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Resumo X

RESUMO

A inflamagdao ¢ uma importante reacdo fisioloégica que ocorre a uma resposta de
protecao do organismo desencadeada por estimulos fisicos, quimicos e biolégicos
que podem gerar dor, edema e em alguns casos levar a disfun¢do do 6rgao ou
tecido. Durante o processo inflamatério tem-se a participacdao de varias substancias
entre as quals: prostaglandinas, citocinas, histamina, serotonina entre outras. Entre
as citocinas proé-inflamatoérias pode-se destacar: a interleucina-13, interleucina-o,
interleucina-8 e o Fator de Necrose Tumoral-a. O principal fator limitante para uso
de anti-inflamatérios nao esteréides (AINEs) é sua toxicidade gastrintestinal, pois
os AINEs de 1° geracio como diclofenaco, ibuprofeno, acido acetil salicilico e
naproxeno inibem a COX-1 e a COX-2 promovendo a inibi¢ao de prostaglandinas
importantes do processo fisiologico, como aquelas presentes nas células parietais
do estomago, a responsavel pela prote¢ao gastrica. Utilizando-se da modificacdo
molecular, planejou-se a obtencao de hibridos derivados de AAS, naproxeno,
diclofenaco, ibuprofeno e cetoprofeno, visando obter compostos com menores
indices de gastrotoxicidade. Foram obtidos os compostos N-(7,3-dioxo-1,3-diidro-
2H-isoindol-2-il)-2-hidroxibenzamida, IN-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-1l)-2-(6-metoxi-
2-naftil)propanamida, 2-{2-/(2,6-diclorofenil)amino|fenil}-N-(1,3-dioxo-1,3-dizdro-2H-
isoindol-2-il)acetamida, N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-i)-2-(4-isobutilfenil)
propanamida e 2-(3-benzoilfenil)-IN-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)propanamida. A
modificacao realizada nao alterou a atividade anti-inflamatéria para o modelo
edema de pata e de contor¢io abdominal em relagio aos AINEs controle,
enquanto que para o teste de gastrotoxicidade todos os derivados apresentaram

grau zero de lesdo na mucosa gastrica, contra cinco, grau maximo de lesao dos
AINEs controle.

Palavras-chave: Anti-inflamatérios.  Gastrotoxicidade. Hibridacao Molecular.
Quimica Farmaceéutica.
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Abstract Xi

ABSTRACT

The inflammation is an important physiologic reaction that occur to an answer of
protection of the organism unchained by physical, chemical and biological stimulus
that they can generate pain, edema and in some cases to take to the dysfunction of
the organ or tissue. During the inflammatory process the participation of several
substances is had among the ones which: prostaglandins, cytokines, hystamine,
serotonine among another. Enter the pro-inflaimmatory cytokines it can stand out:
interleukin-1p, interleukin-0, interleukin-8 and Tumor Necrosis Factor-o. The main
factor limiting for use of antiinflaimmatory non steroids (AINEs) is its toxicity
gastrointestinal, because AINEs of 1% generation as diclofenac, ibuprofen, acid
salycilic and naproxen inhibit at COX-1 and COX-2 promoting the inhibition of
important prostaglandins of the physiologic process, how those presents in the
parietal cells of the stomach, the responsible for the gastric protection. Being used
of the molecular modification, it drifted him the obtaining of hybrid derived of
AAS, naproxen, diclofenac, ibuprofen and ketoprofen, seeking to obtain composed
with smaller gastrotoxicity indexes. They were obtained the compositions N-(7,3-
dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-y1)-2-hidroxibenzamide, N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-
Y)-2-(6-metoxci-2-naftil)propanamide,  2-{2-/(2,6-diclorophenil)amino|phenyil}-IN-(1,3-djoxo-
1,3-diidro-2H-isoindol-2-yl)acetamide, N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-yl)-2-(4-
isobutilphenyl) propanamide and 2-(3-benzoilphenyl)-IN-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propanamiide.
The accomplished modification didn't alter the activity antiinflammatory for the
model paw edema and of abdominal contortion in relation to AINEs controls,
while for the test of derived whole gastrotoxicity them they presented degree lesion
zero in the mucous gastric, against five, maximum degree of lesion of AINEs
controls.

Keywords:  Antiinflammatory.  Gastrotoxicity. ~ Molecular ~ Hybridation.
Pharmaceutical Chemistry
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Revisdo Bibliogrifica 1

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamag¢ao constitui uma reagdo fisiologica de defesa e reparagio do
organismo desencadeada por estimulos fisicos, quimicos e biolégicos que podem

gerar dor, edema e em alguns casos levar a disfuncdo do o6rgio ou tecido

(TAYLOR & YEDNOCK, 2004; LISTER ez al., 2007).

O processo inflamatério (Figura 1) pode se dividir em duas fases: agudo e
cronico. A inflama¢ao aguda é uma resposta imediata e inespecifica contra o agente
agressor, levando de minutos até alguns dias, marcada pelo edema. E caracterizada
por vasodilatacdo arteriolar e venular, com aumento da pressao hidrostatica na
microcirculagao e fuga de liquido para o intersticio. H4 aumento da permeabilidade
na microcirculagao por contracao celular do endotélio venular o que, por escape do
conteudo protéico, favorece a formagdao de exsudato inflamatério. Nas 24 horas
seguintes, ocorre quimiotaxia com migracao de polimorfonucleares e acumulo de

macréfagos no sitio da lesdo. A resposta é sempre qualitativamente a mesma,

independente do estimulo (BALLINA e7 4/, 2002; HAHN, 2000).

A inflamacdo quando fora de controle, autoperpetua-se, cronifica-se e
acarreta lesao tecidual indesejada e desnecessaria. A inflamacao cronica é sempre
precedida pela inflamagdo aguda e nao se observam nessa fase os sinais
caracteristicos das reagoes agudas (dor, tumor, calor, rubor e perda de func¢io). E
caracterizada pelo aumento no grau de celularidade e outros elementos teciduais,
diante da permanéncia do agente agressor. O processo inflamatério cronico inicia-
se de maneira insidiosa, levando a uma resposta de baixo grau, latente, podendo ou

nao ser assintomatica.
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Figura 1 — Processo Inflamatério. Disponivel em:<
http:/ /www.uic.edu.classes.bios.bios.100
/lecture/sf04/amlect.23.htm>.  Acesso:
17 jun. 2008.

E originada por infeccOes persistentes por microrganismos, €xposicao
prolongada a agentes toxicos, endégenos ou exégenos e auto-imunidade, podendo
durar semanas, meses e até anos. Promove destruicdo tecidual, proliferacao local de
tecido conjuntivo e ativagao de fibroblastos, induzindo a fibrose (BALLINA e7 4/,
2002; HAHN, 2000).

Pode ser subdividida em: inespecifica, produtiva (ou hiperplasica), exudativa
e granulomatosa. Em geral se caracteriza pela presenca do sistema mononuclear
macrofagico (linfocitos, macréfagos e plasmocitos), por destruicio tecidual
decorrente da presenca do agente agressor e por tentativas de reparacao. Durante o
processo inflamatério tem-se a participagdo de varias substancias entre as quais:
prostaglandinas, citocinas, histamina, serotonina entre outras. Entre as citocinas
pro-inflamatérias pode-se destacar: interleucina (IL) 1L -18, IL-6, IL-8 e fator de
necrose tumoral (TNF-o) (KRAYCHETE e¢# /., 2000).
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A dor de origem inflamatéria ou ndo, pode incapacitar fisica e
emocionalmente o individuo. Conforme estatistica americana acredita-se que a dor
determine a incapacidade total ou parcial em aproximadamente 50 milhoes de
individuos, acarretando diminuicao na qualidade de vida dos mesmos, além de
acarretar uma carga pesada aos Sistemas de Saude e aos Sistemas de Assisténcia
Social, com predominio de custos indiretos. (ZEITUNE & MONICI, 2000,
HAHN, 2000).

As doengas musculo-esqueléticas sao as causas mais comuns de dor intensa,
entre elas, a osteoartrite (OA), doenca que prevalece entre as que envolvem as
articulages, incapacitando em torno de 10% das pessoas com mais de 60 anos de
idade no mundo, comprometendo mais de 20 milhdes de americanos e gerando

custos para a economia dos Estados unidos de 60 milhoes de dolares por ano.

As estimativas apontam essa enfermidade, que afeta 9,6% dos homens e
18% das mulheres, como a quarta causa de incapacidade no ano de 2020 (HAHN,
20006). A artrite reumatéide (AR) atinge 0,3% a 1,0% da populagdo mundial e no
Brasil, 1% da populagao sofrem desse mal, se levar em conta os dados do ultimo

censo do IBGE, realizado em 2000 (BRASIL, 2000).

Para o adequado manejo da dor, empregam-se medidas especificas ou
sintomaticas, medicamentosas e nao-medicamentosas ¢ o tratamento deve estar

condicionado ao diagnéstico e ao comportamento do paciente em relagao a dor

(SOLOMON ¢ al., 2005).

1.1.1 PROSTAGLANDINAS E CICLOOXIGENASES

As prostaglandinas (PGs) estio envolvidas em diversos processos
tisiolégicos e patolégicos, incluindo, o processo inflamatério, vasodilatacao ou
vasoconstricao; contracao ou relaxamento da musculatura bronquica ou uterina;
hipotensao; ovula¢do; metabolismo 6sseo; aumento do fluxo sanglineo renal

(resultando em diurese, natriurese, caliurese e estimulacao da secrecio de renina);
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protecao da mucosa gastrica e regulacao do fluxo sanglineo local; inibicdo da
secrecao acida gastrica; crescimento e desenvolvimento nervoso; tresposta
imunoloégica; hiperalgesia; regulagdo da atividade quimiotaxica celular; resposta
endocrina; angiogénese; progressao metastatica, dentre outras (WILLOUGHBY e7
al., 2000; CARVALHO et al., 2004).

Na maioria dos leitos vasculares, as PGs da familia E (PGEs) sao potentes
vasodilatadores. A atividade vasodilatadora envolve principalmente arteriolas,
esfincteres pré-capilares e veénulas pods-capilares. A PGD, causa geralmente
vasodilatacdo na vasculatura mesentérica, coronariana e renal, e vasoconstricao na
circulagao pulmonar enquanto a PGI, (prostaciclina) é um eficiente vasodilatador,
podendo causar importante hipotensao arterial, enquanto o TXA, (tromboxano A,)

apresenta potente atividade vasoconstritora.

No sistema circulatorio, as PGs modulam, também, a funcao plaquetaria. A
PGE,, PGD, e a PGI, sao inibidoras da agregacio de plaquetas, ao passo que o
TXA, ¢ forte indutor. A PGI, ¢ sintetizada pelo endotélio vascular, controlando a
adesdo de células ao endotélio e a agregacido plaquetaria, contribuindo com o
mecanismo antitrombogénico da parede vascular intacta (MONCADA & VANE,
1978).

As PGEs e as PGI, inibem a secrecao acida gastrica estimulada pela
alimentacgao, histamina ou gastrina e reduzem o volume de secrecao, a acidez e o
conteudo de pepsina. As prostaglandinas sao vasodilatadoras na mucosa gastrica e
parece que estdo envolvidas na regulacio do fluxo sangiineo local. A secrecao de
muco no estomago e intestino delgado é aumentada pelas PGEs. A presenca de

PGs no sistema gastrintestinal confere integridade da mucosa gastrica e células

epiteliais (MORROW & ROBERTS, 2001; CLINARD ef a/., 2004).

As prostaglandinas também influenciam a distribuicio do fluxo sangtiineo
renal, reabsor¢io de sédio e agua e liberacao de renina. A PGI,, PGE, e PGD,

determinam a secre¢ao de renina no cortex renal, provavelmente por efeito direto
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nas células justaglomerulares (VANE ez al., 1998; FITZGERALD & PATRONO,
2001; MORROW & ROBERTS, 2001; CARVALHO, 2002).

Tem sido demonstrado que as PGs sao produzidas em neuronios e vasos do
SNC com importante participagao em diversas funcdes centrais, incluindo o
controle do ciclo do sono e do despertar, a termogéenese febril e a transmissao
nociceptiva. As PGs e citocinas (IL-6) encontram-se também implicadas na
tisiopatologia de doencas degenerativas encefalicas, como a esclerose multipla,
deméncia associada a sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e na doenga

de Alzheimer (JOUZEAU et al., 1997, BLASKO et al., 2004).

Os compostos da familia das PGs e dos leucotrienos sao denominados de
eicosanodides, em virtude de serem derivados de acidos graxos essenciais de vinte
carbonos esterificados em fosfolipidios da membrana celular. A sintese dos
eicosanodides, conforme a figura 2, pode ser desencadeada por diversos estimulos
que ativam receptores de membrana, acoplados a proteina G, resultando na
ativacio da fosfolipase A, ou elevacio da concentragio intracelular do Ca**. A
fosfolipase A, hidrolisa fosfolipidios da membrana, particularmente fosfatidilcolina
e fosfatidiletanolamina, formando o acido araquidonico (JANEWAY ez a/, 2001,
MORROW & ROBERTS, 2001; CHANDRASEKHARAN ez a/.,, 2002).

O 4cido araqliidonico podera, dependendo do estimulo, seguir duas vias
enzimaticas distintas: a via das ciclooxigenases (COXs), o qual desencadeia a
biossintese das PGs, PGI e TXs, e a via das lipoxigenases (LOX), responsavel pela
sintese dos leucotrienos (LTs), lipoxinas e outros compostos (CARVALHO ef 4/,

2004).
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Figura 2 — Acido araquidonico em duas vias de metabolizacio, a
das ciclooxigenases e a das lipoxigenases, formando
eicosanoides.

A COX, também conhecida como Prostaglandina Sintetase ou
Prostaglandina Endoperoxido Sintetase (PGHS) (Figura 3), foi isolada em 1976 e
clonada em 1988. A COX-1 foi a primeira a ser caracterizada e é expressa
constitutivamente, ou seja, esta presente nas células em condigdes fisiologicas,

principalmente nos vasos sangtineos, plaquetas, estomago e rins (RAZ e al., 1989;

VANE e¢7 al., 1998; HOWARD & DELAFONTAINE, 2004).

Em 1991 foi identificado um gene que codificava uma segunda isoforma da
enzima, a COX2 (PGHS-2) (Figura 3). As duas isoformas apresentam estrutura
protéica primaria similar e catalisam essencialmente a mesma reacao (VANE e7 4/,

1998; KUMMER & COELHO, 2002; CARVALHO e¢# al., 2004).
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Figura 3 — Prostaglandina Sintetase 1 (PGHS 1) e Prostaglandina
Sintetase 2 (PGHS  2).  Disponivel em:<
http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclooxygenase>. Acesso:
27 set. 2008.

