\,l CE: : EDC/DMAP

OH

=

O/

Produto Final

Figura 11: Sintese proposta para a obtencdo do Produto Final, baseado em

LEE, et al. 1990 e MALACHOWSKA-UGARTE, et al. 2012.

Caracterizagao Estrutural do 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-

1,3-diona obtida por catalise basica em piridina

A espectrofotometria no infravermelho do produto obtido esta

representada abaixo:

L]

T
—_—
-

\‘HH‘HH HH“\H HH\ L1l HH‘HH HH‘HH LL J‘HH HH‘HH LIIL HH‘HH HH‘
E; o— -

Espectro 1: Espectro no infravermelho do analogo estrutural de talidomida 2-(3-

(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona (pastilha de KBr)
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Tipo de Grupo
Marcador V(1/cm) . o
Deformacéo Caracteristico
A 3552,88 Axial Alcool (-OH)
. Carbono Alifatico
B 2941.,44 Axial
(C-H)
C 1772,58 Axial Carbonila (C=0)
D 1716,65 Axial Carbonila (C=0)
Amina Ligada ao
E 1381,03 Axial Grupo Aromatico
(N-CeHa)

Tabela 2: Absorcdo no infravermelho dos grupos funcionais do 2-(3-

(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona

Os principais funcdes observadas no espectro de infravermelho
do 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona sdo relativos ao grupo alcool
(3552,88 1l/cm) e a amina ligada ao grupo aromatico (1381,03 1l/cm). A
auséncia de absorcdo relativa a éster saturado (1735-1750 1/cm), anidrido
(1700-1900 1/cm) ou &cido carboxilico (2400-3400 1/cm, sobreposto ao C-H)
demonstra que a reacdo formou a ligacdo amida desejada, junto das absor¢cées
no grupo carbonila (1772,58 e 1716,65 1/cm), que demonstram a formacao da

ligacdo amida.

O espectro da Ressonancia Magnética Nuclear - H é
apresentado abaixo.
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T
2o

do 2-(3-

(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona (RMN-1H; 300 MHz, acetonads).

RMN 1H o (ppm) Multiplicidade

7,94 Dubleto

B 7,95 Dubleto

C 7,44 Dubleto

D 7,49 Tripleto

E 7,38 Dubleto

F 4,72 Singleto

G - -

H - -

Acetona-d6 2,06 Multipleto

Tabela 3: Deslocamento quimico no espectro de RMN-'H do 2-(3-
(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona

O espectro de RMN-H do 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina

nao apresenta o deslocamento relativo ao alcool, singleto entre 2 e 5 ppm (ou a

amina, sigleto entre 1,5 e 4 ppm, que demonstraria a ndo obtencdo do

composto desejado). Contudo a espectrofotometria no infravermelho confirma a

presenca da funcdo alcool. Os deslocamentos relativos ao grupo ftalimidico

(7,94 e 7,95 ppm) e ao grupo aromatico proveniente do 3-(aminofenil)metanol

(7,38; 7,49 e 7,72 ppm) demonstram a obtenc&o do composto desejado.
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A C.C.D. foi nebulizada com ninidrina, reagente utilizado para
deteccdo aminas terminais livres, e demonstrou que o produto ndo possui a

funcao (O reagente 3-(aminofenil)metanol foi corado conforme o esperado).

O resultado do RMN-!H, pode ter como explicacdo para a
auséncia do deslocamento do alcool a sobreposicdo do carbono alifatico com
deslocamento em 4,72 ppm. Outra possibilidade encontra-se na analise feita
automaticamente pelo software de tratamento, que demonstra um

deslocamento em 3,26 ppm de pouca intensidade.

Caracterizacdo do acetato de 3-(1,3-dioxoisoindolina-2-

il)benzila obtido por catalise acida em acido acético glacial

A metodologia sintética por catalise em &cido acético glacial
obteve dois produtos distintos, o 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona
(idéntico ao obtido pela sintese em piridina) e o acetato de 3-(1,3-

dioxoisoindolina-2-il)benzila.