A COX-2 é uma isoforma induzivel na presencga de citocinas (IL-1, IL.-2 e do
TNF- «), ésteres do forbol, fatores de crescimento e endotoxinas, sendo expressa
caracteristicamente por células envolvidas no processo inflamatério, como
macréfagos, monocitos e sinovidcitos. Por outro lado, a expressio da COX-2 pode
ser inibida por glicocorticéides e citocinas anti-inflamatérias, 11.-4, 1L-13 e IL-10,
enquanto que a PGE, promove regulagiao crescente (up-regulation) na expressao da
COX-2 (VANE & BOTTING, 1995; JOUZEAU e¢f al., 1997; VANE et al., 1998,
VANE & BOTTING, 1998, MORISSET e al, 1998, FITZGERALD &
PATRONO, 2001).

A COX-2 pode, também, ser regulada de modo poés-transcricional. A perda
desta regulacio pode ocorrer pela mutacio de protefnas que interagem
especificamente em determinados elementos do RNAm da enzima, resultando em
elevagdo na expressao enzimatica, cujo mecanismo tem sido proposto como fator

crucial na carcinogénese intestinal (HINZ & BRUNE, 2002)

Sabe-se que os lipopolissacaridios (LPS) e as citocinas podem promover a

indugdo de COX-2 em varias regides do encéfalo e que a COX-1 ¢

Liicia Fioravanti de Castro



Revisdo Bibliogrifica 8

constitutivamente expressa em diversos neuronios. A COX-1 ¢é distribuida
prevalentemente no prosencéfalo, onde as PGs podem estar envolvidas em fung¢oes
de integragdo, como modula¢ao do Sistema Nervoso Autonomo (SNA) e da vias

sensoriais de transmissao (VANE ez al., 1998).

De maneira interessante, a COX-2 é expressa constitutivamente em alguns
6rgaos e em algumas regides do encéfalo, destacando-se principalmente cortex,
hipocampo, complexo amigdala-hipocampo (importante para a memoria e
comportamento), hipotdlamo e medula espinhal. Dentre os circuitos neurais, a via
regulatoria da resposta febril é a melhor compreendida. A liberagao de IL-1, a partir
do estimulo de pirégenos, promove a sintese central de PGE, e esta, por sua vez,

ativa o centro termorregulador situado na area pré-éptica do hipotalamo anterior,

desencadeando a febre (VANE ez al, 1998; CARVALHO et al., 2004).

Observou-se a presenca de COX, na vasculatura renal, na macula densa
cortical, nas células intersticiais dos rins, no ducto coletor e na por¢ao delgada da
alca de Henle, apresentando aumento da sua expressao em determinadas areas, com

a progressao da idade (CARVALHO ef al., 2004)

A COX-1 ¢é uma enzima constitutiva envolvida em diversos processos
tisiolégicos do organismo, como por exemplo, a produgdo de muco responsavel
pela protecdo da mucosa gastrica ao ambiente acido estomacal e a COX-2 pode ser

induzida em resposta a agentes como citocinas, mitégenos, endotoxinas do

processo inflamatério (SAPIRSTEIN ez al., 2005).

Mais recentemente, novas motivagoes para o uso clinico e para a pesquisa

foram encontradas com a descricio de uma terceira variante da ciclooxigenase

denominada de COX-3 (CHANDRASEKHARAN e¢7 a/., 2002).

A COX-3, possivelmente uma variante da COX-1 (pois é derivada do
mesmo gene dessa isoforma), encontra-se distribuida principalmente no cortex
cerebral, medula espinhal e coragiao, sendo mais sensivel ao paracetamol do que a

COX-1 e a COX-2. Postulou-se que a inibicao da COX-3 poderia representar o
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mecanismo central primario pelo qual os farmacos analgésicos e antipiréticos do
tipo AINEs desenvolveriam suas atividades de reducdo da dor e da febre
(CHANDRASEKHARAN ¢z al, 2002; CARVALHO e al, 2004). Importante
salientar, que o paracetamol nido apresenta atividade em inibicdo de COX-1 e 2
devido a sua inativagdo pela presenca de peréxidos. E apesar dos trabalhos
sugerirem que a atividade do paracetamol esta relacionada com sua inibicdo em
COX-3, observa-se pelos trabalhos de CHANDRASEKHARAN e colaboradores
(2002) que os valores de IC50 de COX-3 para o paracetamol, é de 460 uM; 0,008

uM e 52 uM, para o diclofenaco e dipirona, respectivamente. Estes valores
mostram que a inibi¢do em COX-3 para o paracetamol é cerca de 57.500 vezes

menor que o diclofenaco e 9 vezes menor que a dipirona

Trabalhos de KUMMER e COELHO (2002) sugerem que a COX-3, ao
contrario das outras isoformas, ndo produziria prostanoéides pré-inflamatérios, mas
substancias anti-inflamatorias (nao relatadas), o que poderia explicar os periodos de

remissdio em pacientes com doencas inflamatorias cronicas, como a artrite

reumatoide (WILLOUGHBY ez 4/, 2000; KUMMER & COELHO, 2002).

1.2 ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS (AINES)

Os agentes anti-inflamatoérios nao esteroidais (AINEs) sdo os farmacos mais
largamente prescritos e usados em todo o mundo, desde a producio do acido
acetilsalicilico pela Bayer em 1899 (VANE & BOTTING, 1998; CARVALHO e
al., 2004). Os farmacos anti-inflamatoérios sio indicados quando o desconforto
proveniente da dor ¢ do edema e a limitagdo funcional forem maiores que os

beneficios fisiolégicos da reagao inflamatoria.

Os anti-inflamatoérios estdo entre os mais amplamente utilizados de todos os
agentes terapcuticos ¢ podem ser classificados em anti-inflamatérios esteroidais
(AIEs) e nao esteroidais (AINEs). Estima-se que exista mais de 50 AINEs

diferentes no mercado, porém nenhum deles é ideal no controle ou na modificacio
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dos sinais e sintomas da inflamagdo, particularmente aqueles que ocorrem nas
doencas articulares inflamatérias comuns (RANG e a/, 2001; SOUZA &
FERRAO, 20006).

No ano de 2000, 111.400.000 milhdées de prescricoes de AINEs foram
receitadas para pacientes americanos, a um custo de 5 bilhoes de doélares. Trinta e
quatro por cento dos individuos com idade de 65 anos ou mais, fazem uso de

AINEs diariamente e setenta por cento usam pelo menos uma vez na semana.

A utilizacgio dos AINEs esta associada com o risco de eventos
gastrintestinais, e estudo norte americano tem indicado que, para cada dolar gasto

com AINEs, $0,66 a $1,25 ¢é gasto com os efeitos adversos gastrintestinais

(DUBOIS ¢ al., 2004).

No Brasil, em 2000, o volume de vendas de anti-inflamatérios atingiu 606,25
milhoes de reais. Em julho de 2004, totalizavam 782 milhoes de reais. Um estudo
realizado pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) na América Latina sobre
automedicacdo mostrou que os AINEs representavam 5,6% dos medicamentos

dispensados sem receita médica (HAHN, 20006).

John Vane em 1971 observou uma diminui¢ao na concentra¢ao de PGs em
tecido pulmonar tratado com salicilatos e a partir destes estudos, propds-se que o
mecanismo de acao dos AINEs estaria relacionado a inibicio da formacao de PGs
devido a capacidade destes compostos inibirem a enzima ciclooxigenase (COX) que
catalisa a conversio do acido araquidonico em prostaglandina durante o processo
fisiolégico e inflamatorio (FERREIRA e a/, 1973; MITCHELL e al, 1994,
MONCADA, 1997; VANE & BOTTING, 1998, KUMMER & COELHO: 2002;
CARVALHO et al., 2004; REIS & ROCHA, 2000).

Recentemente, foi observado que os AINEs parecem possuir um papel
neuroprotetor reduzindo a incidéncia e o risco a doenca de Alzheimer, retardando
significantemente a evolu¢ao da doenga (COMBS ¢z a/., 2000; BLASKO e al., 2004,
VASTO et al., 2007; KUMARLI ez al., 2007).
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Os AINEs de 1° geragao inibem a COX-1 e a COX-2, sem seletividade,
sendo que, seus efeitos adversos como nefrotoxicidade e toxicidade gastrica sdao
devido a inibicdo da COX-1 e os efeitos terapéuticos estao relacionados com a
inibicao da COX-2 (MITCHELL ez a4/, 1994; STEEN ez al, 2008). A figura 4

mostra as classes de AINEs nao especificos com seus respectivos exemplos.

CLASSIFICACAO DOS AINES
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Figura 4 - Classificagao e exemplos dos AINEs.
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1.2.1 REACOES ADVERSAS DOS AINES

Além da gastroulceragao, outros efeitos adversos tém sido relacionados com
a utilizacio dos AINEs entre os quais: lesoes cutineas, insuficiéncia renal aguda,
nefrite cronica, necrose papilar renal, disturbios hepaticos, distirbios da medula
6ssea (ONG et al., 2007). Entretanto, o principal fator limitante para uso de AINEs
¢ sua toxicidade gastrintestinal (HAHN, 2000).

Os AINEs siao reconhecidamente como causadores de complicacdes
gastrintestinais superiores, com um percentual em torno de 40% para sintomas
dispépticos que levam a tdlceras complicadas (hemorragia, perfuracao ou obstrugao
pilorica). A prevaléncia de dlcera péptica cronica é de 20-30% e com ulcera gastrica
¢ de aproximadamente seis vezes mais comum que com ulcera duodenal
(HAWKINS & HANKS, 2000) e a utilizaggo de outros farmacos

concomitantemente aos AINEs aumenta o risco de hemorragia gastrintestinal.

HELIN-SALMMIVAARA e colaboradores (2003) estudaram a prescri¢ao de
AINEs com corticosteréides, agentes anticoagulantes ou inibidores seletivos da
recaptacao da serotonina (ISRS), assim como com o uso de gastroprotetores entre
usuarios continuos e nao continuos de AINEs na Finlandia. Os resultados
demonstraram que a prescricio combinada aumentou o risco potencial de
hemorragia gastrintestinal em cinco vezes entre usuarios continuos de AINEs que

em usuarios nao continuos.

A prevencao de lesGes gastrintestinais em pacientes usuarios cronicos de
AINEs pode ser obtida com diversos antiulcerosos. Na pratica clinica, o uso de
gastroprotetores (inibidores da bomba de prétons, antagonistas H,, misoprostol e
antiacidos) tornou-se rotina em pacientes usuarios de medicamentos, quer esses
utilizem ou ndo AINEs ou apresentem outros potenciais fatores de risco para o

desenvolvimento de eventos adversos gastrintestinais (HAHN, 2000).
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Os AINEs rompem com a barreira normal da mucosa gastrica de muco
hidrofébico e bicarbonato por dois mecanismos. O mecanismo principal,

independente da via de administragao, ¢é resultado da inibi¢ao da COX-1.

No estémago, as PGs tém um papel de protegao vital, manuten¢ao de fluxo
sanguineo para a mucosa, estimulacdo da secrecio de bicarbonato e muco e
regulacdo das células de movimento e reparacdo da mucosa. A perda da protegao
gastrica pela inibicao da sintese prostaglandinas torna o estomago vulneravel ao

dano pelo suco gastrico (HAWKINS & HANKS, 2000).

No caso dos AINEs acidicos, como a aspirina, podem provocar dano da
mucosa gastrica por efeito direto por inibicdo da fosforilagdio oxidativa
mitocondrial, potencializando os efeitos adversos gastricos. Erosées da mucosa e

hemorragias podem ser observadas apés 90 minutos de ingestio de um udnico

comprimido de aspirina (HAWKINS & HANKS, 2000).

As doengas inflamatorias cronicas como, por exemplo, artrite reumatoide,
doenga de Chron e osteoartrite exigem administracado diaria de AINEs, o que
aumenta ainda mais a probabilidade de eventos adversos (WALLACE, ¢# a/., 1990;
BABUSH ¢ al., 2005; ONG et al., 2007).

1.3 AINES SELETIVOS DE COX-2

Devido a falta de seletividade dos AINES e a necessidade de utilizacao de
AINEs mais seletivos para COX-2 sem os efeitos adversos gastrintestinais, iniciou-
se uma mobiliza¢ao da industria farmacéutica e dos centros de pesquisas em busca

de farmacos que possuissem a caracteristica de atuar seletivamente sobre COX-2

(ROMSING & MOINICHE, 2004).

Em 1999, o celecoxib, primeiro AINE COX-2 seletivo para uso oral foi
langado no mercado pela empresa Farmacéutica Pfizer, sendo aparentemente
destituido de efeitos gastrintestinais, o qual poderia se usado por longos periodos.

A partir dai, outros farmacos foram obtidos, como o rofecoxibe, etoricoxibe e o
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valdecoxibe e recentemente, um inibidor especifico de COX-2 para uso parenteral

foi introduzido na terapéutica, o parecoxibe (HAREL, 2004) (Figura 5).

Com a ampla utilizagdo desta nova classe de anti-inflamatérios na clinica,

observou-se o aparecimento dos efeitos adversos relacionados a danos cardiacos

(DUBOQOIS e al., 1998).

Foi demonstrado que a COX-2 esta localizada no endotélio e tem sido
sugerido, que ela desempenha um papel vasoprotetor e antiaterogénico em virtude
de seu maior produto, a PGI, o qual é um potente inibidor da agregacio
plaquetaria, da ativagio e adesio de leucédcitos e do acimulo de colesterol nas

células vasculares (HINZ & BRUNE, 2002).

Desta forma, PGI desempenha uma importante funcao de neutralizar os
efeitos cardiovasculares danosos do TXA, (metabdlito produzido pela COX-1 com
propriedades vasoconstritoras e adesdo plaquetaria). Desse modo, o uso de
inibidores seletivos para COX-2, com o bloqueio da producio de PGI, sem
bloqueio de TXA,, permite que este ultimo atue sem controle, ocasionando um
desequilibrio da coagulacdo sanguinea e da constricio vascular (CHENG ez a/,
2002).
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Figura 5 — Exemplos de AINEs inibidores seletivos de COX-2.

Divulgados em setembro de 2004, os resultados do estudo Adenomatons Polyp
Prevention on Vioxx (APPROVe) causaram a pronta retirada do rofecoxib (Vioxx®)
do mercado por parte da industria que o comercializava, a Merck.. Este estudo
baseou-se nas interpretagoes de que a enzima COX-2 ¢é expressa em sitios de
inflamagao, como ¢ o caso de neoplasias, onde se levantou a hipotese de que a sua
inibicio pudesse ser util no tratamento ou prevencdo de diversas doengas
neoplasicas. Buscava-se determinar se o uso do rofecoxib por trés anos alteraria o
risco de recorréncia de polipos neoplasicos no intestino grosso. Apos 18 meses de

tratamento, a interven¢ao foi suspensa devido a associagio do AINE a um
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aumento significativo do risco cardiovascular (BRESALIER e7 a/., 2005; ARAUJO
et al., 2005).

Os resultados dos estudos envolvendo rofecoxib, celecoxib e valdecoxib
convenceram os especialistas do maior risco de eventos adversos cardiovasculares
dos AINEs seletivos COX-2, como infarto agudo do miocardio, acidente vascular
cerebral, hipertensao e insuficiéncia cardiaca (BRESALIER e7 4/, 2005; DRAZEN,
2005).

O surgimento destes efeitos adversos, mais grave e fatal tem colocado em
discussio se o uso de agentes anti-inflamatérios com inibi¢do especifica desta
isoforma teria realmente vantagens sobre os AINEs tradicionais (HINZ &

BRUNE, 2002).

De acordo com ARAUJO e col. (2005), as recomendagoes clinicas
desenvolvidas em sessoes cientificas do Awmserican College of Cardiology (ACC) para o

uso de anti-inflamatérios sao as seguintes:
v" Uso continuado de aspirina em baixa dose, quando indicado;

v Alternativas aos AINEs devem ser consideradas, como paracetamol e

terapias topicas;

v' Se o uso de um AINE for necessario, a primeira escolha é naproxeno

associado a um inibidor de bomba de prétons;

v' Inibidores especificos de COX-2 niao devem ser usados a ndo ser que

todas as estratégias acima falhem.

No caso do uso de inibidores de COX-2 ser imprescindivel, os riscos e
beneficios da terapia devem ser cuidadosamente analisados (SOLOMON ez 4/,
2005), além disso, o paciente deve estar ciente dos seus riscos, a dose deve ser a
mais baixa possivel e o tempo de tratamento o mais curto. E importante ressaltar

que a avaliagdo de riscos permanece dificil ja que ainda nao se tem uma avaliagdo
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adequada dos mesmos em estudos de longa dura¢io envolvendo populagoes de

alto e de baixo risco (TOPOL, 2004; DRAZEN, 2005; ARAUJO et al., 2005).

1.4 TALIDOMIDA

Em 1954, uma pequena companhia farmacéutica alema, a Chemie Griinenthal,
tinha como objetivo aumentar os seus lucros aproveitando o “boom” dos
antibioticos que ocorreu no poés-guerra. Os pesquisadores da Grinenthal, ao
tentarem encontrar técnicas simples e pouco dispendiosas para produzir novos
antibioticos sintetizaram um composto derivado do acido glutamico, a talidomida
(N-o-ftalimidoglutarimida), sem, contudo, mostrar atividade antibacteriana

desejada (BORGES & FROEHLICH, 2003).

O principal efeito demonstrado nos estudos realizados pela Grunenthal foi a
capacidade da talidomida de provocar um sono profundo e apesar de seu potencial
hipnético ser semelhante ao dos barbitiricos, a intoxicagao aguda pela talidomida
era considerado um evento quase impossivel, pois mesmo em altas doses, as taxas
de letalidade entre ratos, cobaias e coelhos nao foram significativas. Generalizando
para humanos os resultados obtidos em animais de laboratério, a Grunenthal langou
o medicamento no mercado em outubro de 1957, indicado inicialmente como
antiemético sedativo e hipnético (OLIVEIRA ez al, 1999; TEO et al., 2005; TEO,
2005).

A talidomida foi introduzida e amplamente prescrita na Europa, Australia,
Asia, Africa e na América, excluindo os Estados Unidos e no inicio de 1960, foi
muito usada para os enjoéos matinais das gravidas e os seus efeitos danosos como a
neuropatia e a teratogenicidade ficaram visiveis em mais de 10.000 bebés que
nasceram com defeitos congénitos entre os anos de 1958-1961, ano em que a Food
and Drug Administration (FDA), nos Estados Unidos, baniu a talidomida do
mercado (LIMA et al., 2001; PANNIKAR, 2003; BITTENCOURT e al., 2004,
PENNA et al., 2005).
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Em 1965, o dermatologista israelense Dr. Sheskin, utilizou a talidomida para
sedar os pacientes com lesoes dolorosas causadas pelo eritema nodoso hansénico
(ENH), verificando que as lesoes inflamatorias regrediram. Desde entdo, a agdo
anti-inflamatéria e imunomoduladora da talidomida tem sido explorada,

ressurgindo como alternativa ao tratamento das dermatoses inflamatérias cronicas,

incluindo as artrites e lapus (BITTENCOURT e7 al., 2004; PENNA e7 al., 2005).

Atualmente, a talidomida é o farmaco de escolha para tratamento do ENH,
pois inibe a expressao génica seletiva do TNF-a através do bloqueio do RNAm que
comanda a producdo desta citocina e, consequentemente, as suas funcoes
(SAMPAIO e al., 1991; SAMPAIO e# al., 2002; BORGES & FROEHLICH, 2003;
PENNA ¢7 al., 2005). O FDA registrou em 1998 o Thalomid® para uso em ENH
e no Brasil o uso da talidomida foi regulamentado pelo Ministério da Saude (MS) na

década de 1960 e recentemente, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA) (OLIVEIRA ez al., 1999).

No final da década passada, o Brasil figurava como tnico produtor de
talidomida em escala comercial, com finalidade de suprir a demanda do Programa

Controle de Hansenfase (PCH), sendo o unico pafs endémico de hansenfase que

dispoe desse farmaco (PENNA ez a/., 2005).

Em 1991, KAPLAN e colaboradores em ensaios 7 vitro demonstraram que a
talidomida inibia a produ¢ao do TNF-a em mondcitos e como os niveis sanguineos
de pacientes com hanseniase apresentavam TNF-a elevado, concluiram que a
talidomida poderia inibir seletivamente esta citocina quando expressa em
quantidade superior aquela necessaria para a manuten¢ao do sistema imunolégico
normal, comprovando o seu potencial imunorregulador (SAMPAIO ez al., 1991,
LIMA et al, 2001; BORGES & FROEHLICH, 2003; BITTENCOURT ez 4/,
2004).

A talidomida devido ao seu efeito supressor sobre o TNF-a, passou a ser um

recurso na complicacdo pos-transplante alogénico de medula 6ssea, a Doenca do
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Enxerto contra Hospedeiro (DECH), um processo imunomediado que envolve o
linfécito T, com manifestacbes mucocutaneas (LIM e al, 1988; BORGES &
FROEHLICH, 2003; BITTENCOURT e al., 2004).

Desde a sua reintroducao muitas evidéncias foram divulgadas, como as

relatadas por:

= BARNHILL e colaboradores (1984) que justificaram o efeito anti-
inflamatério da talidomida devido a sua capacidade em inibir a fagocitose de

leucdcitos em culturas.

= D’AMATO e colaboradores em 1994, a partir de pesquisa com a
talidomida, observaram seu efeito antivasculogénese em cornea de coelho, sendo

seu uso sugerido em doengas como retinopatia diabética e tumores solidos.

= NEUBERT e colaboradores (1996), em trabalho realizado com macacos,
mostraram que a talidomida regula moléculas de adesdao celular e induz mudancas

no padrao das integrinas, comprovando a sua propriedade imunomoduladora.

= SINGHAL e colaboradores (1999) relataram os resultados dos estudos
da talidomida em pacientes com Mieloma Multiplo (MM), os quais sustentam as
hipoteses de seu efeito antiangiogénico e imunomodulador. Hsta doencga, maligna é
caracterizada pela infiltracio medular com plasmécitos devido a angiogénese, que
se ancora nos fatores estimulantes de crescimento do endotélio e dos fibroblastos,
associados a a¢ao das moléculas de adesdo, das IL.-6, IL-3, IL-18 e IL.-10, dos
fatores estimulantes do crescimento de granuldcitos e mondcitos e do TNF-«

(BITTENCOURT et al., 2004).

Os mecanismos imunorregulatérios envolvidos na patogénese do mieloma e
o fato de que o tumor requer a neovascularizagdo para crescer, fazem com que os

agentes antiangiogénicos como a talidomida, impedecam o tumor de crescer e

metastatizar (SINGHAL ez al., 1999; KNELLER ez a/., 2000).

O sucesso terapéutico fez com que a atividade da talidomida fosse mais bem

estudada, sendo comprovada sua a¢dao antitumoral através de varios mecanismos,
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destacando-se o efeito antiangiogénico, a agao anti-IL-6, estimulo da apoptose, a
supressao de TNF-a e a expansao de efeitos imunomodulatérios com a produgao
do interferon-gama (IFN-y) e IL-2 (SINGHAL ez a/, 1999; BARLOGIE ef al,
2001; RAJUKMAR ez al., 2002; BITTENCOURT ez al., 2004).

Estudos demonstram a possibilidade de a talidomida exercer atividade anti-
HIV através da interferéncia na produgdo do TNF-«, que induz diretamente a
expressao do HIV da célula infectada pela estimulacao do fator nuclear kappa-B,
fator celular de transcricao essencial para a expressao do HIV (POLI e al., 1990;

BORGES & FROEHLICH, 2003).

De acordo com MOREIRA e colaboradores (1993), estruturas analogas a
talidomida tém demonstrado uma atividade antiviral maior que esta, quando
utilizada sozinha. A atividade anti-HIV da ftalimida, molécula presente na
talidomida foi confirmada em estudos realizados pelo grupo de pesquisa de
MAKONKAWKEYOON em 1993 e em 1997, DERPOORTEN e colaboradores
demonstram que derivados de N-1-fenilftalimida, N-adamantilbenzamida e N-1-

adamantilftalimida apresentavam atividade antiviral.

O papel da talidomida no tratamento de muitas patologias associadas ao
HIV parece ser bastante promissor. A caquexia ¢ uma destas patologias, sendo
caracterizada pela perda progressiva de peso e da musculatura, acompanhada de
disturbios metabodlicos como anorexia ou diarréia. Considera-se a caquexia como o
passo final na progressio da doenca, levando a morte e a talidomida parece
melhorar significativamente o quadro da caquexia, induzindo o ganho de massa
corporal e revertendo os sintomas da mesma (BORGES & FROEHLICH, 2003).
Embora haja indicacdes dos efeitos benéficos da talidomida em condigoes

associadas ao HIV, sugere-se um cuidado e um controle no uso deste farmaco.

O TNF-a ¢ produzido por muitos tipos celulares, incluindo mondcitos e
macrofagos, linfécitos T e B, neutréfilos, células tumorais e fibroblastos, sendo a

chave reguladora de outras citocinas pré-inflamatérias incluindo 1L-18, IL-6 e IL-8.
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Em condigoes fisiologicas, baixos niveis de TNF-a conferem protecio contra
agentes infecciosos, tumor e dano tecidual (ALEXANDRE-MOREIRA ez al,
2005).

Nos portadores de doencas inflamatérias cronicas, estes apresentam niveis
elevados da citocina pré-inflamatéria TNF-a, sendo que o nivel elevado desta
citocina desencadeia uma série de alteracoes maléficas como o desenvolvimento de
doengas autoimunes, inflamatérias e imunopatolégicas por exacerbar o processo
inflamatério (AGGARWAL ez al., 2002; SURYAPRASAD & PRINDIVILLE et al,
2003; KODAMAA, DAVIS & FAUSTMAN, 2005; POPA ez al., 2007; CLARK,
2007; KOCH et al., 2007; SCHENK e al., 2007).

Varias substancias com acao direta sobre a inibicao de TNF-a sdo relatadas e
entre elas estdo os inibidores da enzima conversora de TNF-a (TACE), os

anticorpos neutralizantes (infliximab) e os farmacos com estrutura relacionados a

talidomida (LIMA ef a/, 2001; KLOTZ, TEML & SCHWAB, 2007).

O mecanismo de propriedades imunomodulatdrias, anti-inflamatdrias e
antiangiogénicas da talidomida sdo ainda obscuros, embora estejam envolvidas as
modulacoes de citocinas inflamatorias tais como TNF-a, IFN-y, IL-10, 1L-12,
COX-2 e possivelmente o fator de transcricao nuclear k B (NF- k B) (FRANKS e/
al., 2004). Ha trabalhos sugerindo que a talidomida tem um papel na regulacao dos
linfocitos auxiliares (Th2), aumentando a producao de Th2, das citocinas IL-4 e
IL-5 e inibi¢ao da produg¢io dos linfécitos inflamatérios (Thl) e da citocina IFN-y
em células periféricas do sangue, estimuladas por antigenos e mitégenos

(MARRIOT e al,, 1999; BORGES & FROEHLICH, 2003; FRANKS ez al., 2004).

Tem sido relatado que pacientes artriticos tratados com anticorpos
monoclonais anti TNF-o (infliximab) apresentaram uma diminuicao da dor
associada a doenca (RANKIN e 4/, 1995). Esse fato demonstra que o TNF-«
apresenta papel importante na hiperalgesia periférica, e sua inibi¢io tem sido

associada a reducao da dor aguda e cronica, o que explica o efeito analgésico da
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talidomida, primeiro farmaco anti-TNF-« introduzido na terapéutica (RIBEIRO ez

al., 2000).

Atualmente, varios grupos de pesquisa tem se esforcado no desenvolvimento
de analogos da talidomida com o objetivo de melhorar as suas propriedades
farmacocinéticas e reduzir seus efeitos teratogénicos, procurando manter os grupos
farmacoforicos e  excluindo os  toxicoféricos, visando a  descoberta,
desenvolvimento e comercializagio de novas moléculas para cancer e doencgas

imunolégicas.

LIMA e col. (2002) correlacionando a atividade anti-inflamatéria do
composto LASSBi0-468 (Figura 6) com um possivel efeito na produ¢ao de TNF-«,
avaliaram os niveis desta citocina revelando a capacidade de inibicado deste
composto em torno de 72% para o recrutamento de neutréfilos induzidos por LPS,

evidenciando a contribuicao da ftalimida em modular as acoes do TNFa.

Figura 6 — LASSBio-468 (LIMA et al., 2002).

A figura 7 mostra o exemplo de dois analogos da talidomida para o

tratamento do M.M., sendo que a lenalidomida foi aprovada para uso terapéutico

pelo FDA em 2004 (ANDERSON, 2005).
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Figura 7 — Exemplos de analogos da talidomida.