A espectrofotometria no infravermelho do acetato de 3-(1,3-

dioxoisoindolina-2-il)benzila esta representada a seguir:
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Espectro 3: Espectro no infravermelho do acetato de 3-(1,3-dioxoisoindolina-2-

ibenzila por catélise &cido em acido acético glacial (pastilha de KBr)

Tipo de Grupo
Marcador V(1/cm) . o
Deformacéo Caracteristico
_ Carbono Alifatico
A 2964,59 Axial
(C-H)
B 1776,44 Axial Carbonila (C=0)
C 1724,36 Axial Carbonila (C=0)
Amina Ligada ao
D 1379,10 Axial Grupo Aromatico
(N-CeHa4)

Tabela 4: Absor¢cao no infravermelho dos grupos funcionais do acetato de 3-

(1,3-dioxoisoindolina-2-il)benzila

A presenca de absorcdo no infravermelho dos quatro grupos
definidos na Tabela 3, demonstra de modo semelhante ao 2-(3-
(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona, a presenca da carbonila (1776,44 e
1724,36 1/cm), formada pela ligacdo amida entre o 3-(aminofenil)metanol e o

anidrido ftalico, da amina ligada ao anel aromatico (1379,10 1/cm™) e do
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carbono alifatico em 2964,59 1/cm™, indicando que os grupos funcionais
esperados pela reacdo estdo presentes no produto acetato de 3-(1,3-

dioxoisoindolina-2-il)benzila.

Contudo, é notavel a auséncia de uma absorcdo angular ou
axial pronunciada entre 2700 e 3600 1/cm, que seria relativo a absor¢do de
grupos amina ou alcool, o que indica a auséncia destes grupos livres no

produto.

Espectro 4: Comparacao por sobreposicéo entre os espectros do acetato de 3-
(1,3-dioxoisoindolina-2-il)benzila (em azul) e o] 2-(3-

(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona (em verde)

Contudo, devido aos resultados obtidos pelo espectro de RMN-
'H, foi possivel determinar a estrutura molecular do acetato de 3-(1,3-

dioxoisoindolina-2-il)benzila.

O espectro de RMN-'H do acetato de 3-(1,3-dioxoisoindolina-2-

illbenzila é apresentado a seguir:
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Espectro 5: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do produto acetato de

3-(1,3-dioxoisoindolina-2-il)benzila (RMN-1H; 300 MHz, acetonads).

RMN tH S (ppm) Multiplicidade

A 7,95 Dubleto
B 7,96 Dubleto
C 7,50 Dubleto
D 7,54 Tripleto
E 7,48 Dubleto
F 5,18 Singleto
G = =

H 2,87 Singleto

Acetona-d6 2,08 Multipleto

Tabela 5: Deslocamento quimico no espectro de RMN-!H do acetato de 3-(1,3-
dioxoisoindolina-2-il)benzila.

Assim como o obtido em 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-
diona, podemos observar a presenca de deslocamentos relativos a porcéo
ftalimidica (7,95 e 7,96 ppm) e ao anel aromatico proveniente do 3-

(aminofenil)metanol (7,50; 7,54 e 7,48 ppm) e do carbono alifatico em 5,18

ppm.
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O deslocamento singleto em 2,87 ppm, que nao se apresenta
no produto 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona, poderia representar o
grupo hidroxila do produto desejado, uma vez que encontra-se na faixa de
deslocamento respectiva. Contudo entre outras possibilidades encontram-se:
Deslocamento relativo a 4gua residual no produto ou nos solventes (acetona-
de) e deslocamento relativo ao carbono de um acido acético, esterificado na

molécula.

) 0
o Acido Acético o
HoN Glacial
(jio . \©/\OH N
0 (0]

O

o OH Acido Acético

>_
o Glacial 7 ©
A ol
0

Figura 12: Proposta de mecanismo para esterificacdo do grupo alcool e

formacao do produto acetato de 3-(1,3-dioxoisoindolina-2-il)benzila

A presenca de agua foi descartada ao observar que ambos
produtos ndo apresentam absorcdo axial caracteristico de agua. O produto 2-
(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona que apresenta uma absorcdo na
regido relativa, podendo representar agua no produto. Todavia o produto
acetato de 3-(1,3-dioxoisoindolina-2-il)benzila ndo apresenta absor¢do na
mesma regido, permitindo ao menos eliminar a presenca de agua no KBr

usado para analise.
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O deslocamento em 2,87 ppm no produto acetato de 3-(1,3-
dioxoisoindolina-2-il)benzila ndo pode ser relativo a agua no solvente, uma vez
que ndo estid presente em 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona. Uma
vez que o infravermelho confirma a auséncia de agua no produto acetato de 3-
(1,3-dioxoisoindolina-2-il)benzila e o0 RMN-H exclui a presenca de agua no
produto  2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona, podemos excluir o

deslocamento como relacionado a agua.