Analogos da talidomida, sendo um N-substituido, CPS-11, e dois analogos

tetrafluorinados,

CPS-45 e CPS-49, (Figura 8) apresentaram consistentemente alta

poténcia e eficicia em ensaios iz vitro para atividade antiangiogénica, levando a

Celgene a requerer a patente de aplicacao destes compostos em 2002 (ARAGON-
CHING et al., 2007).
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Figura 8 — Analogos CPS-11, CPS-45 e CPS-49.
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O carbono 3' na estrutura da glutarimida da talidomida (Figura 9), ¢é
assimétrico e, por isso, pode existir nas formas opticamente ativas R ou S. A forma
S é a responsavel pela teratogenicidade, entretanto, a obtencdo de farmacos
assimétricos (S-talidomida), parecia inicialmente interessante, mas os pesquisadores
observaram que o mesmo sofre biotransformagdo assimétrica rapida, isto é, sdo
capazes da interconversio de R em S, 7z vivo. Estudos demonstram que o grupo
ftalimidico da molécula é o grupo farmacoférico, enquanto que ao grupo
glutarimidico foi atribuido a atividade toxicoférica (teratogénica) (ERIKSSON ez
al., 1995; LIMA et al., 2001; BORGES & FROEHLICH, 2003; FRANKS ¢ 4/,
2004).

ftalimida glutarimida

Figura 9 — Estrutura quimica da talidomida.

Portanto, a obtencdo de novos analogos da talidomida contendo os
principais farmacéforos para a atividade inibidora do TNF, e desprovida dos
grupamentos toxicoféricos, responsaveis pela teratogenicidade, constitui objetivo
impar para o desenvolvimento de novas possibilidades terapéuticas para o
tratamento de patologias associadas ou agravadas pelo aumento dos niveis
plasmaticos de TNF (ALEXANDRE-MOREIRA ¢7 al., 2005; VALESINI e al,
2007; WILLIAMS, PALEOLOG & FELDMANN, 2007).
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1.5 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE METODOS DE OBTENCAO DE

FARMACOS

O planejamento racional de novos farmacos é um processo de varias etapas
e interdisciplinar, onde participam diversos profissionais, e estimativas recentes
apontam que seu custo envolva milhoes de ddlares (DIMASI ez al., 2003; SANTOS,
2007).

Em analise realizada para entender os caminhos da descoberta dos farmacos
foi destacada a estratégia baseada na modificagdo molecular de farmacos ou
prototipos ja conhecidos. Entre as técnicas de modificagio molecular podemos

citar: latenciacdo, bioisosterismo, hibrida¢ao, homologia, anelacio entre outras

(WERMUTH, 2004).

A utilizagdo da modificagio molecular tem permitido a obtengao de
compostos anti-inflamatérios ativos e com menores efeitos adversos,
principalmente menores indices de gastroulceracao. Sir James Black, ganhador do
prémio Nobel em medicina e fisiologia em 1988, aponta que a obtencio mais
promissora de novos farmacos, é aquela que se utilizam como estratégia os

processos de modificagdo molecular.

A modificacao molecular consiste, basicamente, em a partir de prototipo de
estrutura e acdo biolégica conhecidas, sintetizar congéneres, analogos ou
homoélogos estruturais do mesmo, obtendo compostos com aumento de poténcia,
melhor perfil de atividade especifica, melhor seguranga e formulagao mais adequada
ao manuseio pelos profissionais da saidde, e melhor aceitabilidade pelos pacientes.
Esses compostos sao por vezes chamados de e fo0 e devido a maior rapidez no
desenvolvimento, é uma estratégia da inddstria farmacéutica para possuir um
medicamento/firmaco, que consiga uma parcela do mercado, no caso de uma nova
classe (inovadora). Sdo exemplos de compostos obtidos por essa estratégia os

analogos da lovastatina: sinvastatina, provastatina, fluvastatina, atorvastatina, etc

(FERREIRA & KOROLKOVAS, 1980; WERMUTH, 2004).
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Entre as estratégias de modificagdio molecular mais utilizada em Quimica
Farmacéutica Medicinal podemos citar: hibridacio molecular, bioisosterismo e
latenciacio (CHUNG & FERREIRA, 1999; BARREIRO e 4/, 2002; LIMA &
BARREIRO, 2004; SILVA ef al., 2005), sendo a hibridagao detalhada a seguir, em

tace de utilizacao desta estratégia de modificacao molecular neste trabalho.

1.5.1 HIBRIDAGCAO MOLECULAR

A hibridacio ¢ um processo de modificacio molecular, baseado no
mecanismo de a¢do, para obtencio de farmacos com a propriedade de
reconhecimento de receptores por dois alvos terapéuticos distintos. Este processo

apresenta vantagens farmacocinéticas sobre a administragdo concomitante de dois

tarmacos distintos (BARREIRO ez 4/, 2002).

A capacidade de um farmaco ser reconhecido por mais de um receptor no
sistema biologico, que por vezes era considerado um problema, passou a ser uma
estratégia da quimica farmacéutica medicinal para o desenvolvimento de
compostos. A aspirina, por exemplo, que inicialmente foi usada para o alivio da
dor, hoje também ¢ indicada na reduciao da agregacio plaquetaria, prevencio de
pré-eclampsia, cancer, anti-artrite, demonstrando o potencial multiligante desse

tarmaco (WEBER ez al., 2004).

VELAZQUEZ e col. (2005) relatam compostos anti-inflamatérios obtidos
através da estratégia de hibridacdo molecular com reduzido potencial
gastoulcerogénico. Estes novos compostos contendo as estruturas dos anti-
inflamatérios foram hibridizados com a subunidade 1-(pirrolidina-1-ila) diazeno-
1,2-diolato ou 1-(IN,N-dimetilamino)diazeno-1,2-diolato descrita como doadora de

6xido nitrico. Os novos compostos hibridos possufam atividade anti-inflamatéria

com reduzido potencial gastroulcerogénico (KNAUS & VELAZQUEZ, 2000).

Derivados de diclofenaco obtidos através da estratégia de hibridagao

molecular levaram a obtencdo de nitrosotiois doadores de 6xido nitrico (Figura 10)
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com potencial anti-inflamatério e reduzido perfil gastroulcerogénico. Estes hibridos
ap6s hidrélise da ligagao éster liberariam o diclofenaco. Dessa forma, estes
compostos podem também ser classificados como pro-farmacos (BANDARAGE
et al., 2000).

por¢do doadora

e} de oOxido nitrico
SNO
o/\ﬁ R
R
NH R, R'= CH,
cl ¢l S g - (CCZEZB)S

Figura 10 — Ester de diclofenaco contendo um nitrosotiol (-S-NO)
como por¢ao doadora de 6xido nitrico (BANDARAGE
et al., 2000).

Compostos hibridos de naproxeno contendo a subunidade glicolamida
nitrato, com potencial doador de 6xido nitrico também sao relatados como tendo
potencial anti-inflamatério e reduzido potencial gastroulcerogénico

(RANATUNGE ez al., 2000).

A utilizagio da modificagio molecular tem permitido a obtencdo de
compostos anti-inflamatérios ativos e com menores efeitos adversos,

principalmente menores indices de gastroulceragao.

De acordo com ESPINOZA-FONSECA (20006), a capacidade de uma unica
molécula se ligar a multiplos receptores tem varias denominagoes na literatura,
como: ligantes duais, heterodimeros, bloqueio triplo e farmacos promiscuos, e pode

apresentar Vantagens, comao:

1. Diferentes alvos de uma mesma rota metabodlica podem ser inibidos por

uma tnica molécula, aumentado a eficacia terapéutica;
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2.Para uma molécula de estrutura quimica simplificada, pode-se nao
somente alterar a biodisponibilidade na célula, mas também sua capacidade de ser
eficientemente eliminada depois de sua agao, devido a “promiscuidade” dos

sistemas de distribuicao e excrecao.

Recentemente foi proposto o termo ligante multiplo (LM). Este termo se
refere apenas as substincias planejadas para atuar nos alvos receptores
determinados, e ndo aquelas que atuam em outros receptores, de forma nao seletiva
levando freqlientemente a efeitos deletérios. Um exemplo de farmaco que atua de

forma nao seletiva é o antipsicotico clozapina (MORPHY & RANKOVIC, 2005).

Devido a capacidade intrinsica de uma substancia em se ligar a multiplos
alvos pode-se planejar compostos que atuem apenas nos receptores planejados.
Esses compostos sao obtidos da conjugacdo de caracteristicas estruturais definidas
de dois compostos bioativos distintos, em uma tnica molécula, e representa dentro
da quimica farmacéutica medicinal a estratégia denominada hibridacdo molecular.
Essa estratégia tem sido empregada para obtengao de diversos farmacos disponiveis
no mercado e mostra-se atraente e promissora para identificacio de novos

protétipos BARREIRO, 2002).

O planejamento de compostos que visa uma unica atividade é mais simples
do que o planejamento de hibridos, onde a molécula planejada alcance dois alvos
distintos. Quando se planeja a obtencdao de compostos hibridos devem-se levar em
conta algumas consideragdes, por exemplo: que a combinagdo de dois grupos
farmacoféricos em uma unica molécula pode ocorrer na obtengao de um composto
inativo; a relacdo estrutura atividade dos compostos assim como dos seus
receptores, devem ser conhecidos; as interacbes com o receptor, as regides
hidrofilicas e hidrofébicas, as regides estericamente impedidas do receptor e o
agente espacgante devem ser escolhidos de acordo com o que se conhece sobre eles.
Se as moléculas que originam o novo composto hibrido possuir uma particular
relacdo estrutura atividade, este tipo de planejamento pode ficar impossibilitado ou

com dificil aplicagao (SANTOS, 2007).
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Problemas toxicologicos que niao foram previstos no planejamento de
hibridos podem invalidar esta estratégia, mesmo obtendo-se composto hibrido com
o perfil farmacolégico pretendido. A poténcia dos farmacos que deram origem aos
hibridos planejados deve ser avaliada. Por exemplo, no planejamento de hibridos
agonistas/antagonistas deve ser levado em consideragdo que a atividade dos
antagonistas Nnos receptores estd em concentracio muito menor que aquelas

requeridas pelos agonistas (SANTOS, 2007).

A utilizagdo da modificagio molecular, mais especificamente da hibridacao
molecular como ferramenta para descoberta de novos farmacos anti-inflamatérios e
com menor potencial gastroulcerogénico ¢ promissora e permite a obten¢ao de

compostos com atividade, por vezes, superior ao do AINE modificado.

1.5.1.1 CLASSIFICACAO DOS HIBRIDOS - LIGANTES

MULTIPLOS

Os ligantes maltiplos (LM) podem ser classificados conforme a estratégia de
planejamento em: conjugados, pré-fundidos e fundidos (MORPHY &
RANKOVIC, 2005).

Os ligantes multiplos conjugados mantém a arquitetura molecular dos
prototipos, e sao unidos covalentemente por uma ligacao estavel. O processo de
obtencdo de LM conjugados esta intimamente relacionado com a estratégia de
obtengao de pro-farmacos reciprocos, a principal diferenca, esta no fato de que nos
pro-farmacos, a hibridagao leva a um composto inativo, e a ligacao nao ¢é estavel,
podendo ser rompida 7z vivo por processos quimicos ou enzimaticos. Apos esse
rompimento, ha liberagio dos farmacos, que agora ativos, podem atuar em seus

receptores especificos, exercendo suas agoes (SANTOS, 2007).

Um exemplo de ligante multiplo conjugado foi obtido por LOLLI e col. em
2001, onde o AINE ibuprofeno que ¢ inibidor de COX-1 e COX-2 foi acoplado

por uma ligacdo éster a duas por¢des da molécula de furoxano (Figura 11),
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escolhida devido a sua habilidade de liberar NO, o qual protege a mucosa gastrica
pela promogido da secre¢io de muco e aumento de fluxo sanguineo, sendo

sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) presente no estomago.

O
ESPACADO
AlNgj\ O/ R\

ONO,
CHj
O
CH;
@) O R
N
0" (O

Figura 11 — Exemplo de ligante multiplo conjugado.

Quando, no processo de hibridagdo, o tamanho do agente espacante ¢
diminuido a ponto das arquiteturas moleculares dos protétipos se tocarem, obtém-

se 0 que se denominam hibridos pré-fundidos.

KAWANISHI e col. em 1996 acoplaram o grupo farmacoférico do receptor
hidrofébico gastrina ao grupo farmacoférico hidrofilico histamico H,, identificando
“regides tolerantes” pela imposicio do antagonista nao pepitideo (A) sobre o
peptideo N-acetil-CCK (B) (Figura 12). Foi atribuido que a regido ao redor do
grupo tolil do C3’ iria estar suficientemente aberta para acomodar o antagonista H,.

De fato, o hibrido passou a ter atividade equilibrada para receptores H, e gastrina.
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Figura 12 — Exemplo de ligante maltiplo pré-fundido.

O mais comum, no entanto, ¢ observar compostos hibridos fundidos, em
que se combinam as caracteristicas estruturais de ambos os farmacos em uma unica

estrutura, com uma inovadora e diferenciada arquitetura molecular.

Para reduzir os efeitos adversos de um analgésico opidide, MONTERO e
col. em 2002 acoplaram dois receptores agonistas a proteina G: o receptor u-
opidide e a I,-imidazolina (Figura 13). O grupo guanidina do ligante I,, agmatina (a)
foi incorporado na molécula opiodide fentanila (b), gerando um composto (c) que
possuia a atividade de ambos receptores e com maior afinidade para o receptor

opidide.
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Figura 13 - Exemplo de ligante multiplo fundido.

Compostos que apresentam potencial de ligante multiplo possuem melhor
potencial em doengas complexas, que aqueles com potencial ligante unico. No
entanto, para essa a¢ao, ¢ necessaria uma validagao dos receptores escolhidos como

alvo, a fim de avaliar a real contribuicio de uma substancia com propriedade

multiligante na doenga (WERMUTH, 2004).
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2 OBJETIVOS

Obtencgao de anti-inflamatérios hibridos derivados de AAS, naproxeno,
ibuprofeno, cetoprofeno e diclofenaco com diminuicao de gastrotoxicidade e

potencial atividade inibidora de TNF-a.
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3 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Foi planejada uma série de novos derivados ftalimidicos a partir da
hibridacao molecular da subunidade A (ftalimida) e supressio da subunidade
glutamiridica (B) a qual é potencialmente toxicoférica, da talidomida (1) e anti-
inflamatérios nao esteroidais (AINEs) (2) como inibidores da ciclooxigenase e

moduladores de TNF-a (Figura 14).

HIBRIDACAO
MOLECULAR

AINE-COOH

Figura 14 — Génese dos novos derivados ftalimidicos planejados a partir
dos prototipos talidomida (1) e anti-inflamatérios nao
esteroidais (AINEs)(2).

A talidomida é conhecida por suas propriedades analgésicas periféricas e

anti-inflamatoérias, decorrentes da inibicao da expressio de RNAm para TNF-o
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(RIBEIRO ¢z al, 2000) e especificamente a subunidade ftalimidica (A), grupo
tarmacoforico principal para a agio moduladora direta sobre biossintese de TNF-a,

foi mantido nos derivados planejados (LIMA e a/, 2001; HASHIMOTO, 2002).

De acordo com o Esquema 1, os compostos ftalimidicos podem ser
preparados por processos que compreende as etapas de reacdo de esterificagao por
catalise acida explorando a nucleofilicidade do metanol, substituicao nucleofilica do
éster metilico por uma amina proveniente do hidrato de hidrazina para a formagao
do intermediario hidrazona, seguida da condensacao da amina devidamente

funcionalizada ao anidrido ftalico usando acido acético como solvente.

i) i) i) N—NH
AINE-COOH —3 AINE-COOCH; —3» AINE-CONHNH, —3

AINE

i) CH3OH/H"; i) NH,NH,/CH5OH; iii) anidrido ftalico/HAC

Esquema 1 - Rota sintética para obten¢ao dos derivados ftalimidicos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 REAGENTES E SOLVENTES

v

S N N N T N N N N N N N U N N N N

acetato de etila P.A. (Synth);
acido acético glacial P.A. (J. T. Baker);
acido citrico P.A. (Synth);
acido cloridrico P.A. (Merck);
acido salicilico (Galena);
acido sulfarico P.A. (Merck);
anidrido ftalico (J. T. Baker);
bicarbonato de soédio (Synth);
cetoprofeno (Galena);
cloroférmio (Synth);
diclofenaco (Galena);
diclorometano P.A. (Synth);
hexano (Synth);

hidrato de hidrazina 25%;
hidréxido de sédio (Synth);
ibuprofeno (Galena);
metanol P.A. (Merck);
naproxeno (Galena);

sulfato de s6dio anidro (Synth).
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4.2 METODOS

4.2.1 METODO DE OBTENCAO DOS COMPOSTOS HIBRIDOS

Os hibridos anti-inflamatérios foram obtidos reagindo-se os intermediarios
esterificados com hidrazina e acoplamento posterior com anidrido ftalico como

mostrado no esquema a seguir:
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Esquema 2 - Rota de sintese para obtencio dos anti-inflamatérios hibridos N-(7,3-dioxo-1,3-diidro-2H-is0indol-2-il)-2-

hidroxibenzgamida,

diclorofenil)amino|fenil}-IN-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il) acetamida,

isobutilfenil)

N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2- (6-metoxi-2-naftil)propanamide,
N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-(4-
2-(3-benzoilfenil)-N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-is0indol-2-il)propanamida.

propanamida

e

2-{2-/(2,6-
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4.3 METODOS ANALITICOS

4.3.1 CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA (CCD)

Utilizou-se cromatofolhas de aluminio 20x20 c¢cm Silica gel 60 F,;, (Merck)

para o acompanhamento das reagdes, com os seguintes sistemas eluentes (v/v):
» Diclorometano/metanol (90:10);
» Diclorometano/metanol (95:5);
» Hexano/acetato de etila (1:1);

» Hexano/acetato de etila (70:30).

A visualiza¢do das substancias foi realizada em lampada ultravioleta (254-365

nm).

4.3.2 DETERMINAGCAO DA FAIXA DE FUSAO

As faixas de fusio dos compostos experimentais foram verificadas em
aparelho para determinacdo de ponto de fusdo capilar modelo SMP3 da Bibby

Stuart Scientific.

4.3.3 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (IV)

1

Os espectros de absor¢ao no 1.V, na regiao de 4.000 a 400 cm , foram
obtidos em pastilhas de KBr no espectrometro infravermelho FTIR-8300 da
SHIMADZU Corporation.
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4.3.4 ESPECTROSCOPIA DE RMN 'H E RMN 3C

Os espectros de RMN 'H e “C, foram obtidos no espectrometro Bruker,
modelo DRX-400. (400 MHz para a freqiiéncia do hidrogénio), utilizando-se como
solventes DMSO-d, do laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear do

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar).

4.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

O Comité de Ftica em Pesquisa desta Faculdade considerou que os ensaios
biologicos foram estruturados dentro dos principios éticos na experimentagao
animal do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal — COBEA, manifestando-

se favoravel a execu¢io do protocolo CEP/FCF/CAt. n° 09/2007.

As doses utilizadas na experimentacdo foram obtidas de BANDARAGE e
col., 2000; RIBEIRO e col. 2000, LOLLI e col., 2001; BANOGLU e col. 2004 e
RANATUNGE e col. 2006.

4.4.1 EDEMA DE PATA DE RATO INDUZIDO POR CARRAGENINA
Este ensaio foi realizado de acordo com BANDARAGE e col.(2000).

Foram utilizados de ratos machos, adultos, da espécie Wistar de peso 220 -
250 g, provientes do Biotério Central da UNESP, Botucatu. Os animais foram
transferidos para o biotério do Departamento de Farmacos e Medicamentos, onde
foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura (23 + 1°C) e luz (ciclo
12/12 horas, luz acesa as 7 horas). Racido e dgua foram fornecidos “ad libtum”. Os
experimentos foram realizados na fase clara do ciclo de luz. Cada grupo consistiu

de 6 animais.

Os grupos foram divididos em controle positivo (salina), controle farmaco
(grupo AINE), grupo teste (AINE - hibridos). As doses dos compostos teste foram

calculadas utilizando a molaridade como fator de corre¢ao para a dose referenciada:
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30 mg/kg naproxeno (de acordo com RANATUNGE e col. 2000).
120 mg/kg ibuprofeno (de acordo com LOLLI e col., 2001).

15 mg/kg diclofenaco (de acordo com BANDARAGE e col., 2000).
50 mg/kg do composto 8 (hibrido naproxeno).

200 mg/Kg do composto 16 (hibrido ibuprofeno).

20 mg/Kg do composto 12 (hibrido diclofenaco).

O acompanhamento da inflamac¢do e da atividade anti-inflamatéria dos
compostos foi realizado através de medi¢oes da espessura, em milimetros, das patas
do rato antes dos tratamentos e de hora em hora, por 6 horas apds a administracao
da carragenina, através de paquimetro. Os resultados foram expressos pela

diferenca entre as leituras das patas antes e apos 0s tratamentos.

Ao iniciar a avaliagao, utilizou-se do teste de homogeneidade da variancia
(Teste de Levene para certificar homogeneidade), em que os resultados com p nao
significativo (acima de 0,05), foram posteriormente submetidos a analise da
variancia (ANOVA). Ja os resultados significativos, foram submetidos ao teste de

compara¢Oes multiplas (post hoc) como o teste de Newman — Keuls.

4.4.2 TESTE DE GASTRO-TOXICIDADE

A fim de caracterizar o perfil de lesao gastrica causado pelos novos derivados
anti-inflamatoérios foi medida a extensao das lesdes causadas pela administragao dos
anti-inflamatérios. A ulcerogénese gastrica foi verificada nos mesmos animais dos

grupos utilizados para o modelo de edema de pata.
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Ao término do ensaio de edema de pata (grupo de 6 animais para cada

grupo) os animais sofreram eutandsia em CO, e tiveram seus estOmagos
2
seccionados no ponto inferior esofagico e superior pilérico.

A exposicao da mucosa gastrica foi no sentido do omento maior (grande
curvatura) respeitando o fundo e a regidao do antro-pilérico como referéncia
anatomica e lavados com solucao salina. Esta foi observada através de uma lupa,

quanto a coloragao, integridade e lesao (gastro-ulcera¢ao).

Os compostos foram classificados segundo o grau de lesao causado em uma

escala que varia entre 1-5.

e lesoes < Imm = grau 1;

e lesoes 1,524 2,5 mm = grau 2;
e lesoes 2,52 3,5 mm = grau 3;
e lesoes 3,52 4,5 mm = grau 4 ¢;
e lesoes > 4,5 mm = grau 5.

Os resultados obtidos foram reportados como médias = EPM (Erro Padrio
da Média). Todos os resultados foram submetidos ao teste de homogeneidade de
variancia (Teste de Levene para certificar homogeneidade). Os resultados com p
significativo (<0,05) foram posteriormente submetidos a analise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de comparagoes multiplas (post hoc) como o teste de
Newman — Keuls; e somente foram considerados os valores de p quando se
apresentaram iguais ou inferiores a 0,05. Foi considerado grau zero para os
compostos que nao lesionaram a mucosa gastrica. Os resultados obtidos foram
reportados seguindo os critérios de LOLLI e col. 2001; RANATUNGE e col.
2006.
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4.4.3 ENSAIO DE CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS POR

ACIDO ACETICO

O perfil do antinociceptivo foi avaliado através do ensaio de contor¢oes
abdominais induzidas por acido acético em camundongos (COOLIER e7 4/, 1968).
Neste ensaio utilizaram-se camundongos machos suicos, albinos, pesando de 25 -
30 g, mantidos em jejum por um periodo de aproximadamente 8 horas. As
substancias-teste tiveram como veiculo a goma arabica 5% e foram administradas
por via oral (gavage) na dose de 1 umol/Kg e 100 umol/Kg para os derivados
hibridos AS (4), hibrido naproxeno (8), hibrido diclofenaco (12) e hibrido
cetoprofeno (20) de acordo com RIBEIRO e col. (2000).

Apo6s a administragdo de goma arabica (grupo controle) e grupo teste
(hibridos), injetou-se acido acético 0,1 N (0,1 mL/10 g de peso) na cavidade
peritoneal dos animais e em seguida iniciou-se a contagem das contorgoes

abdominais durante 30 minutos.

Cada grupo consistiu de 6 animais e os resultados foram expressos como
média * EPM e submetidos ao teste T de Student. Foram considerados

significativos quando os valores p < 0,05.
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4.5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

METODOS

1A

1B

1C

2A

2B

2C

3A

3B

REAGENTES

Acido salicilico + metanol

Ester do 4cido salicilico +
metanol + hidrato de hidrazina
25%

Hidrazida de 4cido salicilico +
anidrido ftalico + 4cido acético
glacial

naproxeno + metanol

Ester do naproxeno + metanol
+ hidrato de hidrazina 25%

Hidrazida de naproxeno +
anidrido ftalico + 4cido acético
glacial

diclofenaco + metanol

Ester do diclofenaco +
metanol + hidrato de hidrazina
25%

CATALISADOR

H,SO, conc.

HCI conc.

T°C

70

70

130

70

70

130

70

70

REFLUXO

EXTRACAO
(HORAS)
5 Tetracloreto

de carbono

T

24 |

ISOLAMENTO DO PRODUTO

Destilagao do filtrado sob pressao
reduzida

Resfriamento da  mistura
reacional e  eliminacio do

solvente sob pressio reduzida

Cristalizagdo em agua

Cristalizagao em agua

Resfriamento da mistura
reacional com precipitagio do
produto

Resfriamento da mistura
reacional e adicao de NaOH até
pH 7,0

Resfriamento da mistura
reacional e neutralizacio do pH
com  solucdo  saturada de
bicarbonato de sédio seguido da
precipitacao do produto
Resfriamento da mistura
reacional.
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METODOS

REAGENTES

Hidrazida de diclofenaco +
anidrido ftalico + acido acético
glacial

Ibuprofeno + metanol

Ester do ibuprofeno + metanol
+ hidrato de hidrazina 25%

Hidrazida de ibuprofeno +
anidrido ftalico + acido acético
glacial

cetoprofeno + metanol

Ester do cetoprofeno +
metanol + hidrato de hidrazina
25%

Hidrazida de cetoprofeno +
anidrido ftalico + 4cido acético
glacial

CATALISADOR

H,SO, conc.

REFLUXO EXTRACAO
(HORAS)

ISOLAMENTO DO PRODUTO

cristalizacio

Eliminaciao do solvente sob
pressao reduzida

Cristalizacao

Resfriamento da mistura
reacional e adicao de NaOH até
pH 7,0, seguido da precipitacao
do produto

Eliminacido do solvente sob
pressao reduzida

Cristalizagao em agua

Resfriamento da mistura
reacional e adicao de NaOH até
pH 7,0, seguido da precipitacao
do produto
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4.5.1 PROCEDIMENTOS DE SINTESE

4.5.1.1 OBTENCAO DO DERIVADO HIBRIDO DO ACIDO

SALICILICO

4.5.1.1.1 METODO 1A - OBTENCAO DO 2-HIDROXIBENZOATO DE METILA

2
O 0
CH
OH H* o
+ CH3OH I — + HO
70°C g
OH OH
1 2

Pesou-se 14 g (0,1 mol) de AS (1), 32 g (40,5 mL, 2 moles) de metanol seco
e 8 mL de acido sulfurico concentrado. Os reagentes foram adicionados em um
balio de fundo redondo e submetidos a refluxo, por 5 horas. A reacdao foi

acompanhada por CCD (fase mével: diclorometano/metanol 90:10).

O metanol foi concentrado pela metade e o produto, apos resfriamento, foi
extraido com 10 mL de tetracloreto de carbono. lLavado com solucdo saturada de
bicarbonato de sédio, repetindo este processo até nao ocorrer mais a formacao de
diéxido de carbono. Lavou-se mais uma vez com agua destilada e a fase organica,
entdo, foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrado e em seguida, submetida a

destilacao sob pressao reduzida. O rendimento da reacao foi de 70%. (C8H803; PM

1
= 152,14; d= 1,18 gxmL (20°C)).
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4.5.1.1.2 METODO 1B - OBTENCAO DO 2-HIDROXIBENZOHIDRAZIDA (3)

(0] (0]
CH
e CH OH NH
(0] N
3 - H
NH NH 25%
2 2
OH 70°C OH
2 3

Adicionou-se em um balao de 125 ml,, 10 ml. de salicilato de metila (2)
(77,5 mmol), 50 ml. de metanol e 31 ml de hidrato de hidrazina 25%, sendo a
mistura dos reagentes submetida a refluxo por 16 horas. A reacao foi acompanhada

por CCD (fase movel: diclorometano/metanol 90:10).