Sintese por catalise em tolueno

A metodologia sintética de ésteres de &cido micofendlico,
baseada na catalise em tolueno, foi realizada baseada no proposto por Molnar
et al. (2005), utilizando no meio reacional o catalizador acido tolueno-4-

sulfénico monohidratado, além dos reagentes e do tolueno.

Para determinar a eficiéncia do método, utilizou-se a N-(2-
hidroxietil)ftalimida, ao invés do 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona,
gue precisaria ser sintetizado para utilizar na reacdo. A N-(2-hidroxietil)ftalimida
possui estrutura molecular semelhante a talidomida e o 2-(3-

(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona, sendo também um anélogo estrutural.
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sssasiioeol

talidomida 2-(3-(hidroximetil)fenil )isoindolina-1,3-diona

@:((f

N-(2-hidroxietil)ftalimida

Figura 13: Comparativo estrutural entre a talidomida e os analogos do estudo.

Embora a reacdo tenha demonstrado a formacdo de um
produto, seu rendimento foi inferior a 10 mg de produto (aproximadamente
1,3%), sendo uma quantidade inferior a necessaria para a analise e rendimento

demasiado baixo.

Assim, a metodologia por catalise em tolueno considerada

impropria para o trabalho apresentado.

Caracterizacao do Produto Final obtido por agente acoplante

A espectrofotometria no infravermelho do Produto Final esta

representada a seguir:
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C

Espectro 6: Espectro no infravermelho do produto final por agente acoplante
(pastilha de KBr)

Tipo de Grupo
Marcador V(1/cm) . o
Deformacéo Caracteristico
A 3489,23 Angular Fenol
B 2933,73 Axial C-H sp?
C 1755,22 Axial Carbonila (C=0)
D 1616,35 Axial Cc=C
Amina Ligada ao
E 1359,82 Axial Grupo Aromatico
(N-CeHa)
F 1317,38 Axial C-O

Tabela 6: Absorcéo no infravermelho dos grupos funcionais do Produto Final

A absorcdo no infravermelho em 1359,82 1/cm demonstra a
presenca de uma amina ligada a um grupo aromatico, demonstrando que o
produto final conttm o0 grupo amina pertencente ao 2-(3-

(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona.
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As absorgbes em 3489,23 1/cm e 1616,35 1/cm demonstram a
presenca de grupos fenol e ligagdo dupla carbono-carbono, pertencentes ao
acido micofendlico. A absor¢do em 2933,73 1/cm indica a presenca das

ligagbes saturadas entre carbono-hidrogénio.

A ligacao éster formada entre 0 2-(3-
(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona e o &cido micofendlico sao
determinadas pela absor¢cdo em 1755,22 1/cm, que é caracteristica da ligacéo

éster.

O espectro de RMN-'H do Produto Final € apresentado a
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Espectro 7: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do Produto Final
(RMN-1H; 300 MHz, acetonad6).
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15 16
(0]
17
10 14
N 18
11 13 °
12
Produto Final
15 16
(0]
17
10 14
N 18
HO
11 13 ©
12
acido micofendlico 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona
5 (ppm) 5 (ppm) do 5 (ppm) da 2-(3-
RMN do Multiolicidade acido (hidroximetil)fenil)isoindoli
1H Produto P micofendlico na-1,3-diona
Final
1 5,29 Singleto 5,20 -
2 2,14 Singleto 2,15 -
3 3,76 Singleto 3,76 -
4 - - - -
5 3,37 Dubleto 3,39 -
6 5,27 Multipleto 5,27 -
7 1,81 Singleto 1,81 -
8 2,27 Multipleto 2,33 -
9 2,46 Multipleto 2,45 -
10 5,13 Singleto - 4,72
11 7,50 Multipleto - 7,38
12 7,50 Multipleto - 7,49
13 7,50 Multipleto - 7,44
14 7,50 Multipleto - -
15 7,94 Multipleto - 7,94
16 7,94 Multipleto - 7,95
17 7,94 Multipleto - 7,95
18 7,94 Multipleto - 7,94

Tabela 7: Comparativo do deslocamento quimico no espectro de RMN-'H entre o
Produto Final, 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona e acido micofendlico
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No comparativo entre os deslocamentos quimicos dos
reagentes (acido micofendlico e 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona e
acido micofenodlico, pode-se observar que o hidrogénio 10 sofre uma
desprotecao eletronica, alterando o deslocamento de 4,72 ppm para 5,13 ppm

devido ao grupo carboxila formado pela esterificagéo entre os reagentes.