Em seguida a reagdo foi resfriada e o volume do solvente eliminado a

pressao reduzida para fornecer 10,62 g de um sélido branco amorfo com faixa de

fusao entre 146°-149°C e com rendimento de 90% (C,H;O,N; PM = 152/15).

4.5.1.1.3 METODO 1C - OBTENCAO DO N-(1,3-DIOXO0-1,3-DIIDRO-2H-

ISOINDOL-2-IL)-2-HIDROXIBENZAMIDA (4)

o OH
O
NH, O H O
N ~
H o) N
- O
OH Acido Acético e}
130°C
3 4
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Em um balao de 50 mL conectado a um condensador de refluxo adicionou-
se 0,5 g da hidrazida do acido salicilico (3) (3,28 mmol), 15 mL de acido acético
glacial e 0,487 g de anidrido ftalico. A reagio foi realizada a 130°C, sob agita¢ao por

3 horas, acompanhando-se por CCD (fase mével: diclorometano/metanol 90:10).

Apos resfriamento, o produto cristalizado foi separado e lavado com agua
gelada para fornecer 0,79 g de um sélido branco, sendo mantido em dessecador. O

rendimento da reacao foi de 85% (C,;H,,N,O,; PM = 282,00).

4.5.1.2 OBTENCAO DO DERIVADO HIiBRIDO DE NAPROXENO

4.5.1.2.1 METODO 2A - OBTENGCAO DO METIL 2-(6-METOXI-2-NAFTIL)

PROPANOATO (6)

Y _0
CH; o CHs o)
H+
CH
OH 4+ CH OH et HO

fe) 2
3
CHs CH3

5 6

Em um baldo de 125 mL adicionou-se 0,7 g de naproxeno (5) (3 mmol),
50 mL de metanol e 2 gotas de acido sulfurico concentrado . A reagao foi mantida
por 6 horas, em refluxo e acompanhado por CCD (fase movel:

diclorometano/metanol 90:10 ).

Apbs resfriamento, o produto cristalizado foi separado e lavado com agua
gelada para fornecer 0,69 g de um produto amorfo de coloragio alaranjada com
faixa de fusdo entre 94°-95,5°C. O rendimento da reacdo foi de 98,6% (C,sH,,O5;
PM = 244,11).
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4.5.1.2.2 METODO 2B - OBTENCAO DO 2- (6-METOXI-2-NAFTIL)

PROPANOHIDRAZIDA (7)

NH NH 25%
22

CH;s 70°C
6 7

0 o 0 o
CH CH OH CH,
8 c NH,
3
e H3 N/
0 H
CH,

Em um balao de 125 mL adicionou-se 0,5 g de éster de naproxeno (6),
50 mL. de metanol e 8 mL de hidrato de hidrazina 25%, acoplado a um sistema de
refluxo e agitag¢ao. A reagdao foi acompanhada por CCD e ap6s 24 horas, verificou-

se a formacio de um produto diferente. (fase mével: hexano/acetato de etila 1:1).

Apbs resfriamento, o produto cristalizado foi separado e lavado com agua
gelada para fornecer 0,38 g de um sélido amorfo de coloragiao branca com faixa de

fusido entre 129-133°C, com rendimento de 76% <C14H16Nzo )3 PM = 244.11).

4.5.1.2.3 METODO 2C - OBTENGAO DO MN-(1,3-DIOXO-1,3-DIIDRO-2 H-

ISOINDOL-2-IL)-2-(6-METOXI-2-NAFTIL)PROPANAMIDA (8)

O

o)
-~ o o) o N o)
s NH \
- 2 o) NH
N o)
H
CH

3 Acido Acético

CHj
130°C
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Em um baldo de 125 mL conectado a um condensador de refluxo adicionou-
se 0,4 ¢ de hidrazida de naproxeno (7) (1,63 mmol), 10 mL de acido acético glacial
e 0,243 g de anidrido ftalico (1,63 mmol). A rea¢io permaneceu sob refluxo
(130°C) durante 3 horas. A reagdo foi acompanhada por CCD (fase movel:

hexano/acetato de etila 1:1).

Apbs o término da reagao e resfriamento, adicionou-se NaOH 20% até
pH = 7,0. O precipitado foi filtrado e seco, obtendo-se 0,53 g, sendo o rendimento
da reacao de 83% (C22H18NZO4; PM = 374,13).

4.5.1.3 OBTENCAO DO DERIVADO HiBRIDO DE DICLOFENACO

4.5.1.3.1 METODO 3A - OBTENCAO DO METIL {2-[(2,6-DICLOROFENIL)

AMINO] FENIL} ACETATO (10)

OH le)

+ CH OH e — + HO

HN 3 HN

Cl cl
9 10

Adicionaram-se em um baldo de 125 mL 0,5 g (1,68 mmol) de diclofenaco
(9), 40 mL de metanol e 3 gotas de acido cloridrico concentrado. A mistura
reacional foi mantida sob refluxo e agitacdo, a temperatura de 70°C por 6 horas. A
reagao foi acompanhada por CCD (fase movel: diclorometano/metanol 90:10). O
isolamento foi feito com a adi¢do de gelo a mistura reacional (~ 4 mL) e o pH foi
neutralizado utilizando solu¢ao de bicarbonato de sodio saturada. Houve formacao

de precipitado de cor branco que foi filtrado e lavado com agua gelada para
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fornecer 0,48 g do éster metilico de diclofenaco, com faixa de fusio entre 279°—

282°C e rendimento de 91% (C15H13C12NO.2' PM = 310,17).

4.5.1.3.2 METODO 3B - OBTENGAO DO 2-{2-[(2,6-DICLOROFENIL)

AMINO]FENIL}ACETOHIDRAZIDA (11)

CHs
\o H,N
2
SNH
o) Cl
CH OH o cl
HN NHNH 25%
70 HN
70°C
Cl
10 11 Cl

Em um baldo de 125 mL adicionou-se 0,5 mg (1,61 mmol) de éster metilico
de diclofenaco (10), 20 ml. de metanol e 6 ml. de hidrato de hidrazina 25%. A
reacdo permaneceu sob agitagao e refluxo por 24 horas. A reagdo foi acompanhada
por CCD (fase mével: diclorometano/metanol 90:10). Apés o término de reacio,
adicionou-se gelo a mistura reacional (~ 4 mL), sendo a mesma mantida por 8
horas na geladeira, ocorrendo a formagiao de precipitado de cor branco que foi
filtrado sob pressao reduzida e lavado com agua gelada para fornecer 0,45 g da
hidrazida de diclofenaco, que teve faixa de fusio entre 160°-161,6°C com

rendimento de 90% (C14H13C12N30; PM = 310,175).
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4.5.1.3.3 METODO 3C - OBTENCAO DO 2-{2-[(2,6-
DICLOROFENIL)AMINO]FENIL}-N-(1,3-DI0X0-1,3-DIIDRO-2 H-ISOINDOL-2-
IL)ACETAMIDA (12)
H,N ©
2
NH O
N
S \
o cl (;Eé 0! NH 0
HN O
Acido Acético
130°C
cl HN 1o
11 Cl
cl

Em um balao de 50 mL adicionou-se 100 mg de hidrazida de diclofenaco
(11), 45 mg de anidrido ftalico e 7 mL de acido acético glacial, mantendo a reagao
sob agitacao e refluxo por 4 horas. A reacio foi acompanhada por CCD (fase
movel: diclorometano/metanol 90:10). Depois de 4 horas, a mistura reacional foi
resfriada em banho de gelo, seguida da precipitagio de um solido branco, o qual foi
filtrado sob pressao reduzida e lavado com agua gelada para fornecer 0,13 g do
produto final com faixa de fusiao entre 255,8°-259,6 °C com um rendimento de

96% (C H CIN O ; PM = 440,28).
22 15 2 3 3
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4.5.1.4 OBTENCAO DO DERIVADO HiBRIDO DE IBUPROFENO

4.5.1.4.1 METODO 4A - OBTENCAO DO METIL 2-(4-ISOBUTILFENIL)

PROPANOATO (14)

CH3 CH3

CHs;

+ HO
OH O 2
(:H3 CH3 CH3

CHs + CHOH
3

13 14

Em um baldo de 125 mL adicionou-se 0,3 g de ibuprofeno (13) (1,45 mmol),
20 mL de metanol (CH;OH) e 2 gotas de acido sulfurico (H,SO,), sob refluxo e
temperatura ambiente, por 24 horas. A rea¢io foi acompanhada por CCD (fase

movel: diclorometano/metanol 95:5).

Apos o término da reacdo, o solvente foi evaporado em temperatura
ambiente sob pressao reduzida para obter 0,32 g de um sélido amorfo de coloracio
branca com faixa de fusio entre 68°-69°C com rendimento de 100% (C,,H,,O,;

PM = 220,3).
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4.5.1.4.2 METODO 4B - OBTENCAO DO 2- (4-ISOBUTILFENIL)
PROPANOHIDRAZIDA (15)
CHs CHs
o O
CH, CHOH CH,
0,
o, NHNH 25% HN,
CH;, CH,q 50°C CHs NH,
14 15

Em um baldo de 125 mL de fundo redondo adicionou-se 0,32 g do éster de
ibuprofeno (14) (1,45 mmol), 20 mL de metanol e 10 mL de hidrato de hidrazina
25%. A reacao procedeu-se sob refluxo, sob agitaciao e temperatura de 50°C por 24
horas, sendo acompanhada por CCD (fase mével: diclorometano/metanol 90:10).
O isolamento reacional foi feito com a adicio de cerca de 4 ml. agua/gelo,
ocorrendo a formacdao de um precipitado que foi filtrado sob pressao reduzida e
lavado com cerca de 10 mL de agua gelada, fornecendo 0,186 g de um soélido

amorfo de coloracio branca com faixa de fusio entre 80°-82°C e com rendimento

de 58% (C,,H,,N,O; PM = 220,3).
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4.5.1.4.3 METODO 4C - OBTENCAO DO N-(1,3-DI0X0-1,3-DIIDRO-2H-

ISOINDOL-2-IL)-2-(4-ISOBUTILFENIL) PROPANAMIDA (16)

CHs O o
o) 0 0
CH, O:E Ctls N
HN S H/
AN
CH,4 NH, o)
CH, "
CH,4

Acido Acético
130°C
15

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 0,32 g da hidrazida de ibuprofeno (15)
(1,45 mmol), 0,215 g de anidrido ftalico e 7 mL de acido acético. A reagdao
permaneceu sob refluxo e agitacdo por 5 horas, acompanhada por CCD (fase

movel: diclorometano/metanol 95:5).

Em seguida retirou-se o baldo do refluxo e este foi colocado em banho de
gelo para o resfriamento da mistura reacional e adicionou-se NaOH 20% até
pH 7,0. O precipitado formado foi filtrado e lavado com agua gelada fornecendo
0,4 g de um sélido amorfo branco com rendimento de 78% (C,H,N,O5; PM =
350,41).
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4.5.1.5 OBTENCAO DO DERIVADO HIBRIDO DE

CETOPROFENO

4.5.1.5.1 METODO 5A - OBTENGAO DO METIL 2-(3-BENZOILFENIL)

PROPANOATO (18)

o) CH, o) CH,

@) o o)
+ CHOH —— +HO
OH 3 O 2
CH;3

17 18

Em um baldao de 125 mL conectado a um condensador de refluxo adicionou-
se 0,5 g de cetoprofeno (17) (1,96 mmol), 50 mL de metanol e 2 gotas de acido
sulfarico concentrado. A reagao permaneceu sob aquecimento a 50°C e agitagao
por 8 horas, acompanhada por CCD (fase mével: hexano/acetato de etila 70:30). O
solvente foi eliminado sob pressao reduzida, obtendo-se 0,527 g de um produto

solido amorfo de coloragao branca com rendimento de 100% (C17H1603;

PM=268,11).

5.5.1.5.2 METODO 5B - OBTENCAO DO 2-(3-

BENZOILFENIL)PROPANOHIDRAZIDA (19)

0 CHj o) CH,
CHOH

O - 0
O O NHNH 25% ‘ O
O— : HN

3
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Em um baldo de 125 mL adicionou-se 0,5 g de éster de cetoprofeno (18)
(1,86 mmol), 50 mLL de metanol e 9 mL de hidrato de hidrazina 25%. A reagao foi
mantida sob refluxo e agitagdo por 24 horas, acompanhada por CCD (fase moével:

hexano/acetato de etila 70:30).

O volume do solvente da reagdo foi reduzido por destilacio sob pressio
reduzida, seguido da adi¢dao de cerca de 4 mL de 4gua/gelo, ocorrendo a formagao
de um precipitado, que foi filtrado e lavado com agua gelada fornecendo 0,375 g de

um solido amorfo de coloragiao branca com rendimento de 75% (CmHmNzO )3 PM

= 268,12).

4.5.1.5.3 METODO 5C - OBTENCAO DO 2-(3-BENZOILFENIL)-/NV-(1,3-

DIOXO0-1,3-DIIDRO-2 H-ISOINDOL-2-IL) PROPANAMIDA (20)

130°C

19 O 20

Em um baldo de 125 mL adicionou-se 0,5 g de hidrazida de cetoprofeno (19)
(1,86 mmol), 10 mL de acido acético glacial e 0,277 g de anidrido ftalico (1,86

O O " H ’
HN Acido Acético
“NH, QO O

mmol).

A reagao foi mantida sob refluxo (130°C) por cerca de 5 horas, sendo
acompanhada por CCD (fase movel: hexano/acetato de etila 70:30). Apds esse

periodo, resfriou-se a reacio em banho de gelo e adicionou-se hidréxido de sédio
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20% até pH = 7, onde verificou-se a formac¢ao de precipitado, o qual foi filtrado
sob pressao reduzida e lavado com agua gelada para fornecer 0,505 g de um sélido

amorfo branco com rendimento de 68% (C24H18NZO4; PM = 542,52).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos hibridos de AINES foram obtidos a partir da reagdo dos seus
ésteres correspondentes, seguida de uma substituicdo nucleofilica por adicao de
uma hidrazina para a formagao de uma amina e posterior condensaciao desta amina

funcionalizada ao anidrido acético.

1° etapa reacional — Formagao do éster metilico

O O

)J\OH . i~ - )J\OR -

Esquema 3 - Reagdo geral de esterificagao.

Conforme representado no esquema 3, os acidos carboxilicos catalisados por
acido reagem com os alcoois para formarem ésteres e agua. Na auséncia de acidos
fortes essas reagoes ocorrem de forma muito lentas, mas atingem o equilibrio, num
intervalo de tempo de poucas horas, quando se refluxa o dlcool e o acido com
pequenas quantidades de acido sulfurico ou cloridrico concentrados. Como o
equilibrio desfavorece a formagdo do éster, ele deve ser deslocado no sentido de
formacao do produto. Uma das maneiras de se fazer isso ¢é a utilizagao de excesso
de um dos reagentes (SOLOMONS & FRYHLE, 2002).

A preparagao dos ésteres de AINES seguiu-se de forma similar, excetuando-
se a temperatura utilizada para o éster de ibuprofeno e cetoprofeno, devido a
formacdo de subprodutos. Para o ibuprofeno, a temperatura de reagdo ideal foi a
ambiente, enquanto que com cetoprofeno, a temperatura de reacao foi de 50°C a

60°C.
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5.1 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL

Para auxilio na interpretacao dos espectros de IV e RMN foram utilizadas

as seguintes referéncias: DYER, 1969; SILVERSTAIN ez 4/, 2000; PAVIA et al,
1996 ¢ PRETSCH e¢# al., 2001.

PREPARACAO DO METIL 2-(6-METOXI-2-NAFTIL) PROPANOATO (6)

Infravermelho (pastilha KBr): v 2976 (C-H CH, e CH;); v 1739,7 (C=0O
v 1604, 1450 (C-H .., 4i); V 1267 (C-O) cm™.

éster) ’

bo76.0

Espectro 1 - Infravermelho do metil 2-(6-metoxi-2-naftil) propanoato
(composto 6).
O espectro de infravermelho do éster metilico do naproxeno (Espectro 1)
mostra o estiramento axial da carbonila de um éster na regido de 1739 cm™. Este

sinal esta ausente na molécula de naproxeno que possui uma carbonila de acido
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carboxilico na regiio de 1630 cm™ (espectro nio mostrado) sugerindo que houve a

modificacao estrutural.

RMN H' (400MHz; DMSO-d6): & 1,47 (H1% d: 3H; ] = 7,17 Hz); 3,59 (H5; s
3H); 3,86 (H17; 5; 3H); 3,94 (H2’; ¢; 1H; ] = 15,12 Hz); 7,15 (H7; dd; 1H; ],,=8,70
Hz e ],,=2,00 Hz); 7,29 (H5; d: 1H; J,,,=2,00 Hz); 7,38 (H2; dd; 1H; J,,=8,53 Hz
e J,.,.=1,87 Hz); 7,72 (H10; d: 1H; J = 1,03 Hz); 7,79 (H3 e H8; 2 H; ],,= 8,87 Hz)

335

—3.86
—3.58

TMS
05 w oW 8
=+ = o
o DSO-cE ‘L-‘J_ |
[—_—— =]
R A= T ) = =]
L 8% : ‘
I | }
oo 202 1. 300 300
5]

Espectro 2 - RMN de 'H do metil 2-(6-metoxi-2-naftil) propanoato (composto 6)
em DMSO-d6 obtido em espectrometro Bruker, modelo DRX-400.
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Espectro 3 - RMN de 'H do metil 2-(6-metoxi-2-naftil)propanoato (composto 6)
em DMSO-d6 obtido em espectrometro Bruker, modelo DRX-400 -

ampliacao entre 1,5-4,0 ppm.

Pelo espectro 2 de RMN 'H pode-se visualizar através das integrais que
todos os hidrogénios da estrutura proposta estio presentes. Na ampliacio do
espectro de RMN 'H (Espectro 3) é possivel verificar a presenca de um singleto
com integracao igual a trés na regidao de 3,59 ppm referentes a metila (grupo CHs)
do éster.

Este conjunto de dados permite concluir que o éster metilico do naproxeno

foi obtido.
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PREPARAGCAO DO METIL 2-(4-ISOBUTILFENIL) PROPANOATO (14)

5'CHg

RMN 'H (400MHz; DMSO-d6): § 0,83 (H3” e 47; d: 6H; ] = 6,64 Hz); 1,36 (H1’;
d: 3H; [ = 7,19 Hz); 1,75-1,86 (H2”; m; 1H); 2,39 (H17; d: 2H; ] = 7,21 Hz); 3,55
(H5% 5 3H); 3,73 (H2’; ¢; 1H; ] = 14,30 Hz); 7,09 (H4 e H 2; d: 2H; J= 8,20 Hz) e
7,16 (H5 e H1; 4: 2H; J= 8,20 Hz) ppm.
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Espectro 4 - RMN de 'H do metil 2-(4-isobutilfenil)propanoato (composto 14) em
DMSO-d6 obtido em espectrometro Bruker, modelo DRX-400.

No espectro 4 de RMN 'H observa-se em 0,83 ppm os hidrogénios das
metilas 3” e 4” nao ligadas a heteroatomos com suas respectivas integrais e em 3,55
ppm pode-se verificar um singleto com 3 hidrogénios da metila do éster metilico.

Na regiao aromatica localizada em 7,09 ppm e 7,16 ppm, notam-se os quatro
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hidrogénios aromaticos (H4 e¢ H2, H5 e Hl) com a mesma constante de

acoplamento (] = 8,20 Hz) devido a simetria da molécula.

PREPARACAO DO METIL 2-(3-BENZOILFENIL) PROPANOATO (18)

RMN 'H (400MHz; DMSO-d6): & 1,45 (H1% d: 3H; ] = 7,16 Hz); 3,65 (H5; s;
3H); 3,98 (H2’; ¢; 1H; J = 15,26 Hz); 7,66 (H5 e H3, # 1H; J = 9,57 Hz); 7,68 (HY;
d: TH; J = 9,57 Hz); 7,78 (H2, H6 e H13; 3H; ] = 1,37 Hz) ppm.
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Espectro 5 - RMN de 'H do metil 2-(3-benzoilfenil) propanoato (composto 18)
em DMSO-d6 obtido em espectrometro Bruker, modelo DRX-400.
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7.80

Espectro 6 - RMN de 'H do metil 2-(3-benzoilfenil)propanoato (composto 18) em
DMSO-d6 obtido em espectrometro Bruker, modelo DRX-400 -
ampliacao na regiao de 7,45-7,9 ppm.

No espectro de RMN 'H (Espectro 5) pode-se observar em 3,65 ppm a
presenca de um singleto com integracdo igual a trés referente a introdu¢ao do
grupamento metila do éster. Os hidrogénios dos carbonos (2 e 6) tem pico de
absorcio em 7,78 ppm por serem simétricos, assim como os hidrogénios dos
carbonos (3 e 5) com pico de absor¢ao em 7,66 ppm. Quando se faz a analise da
ampliacio aromatica (Espectro 6), observa-se que embora a integracao esteja
correta, o que auxilia na confirma¢io da estrutura pretendida, nao é possivel

observar os picos de absor¢ao dos hidrogénios dos carbonos 4, 10 e 11.

2° etapa reacional — Formacgao da hidrazida

A obtencio das hidrazidas (Esquema 4) a partir dos ésteres metilicos
explorou as reagoes de substituicio nucleofilica bimolecular. Os pares de elétrons
livres do nitrogénio da hidrazina funcionando como nucleéfilo se adicionam ao
carbono carbonilico. Ha quebra da ligacio m e formagio do intermediario
tetraédrico. Ao restabelecer a ligagdo m que havia sido rompida, ha quebra da

ligagao C-O e elimina¢io da metoxila (CH;O). A estrutura formada tem a carga
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neutralizada apds abstracio de um proton pela metoxila, levando a formagao da

hidrazida.

OH OH
H,N—NH, ——=
o + 2 2 OCH
Qi’( \CH3 3
NH
O o \
NH,
HH
CH
NH
O
NH,

o
o

OH

H + CH OH

Esquema 4 — Rea¢do de formagao das hidrazidas.

Todos os compostos responderam a rea¢ao com o hidrato de hidrazina
levando a obtencdo do intermediario hidrazona. Em algumas reagdes devido ao
baixo ponto de fusio dos reagentes nao foi possivel utilizar aquecimento, o que

levou a um aumento dos tempos reacionais.
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PREPARACAO DO 2-HIDROXIBENZOHIDRAZIDA (3) - HIDRAZIDA DE ACIDO

SALICILICO

OH

1 NH
NH,

o

RMN 'H (400MHz; DMSO-d6): 8 6,87 (H3; # 1H; ] = 1,20 Hz); 6,89 (H5; d; 1H; |
= 1,17 Hz); 7,38 (H4; ddd, 1H; ], = 7,34 Hz e ],,=1,71 Hz); 7,83 (H2; dd; 1H;

orto”

J=185Hze], =171 Hz) ppm.
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Espectro 7 - RMN de 'H do 2-hidroxibenzohidrazida (composto 3) em DMSO-
d6 obtido em espectrometro Bruker, modelo DRX-400.

A substituicao nucleofilica do éster metilico pela hidrazina leva a formacao
da hidrazida. Pelo espectro 7 de RMN 'H pode-se observar a presenca dos
hidrogénios N-H da hidrazida provavelmente em 6 4,73 ppm com as respectivas
integragoes € a auséncia dos hidrogénios na regido de aproximadamente 3,6 ppm

referente 2 metila do éster do acido salicilico.
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PREPARAGCAO DO 2-(6-METOXI-2-NAFTIL)PROPANOHIDRAZIDA (7) -

HIDRAZIDA DE NAPROXENO

Infravermelho (pastilha KBr): v 3296 ( N-H); 2365 (C-H CH, e CH,); v 1637

(C=0 ,1p0i); V 1604 (C-H ); v 1261 (C-O); v 1213 (C-N) cm™.

aromatico,

|3 2961 Ilf-(')'—l 6

Espectro 8 - Infravermelho do metil 2-(6-metoxi-2-naftil) propanohidrazida
(composto 7).
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b446.6 'Ho72.1 7897

b2961 b3s4.6 il

Espectro 9 - Infravermelho do metil 2-(6-metoxi-2-naftil) propanohidrazida
(composto 7) sobreposto ao éster de naproxeno (6).

No espectro 8 de infravermelho observa-se a banda de absorcao referente ao
estiramento axial da carbonila da hidrazida aparecendo em 1637 cm’
diferentemente da carbonila do éster metilico de naproxeno que apresenta absor¢ao
em 1732 cm™. No espectro 9 observa-se a sobreposicio dos espectros do éster

metilico (alaranjado) com a hidrazida (preto) e fica evidente o deslocamento da

carbonila e o aparecimento dos estiramentos N-H em aproximadamente 3296 cm™.
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RMN 'H (400MHz; DMSO-d6): 8 1,41 (H1% d: 3H; ] = 7,00 Hz); 3,65 ( H2’; ¢;
1H; J = 14,65 Hz); 3,86 (H17; & 3H); 713 (H7; dd; 1H; ],,=8,87 Hz e ], =2.56
Hz); 7,26 (H5; 5 1Hz); 7,45 (H2; dd: 1H; ],,=8,54 Hz e [, =1,88 Hz); 7,71 (H10; s
1H); 7,75 (H3; d: 1H; J,,= 8,53 Hz); 7,79 (H8; d: 1H; J,,= 9,05 Hz) ppm.
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Espectro 10 - RMN de 'H do metil 2-(6-metoxi-2-naftil) propanohidrazida

(composto 7) em DMSO-d6 obtido em espectréometro Bruker,
modelo DRX-400.

No espectro 10 de RMN 'H observa-se o que pode ser os hidrogénios N-H
da hidrazida em 6 9,22 ppm. Nota-se neste espectro também a auséncia dos
hidrogénios na regido de aproximadamente 3,55 ppm referentes a metila do éster
metilico utilizado como reagente, sugerindo que pode ter ocorrido a obten¢do da

hidrazida desejada.
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PREPARAGCGAO DO 2-(4-ISOBUTILFENIL)PROPANOHIDRAZIDA (15) -

HIDRAZIDA DE IBUPROFENO

RMN 'H (400MHz; DMSOd): 8 0,83 (H3”; H4”; 4: 6H; | = 6,48 Hz); 1,30 (H1’;
d: 3H; ] = 7,17 Hz); 1,73-1,85 (H2”; my; 1H); 2,38 (H17; d: 2H; ] = 7,16 Hz); 3,47
(H2’; ¢; TH; | = 15,24 Hz); 7,05 (H5; d- 2H; J= 8,20 Hz); 7,20 (H6; 4: 2H; J= 8,03

Hz); ppm.
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Espectro 11 - RMN de 'H do 2-(4-isobutilfenil)propanohidrazida (composto 15)
em DMSO-d6 obtido em espectrometro Bruker, modelo DRX-
400.
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Pelo espectro 11 de RMN '"H pode-se observar a presenca dos hidrogénios
N-H da hidrazida em 6 9,14 ppm com as respectivas integracoes. Nota-se neste
espectro também a auséncia dos hidrogénios na regido de aproximadamente 3,55
ppm referentes a metila do éster metilico utilizado como reagente sugerindo a

formacao da hidrazida de ibuprofeno.

OBTENCAO DO 2- (3-BENZOILFENIL)PROPANOHIDRAZIDA (19) -

HIDRAZIDA DE CETOPROFENO

RMN 'H (400MHz; DMSO-d6): & 1,29 (H1; d- 3H; | = 6,99 Hz); 7,16 (H13; s
1H); 7,46 (H4; # 1H; ] = 1,59 Hz); 7,48 (H10; 4 1H; ] = 3,00 Hz);7,50 (H5 e H3; 7
1H; ] = 1,62 Hz) ppm.
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Espectro 12 - RMN de 'H do 2-(3-benzoilfenil)propanohidrazida (composto 19)
em DMSO-d6 obtido em espectrometro Bruker, modelo DRX-

400.
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Verifica-se no espectro 12 de RMN 'H o que pode ser pelos sinais de & 6,22
e 8 9,16 ppm os hidrogénios N-H da hidrazida e em 3,65 ppm a auséncia dos

hidrogénios referentes a metila do éster metilico de cetoprofeno que foi utilizado
como reagente para a obten¢ao de sua hidrazida. Nao foi possivel observar todos
os sinais dos hidrogénios aromaticos da hidrazida, somente os picos dos
hidrogénios H3, H4, H5 e H10 o que sugere a presenga dos anéis aromaticos.
Mesmo sem a confirmacio estrutural total deste intermediario, com RMN "C,

prossegiu-se com as reagoes, utilizando este produto.

3° etapa reacional — Formagao dos derivados ftalimidicos

A obtengao direta de derivados ftalimidicos N-substituidos podem ser
facilmente preparados explorando a acidez do hidrogénio imidico em meio basico,
e a nucleofilicidade do anion formado na presenca de diferentes espécies

eletrofilicas (LIMA, 2001).