Os hidrogénios do anel aromatico dissubstituido se apresentam
em multipleto em 7,50 ppm, e os hidrogénios da porcao ftalimidica em 7,94
ppm multipleto, semelhante ao observado no 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-
1,3-diona, demonstrando que o Produto Final possui os hidrogénios

provenientes da 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona.

O deslocamento em 5,29 ppm evidencia a presenca do grupo
lactona. Em 5,27 ppm, o deslocamento quimico é relativo ao hidrogénio ligado
ao carbono insaturado. Em 3,76 ppm observa-se o deslocamento do hidrogénio
do grupo éster e em 1,81 ppm, h& o deslocamento relativo ao hidrogénio do
grupo metil ligado a instauracdo. Estes deslocamentos séo relativos a estrutura

do acido micofendlico, o que demonstra a obtencéo do pro-farmaco reciproco.

Na analise do espectro de RMN-'H do Produto Final é possivel
observar a presenca de deslocamentos néo relacionados a molécula proposta,
sendo possivelmente devido a presenca de agente acoplante nao visivel na
cromatografia de camada delgada. Isto implica na necessidade de procurar

melhores métodos de isolamento do Produto Final.
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Concluséao

Este trabalho permitiu a sintese e a caracterizagdo, por
absorcdo no infravermelho e por deslocamento quimico no RMN-H, de um
analogo estrutural de talidomida e, pela técnica de latenciacéo, foi obtido um
possivel pré-farmaco com propriedades inibidoras da Inosina 5-monofosfato
desidrogenase e da producdo de TNF-a em mondcitos, permitindo uma
possivel superior atividade imunossupressora para tratamento de reacdes de
hipersensibilidade e para pacientes em transplante de O6rgdos. As novas
moléculas serdo posteriormente avaliadas em modelos in vitro e in vivo para
determinacdo de sua atividade imunossupressora para as condicdes que se

propde abordar.
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Anexos

Todos os procedimentos sintéticos dos produtos obtidos, bem
como isolamento, faixa de fuséo, fator de retencdo em Cromatografia em
Camada Delgada e rendimento da reacdo serdo apresentados nessa secao.
Para fim didaticos, o esquema sintético da obtencdo dos produtos sera

representado.

A) Procedimento Sintéticos

1 — Sintese do 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona por catalise em

piridina
Ftalimida 3-(aminofenil)metanol -(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona
a) Piridina, 140 °C (Refluxo), 6h (30%)

O processo de obtencédo do 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-
1,3-diona, baseado na metodologia sintética de SANTOS, et al. 2011, envolveu
adicionar em um baldo de fundo redondo (50 mL): 0,6 g (4,04 mmol) de
anidrido ftalico, 0,54 g (4,04 mmol) de 3-(aminofenil)metanol e 10 mL de
piridina. O baldo foi mantido em refluxo (140 °C), sob agitacdo magnética
constante por 6 horas. O monitoramento da reacdo foi realizado por
Cromatografia de Camada Delgada, utilizando como fase mével 50% Acetato

de Etila e 50% Hexano.
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Para a purificacdo do produto final foi realizada apos o sistema
reacional resfriar a temperatura ambiente. A mistura reacional foi evaporada na
capela com exaustédo ligada, formando uma massa amarelada. A massa foi
entdo diluida em 50 mL de diclorometano e lavada multiplas vezes com uma
solucdo saturada de sulfato de cobre, até a solugdo ndo apresentar mudanca
de cor, devido a formacdo de um quelato entre o cobre e a piridina. Apos a
lavagem com a solucgédo, realiza-se uma segunda lavagem com agua destilada
para total retirada do sulfato de cobre na fase organica. Entéo utiliza-se sulfato
de sodio como agente secante da fase orgéanica, que é filtrada, seca e

evaporada por pressao reduzida, obtendo-se um soélido branco.

A pureza do solido foi verificada por C.C.D., obtendo-se um
Fator de Retencdo (RF) de 0,375, sem contaminantes aparentes, Faixa de

Fusao de: 145-149 °C e rendimento de 30%.

2 — Sintese do 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona por catalise em

acido aceético glacial

oo O = O thd

anidrido ftalico 3-(aminofenil)metanol  2(3- (hidroximetilfenil)isoindolina-1,3-diona  acetato de 3-(1,3-dioxoisoindolina-2-il)benzila
"beta” "alfa"

b) Acido Acético Glacial, 120 °C (Refluxo), 6 h

A metodologia por catalise em acido acético glacial envolveu
adicionar em um baldo de fundo redondo (50 mL): 0,6 g (4,04 mmol) de

anidrido ftalico, 0,54 g (4,04 mmol) de 3-(aminofenil)metanol e 10 mL de &cido
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acético glacial. O baldo foi mantido em refluxo sob agitacdo magnética
constante por 6 horas. O monitoramento da reacdo foi realizado por
Cromatografia de Camada Delgada, utilizando como fase mdével 50% Acetato

de Etila e 50% Hexano.

A mistura reacional foi entdo retirada do aquecimento, até
resfriar a temperatura ambiente. O &cido foi retirado por evaporacao a pressao

reduzida.

A cromatografia demonstrou a formacdo de dois produtos:
acetato de 3-(1,3-dioxoisoindolina-2-il)benzila (RF: 0,420) e 2-(3-
(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona (RF: 0,375). Nenhum dos produtos foi
corado pela a¢do da ninidrina. Para a separagdo e posterior analise de ambos

0s produtos, foi utilizada uma coluna cromatogréafica em silica flash.

@) Produto 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona
apresentou as mesmas caracteristicas de fator de retengdo, faixa de fuséo,
espectrofotometria no infravermelho e ressonéncia magnética nuclear do
produto obtido na sintese com catalise em piridina, nos permitindo afirmar que

se tratam do mesmo composto.

3 — Sintese do micofenolato de N-(2-hidroxietil)ftalimida

% o)
o O~ o) _/OH o) 5 SN 0
N _—
x OH t X o~-N
O oH 0 O oH o

c) Tolueno, Acido Tolueno-4-sulfénico, 150 °C, 24 h
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Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados
0,5 g (1,56 mmol) de acido micofendlico, 0,312 g (1,63 mmol) de N-(2-
hidroxietil)ftalimida, 30 mL de tolueno anidro e &cido tolueno-4-sulfénico com
catalizador. O baldo foi colocado em refluxo com o aparato de Dean-Stark,

conforme figura abaixo.

A mistura reacional foi mantida em agitacdo magnética
constante a 80 °C, até total solubilizacdo do meio. Entéo foi adicionado tolueno
anidro no aparato de Dean-Stark até ¥ do seu volume total e a temperatura foi

elevada até 150 °C. A reacdo foi mantida por 24 horas.

4 — Sintese do micofenolato de 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona

6]
. O o 0 OH g 5 oL o @
X on * N — N o N
(@] OH o o OH O

d) EDC, DMAP, Trietilamina, 24 h, r.t. (30%)
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Em um baldo de 50 mL adicionou-se 0,5 g (1,56 mmol) de
acido micofendlico, 0,243 g (1,56 mmol) de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), 0,019 g (0,156 mmol) de 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) e 15 mL de diclorometano anidro. A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo magnética constante por 30 minutos em

banho de gelo.

Apo6s os 30 minutos a mistura reacional foi retirada do banho
de gelo e adicionou-se 039 g (1,56 mmol) de 2-(3-
(hidroximetil)fenil)isoindolina-1,3-diona e trietlamina como catalizador. A
reacao foi mantida sob agitacdo magnética constante a temperatura ambiente
por 24 horas. O monitoramento da reacédo foi realizado por Cromatografia de
Camada Delgada, utilizando como fase moével 50% Diclorometano e 50% Eter

Etilico.

A purificacdo do produto obtido foi realizada em coluna
cromatografica em silica flash, utilizando como fase mével 50% Diclorometano
e 50% Eter Etilico. Obteu-se um produto com RF de 0,85 e rendimento de 30%.

O produto se decompés a 200 °C.
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