A preparagao dos AINEs derivados da ftalimida ocorre partindo-se dos
intermediarios de sintese de AINEs correspondentes, obtidos a partir da segunda
etapa reacional ocorrida para a formag¢ao da sua respectiva hidrazida que

juntamente com o anidrido ftalico resultara na formacao dos derivados ftalimidicos.
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PREPARACAO DO ANTI-INFLAMATORIO HiBRIDO DO ACIDO SALICILICO
(C))
N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-1l)-2-hidroxibenzamida

OH

Infravermelho (pastilha KBr): v 3271 ( N-H); 2956 (C-H CH, e CH;); v 1651
(C=0 Lraia); V 1604, 1419,5 (C-H . 1ic0); V 1303 (C-O); v 1211 (C-N) cm™.

1080.1

1118.6 87
1211.2

16047 - -1303.8 700 8

Espectro 13 - Infravermelho do N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-
hidroxibenzamida (composto 4) (anti-inflamatério hibrido de
acido salicilico).

Na analise por IV pode-se observar a presenca das carbonilas da subunidade

ftalimida em aproximadamente 1790 e 1740 cm'l.
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RMN 'H (400MHz; DMSOd): 8 7,01 (H5 ¢ H6’; # 1H; | = 1,27 Hz); 7,03 (H4 ¢
H7’; d- 1H; ] = 1,03 Hz); 7,06 (H2; 4 1H; ] = 0,86 Hz); 7,08 (H5; d- 1H; ] = 0,85
Hz); 7,51 (H4; £ 1H; ] =1,87 Hz ) ppm.
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Espectro 14 - RMN de 'H do N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-
hidroxibenzamida (composto 4) (anti-inflamatoério hibrido de
acido salicilico) em DMSO-d6 obtido em espectrometro
Bruker, modelo DRX-400.

No espectro 14 pode-se observar a auséncia do hidrogénio N-H do NH, em
0 4,73 ppm ¢ os sinais em 0 7,01 e 0 7,03 ppm dos hidrogénios H5’, H6’, H4* ¢ H7
do anel aromatico da ftalimida e os hidrogénios H2, H4 ¢ H5 em & 7,06, 7,51 ¢ 7,08

ppm, respectivamente, do anel aromatico da estrutura do derivado do acido

salicilico, o que sugere a obten¢do do anti-inflamatério hibrido de acido salicilico.
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13
RMN C (400MHz; DMSO-d6): 8 166,35 (C2); 165,47 (C17); 158,15 (C6); 135,6
(C1); 134,94 (C3’); 130,14 (C5); 129,73 (C2); 124,03 (C4?); 119,81 (C4); 117,46 (C3);
115,3 (C5’) ppm.
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Espectro 15 - RMN de "C do N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-
hidroxibenzamida (composto 4) (anti-inflamatoério hibrido de

acido salicilico) em DMSO-d6 obtido em espectrometro
Bruker, modelo DRX-400.
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RMN de "“C do N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-
hidroxibenzamida (composto 4) (anti-inflamatério hibrido de
acido salicilico) em DMSO-d6 obtido em espectrometro Bruker,
modelo DRX-400 — ampliado 115-170 ppm.

Espectro 16

A analise dos espectros 15 e 16 relacionado ao RMN de “C do anti-
inflamatorio hibrido de acido salicilico indicaram a sua formacao. Observou — se o
sinal em 166,35 ppm do C2’ indicando a presenca de grupamento carbonila de
imida e em 165,47 ppm do C1” confirmando o grupo CONH de carbonila de
amida, o que sugere acoplamento da molécula de ftalimida com a hidrazida de

acido salicilico originando o respectivo hibrido.
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PREPARACAO DO ANTI-INFLAMATORIO HIBRIDO DE NAPROXENO (8)
N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2- (6-metoxi-2-naftil)propanamida

Infravermelho (pastilha KBr): v 3276 ( N-H); v 1793 e 1741 (C=0O  ); v 1685

imida

1
(C=0 ;v 1606, 1467 (C-H % v 1263 (C-O); v 1209 (C-N) cm .

hidrazida’ aromatico

th 44 ATLS
L A 1164/9
L 467.70 163 3 |881.4
ART.0 1026.1
1606.6
6857 2003 I702.0
1741.6

Espectro 17 - Infravermelho do N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-(6-
metoxi-2-naftil) propanamida (composto 8) (anti-inflamatorio
hibrido de naproxeno).
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Pelo espectro 17 de IV pode-se observar em 3276 cm™ o estiramento axial
da ligacao N-H e a auséncia do estiramento N-H de NH, presente na hidrazida. As
absorcdes em v 1793 cm™ e em v 1741 cm™ indicam a presenca do estiramento axial
da carbonila da imida presente no sistema ftalimidico. Estes dados de
infravermelho apontam que ocorreu a reaciao de condensacgao entre a hidrazida de

naproxeno e o anidrido ftalico.

RMN 'H (400MHz; DMSO-d6): & 1,53 (H1% d: 3H; ] = 7,17 Hz); 3,88 (H1”; s
3H); 4,06 (H2’; ¢; 1H; ] = 15,74 Hz); 7,18 (H5; dd: 1H; [,,= 9,04 Hz e ], =256

Hz); 7,53 (H10; dd; 1H; ],,=8,53 Hz ¢ |,.=1,54 Hz); 7,83 ( H4 ¢ H9; d; 2H; | =
8,53 Hz); 7,92 (H7; s; 1H) ppm.
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Espectro 18 - RMN de 'H do N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-(6-
metoxi-2-naftil) propanamida (composto 8) (anti-inflamatorio
hibrido de naproxeno) em DMSO-d6 obtido em espectrémetro
Bruker, modelo DRX-400.

No espectro 18 de RMN 'H observa-se que a integracio ¢ adequada 2a

estrutura proposta, mas os sinais nao estao muito bem definidos o que impossibilita
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verificar se os hidrogénios do sistema ftalimidico estio presentes. Pela analise do
espectro, os sinais que se verifica sio os dos hidrogénios das metilas e do anel
aromatico do naproxeno, nao sendo possivel a confirmagio do composto 8

somente por RMN "H.

13
RMN C (400MHz; DMSO-d6): & 173,03 (C97); 157,21 (C3"); 135,9 (C6); 135,26
(C8); 133,37 (C1); 129,48 (C8); 129,21 (C3); 128,41 (C2?); 126,88 (C5/C7); 126,36
(C47); 125,64 (C4); 123,7 (C2/C10); 118,74 (C6™); 105,76 (C9); 42,95 (C1°); 18,73

(CT) ppm.
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Espectro 19 - RMN de "C do N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-(6-
metoxi-2-naftil) propanamida (composto 8) (anti-inflamatério
hibrido de naproxeno) em DMSO-d6 obtido em espectrometro
Bruker, modelo DRX-400.
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Espectro 20 - RMN de “C do N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-(6-
metoxi-2-naftil) propanamida (composto 8) (anti-inflamatoério hibrido
de naproxeno) em DMSO-d6 obtido em espectrometro Bruker,
modelo DRX-400 — ampliacao entre 105-140 ppm.

Os espectros 19 € 20 do RMN de C do anti-inflamatério hibrido de
naproxeno confirma a estrutura deste hibrido pelos sinais observados em 173,03
ppm caracteristico de carbonila de imida, o que indica o grupo ftalimida, sinal em
157,21 ppm de carbonila de amida (CONH), em 18,73 ppm sinal que sugere o
grupo CH; (C1’) ligado ao CH (C2’) com sinal em 128,41 ppm, indicando que a
reacao de condensacao da hidrazida de naproxeno com o anidrido ftalico resultou

na formac¢ao do composto planejado.
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PREPARACAO DO ANTI-INFLAMATORIO HiBRIDO DE DICLOFENACO (12)

2-{2-/(2,6-diclorofenil)anino|fenil}-N-(1,3-dioxco-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il) acetamida

1
RMN H (400MHz; DMSO-d6): 8 7,50 (HS d: 1H); 7,31 (H13* e H15%; d: 1H);
7,17 (H14°,  1H); 7,08 (HT, £ 1H); 6,91 (HG’; £ 1H); 6,28 (H5’; d; 1H); 3,82 (H3;

5y 2H) ppm.
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Espectro 21 - RMN de 'H do 2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil }-N-(1,3-dioxo-
1,3-diidro-2H-isoindol-2-iI) acetamida (composto 12) (anti-
inflamatorio hibrido de diclofenaco) em DMSO-d6 obtido em
espectrometro Bruker, modelo DRX-400.
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Espectro 22 - RMN de 'H do 2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}-N-(1,3-
dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il) acetamida (composto 12)
(anti-inflamatério hibrido de diclofenaco) em DMSO-d6
obtido em espectrometro Bruker, modelo DRX-400 -
ampliado na regido aromatica.

Os espectros 21 e 22 de RMN 'H do anti-inflamatério hibrido de
diclofenaco foi possivel verificar os sinais dos hidrogénios H13’e H15” em 7,31
ppm e H14 em 7,17 ppm indicando a presenca do anel aromatico com os
heteroatomos Cl e o sinal de um singleto em 3,82 ppm do H3’ que faz ligacao com
o anel benzénico dos sinais dos H (5°, 6°, 7’ e 8’) indicando que se tem a molécula
do diclofenaco, mas nao confirma a presenga da ftalimida, sendo preciso analisar o

espectro de RMN "C para confirmar a estrutura deste hibrido.
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13
RMN C (400MHz; DMSO-d6): 8 170,68 (C1 e C8); 164,81 (C2); 142,77 (C9);
136,96 (C13°/C14%); 135,20 (C8); 129,37 (C5%); 129,06 (C3* e C6); 123,70 (CT);
120,79 (C6%); 115,99 (C4/C5); 36,39 (C3") ppm.
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Espectro 23 - RMN de "C do 2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil }-N-(1,3-dioxo-
1,3-diidro-2H-isoindol-2-il) acetamida (composto 12) (anti-
inflamatério hibrido de diclofenaco) em DMSO-d6 obtido em
espectrometro Bruker, modelo DRX-400.

No espectro 23 do RMN de "C observa-se nos C1 e C8 o sinal em 170,68
ppm caracteristico de carbonila de imida, confirmando a presenca da ftalimida e o
sinal do C2’em 164,81 ppm confirma a presenca da carbonila de amida, indicando a
ligacdo da ftalimida com este grupamento quimico. Os carbonos 3’ (36,39 ppm), os
carbonos do anel aromatico ligado a molécula de NH e esta ao anel aromatico dos

C13’/15’ (136,96 ppm), sugete a formacio do composto 12.
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PREPARACAO DO ANTI-INFLAMATORIO HIBRIDO DO IBUPROFENO (16)

N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-(4-isobutilfenil) propanamida

RMN 'H (400MHz; DMSO-d6): 8 0,86 (H4” e H3”; 4: 6H; | = 5,94 Hz); 1,42
(H1%; d: 3H; ] = 7,00 Hz); 1,75-1,83 (H2”; m; 1H); 2,41 (H17; d: 2H; | = 7,00 Hz);
3,61 (H2; ¢; 1H; J = 14,91 Hz); 7,09 (H4; d: 2H; J= 7,85 Hz); 7,19 (H5; d: 2H ;J=
8,02 Hz); 7,89 (H5™ e H6™; dd: 2H; J= 9,20 Hz); 8,11 (H4™ e H7”; d; 2H; J= 9,22

Hz) ppm.
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Espectro 24 - RMN de 'H do N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-(4-
isobutilfenil) propanamida (composto 16) (anti-inflamatorio
hibrido do ibuprofeno) em DMSO-d6 obtido em espectrometro
Bruker, modelo DRX-400.
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No espectro 24 de RMN 'H do hibrido de ibuprofeno nio se verifica o sinal
em O 4,2 ppm do hidrogénio N-H do NH, da hidrazida de ibuprofeno e apatrece o
sinal dos hidrogénios ftalimidicos em 6 7,89 ppm (H5”” ¢ H6”) ¢ 6 8,11 ppm (H4™
e H7”). Também se pode verificar os sinais em 6 1,42 ppm do hidrogénio H1’ da
metila que na molécula de ibuprofeno encontra-se ligado a0 mesmo carbono do
H2’ deste composto. Os hidrogénios H4 ¢ H5 com sinais em & 7,09 e 7,19 ppm,
respectivamente, indicam a presenca do anel aromatico, assim como os sinais de
seis hidrogénios em & 0,86 ppm das metilas (H4” e H3”) presentes também na

molécula de ibuprofeno.

13
RMN C (400MHz; DMSO-d6): & 17322 (C27/C97); 172,58 (C3); 168,29
(C3™); 154,99 (C6); 139,84 (C3); 135,39 (C4™); 132,7 (C57); 129,57 (C5/Cl);
127,23 (C4); 125,32 (C27); 123,8 (C17); 29,71 (C1%); 22,27 (C4”) ppm.
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Espectro 25 - RMN de C do N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-(4-
isobutilfenil) propanamida (composto 12) (anti-inflamatério hibrido
do ibuprofeno) em DMSO-d6 obtido em espectrometro Bruker,
modelo DRX-400.
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Através da analise do espectro 25 de RMN "C verificou-se que a obtengio
do hibrido de ibuprofeno pode ter sido possivel devido aos sinais em 173,22 ppm
do grupamento de RNCO confirmando a molécula de ftalimida e 172,58 ppm

caracteristicos de CONH.

PREPARACAO DO ANTI-INFLAMATORIO HiIBRIDO DE CETOPROFENO (20)
2-(3-benzoilfenil)-IN-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2 H-isoindol-2-il) propanamida

1
RMN H (400MHz; DMSO-d6): 6 1,45 (H1’; 4y 3H, J= 7,00 Hz); 7,60 (H4” ¢ H7”;
dy TH; J= 7,68 Hz); 7,68 (H5” ¢ H6”; # TH; J= 8,54 Hz); 7,94 (H13; sy 1H); 8,07
(H11; 4y TH; J= 2,39 Hz); 8,14 (H9 e H6; 4; TH; J= 2,56 Hz); 8,15 (H3 e H4; % TH)
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Espectro 26 - RMN de 'H do 2-(3-benzoilfenil)-N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-
isoindol-2-il) propanamida (composto 20) (anti-inflamatorio
hibrido de cetoprofeno) em DMSO-d6 obtido em espectrémetro
Bruker, modelo DRX-400.
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Espectro 27 - RMN de 'H do 2-(3-benzoilfenil)-N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-
isoindol-2-il) propanamida (composto 106) (anti-inflamatorio
hibrido de cetoprofeno) em DMSO-d6 obtido em espectrémetro
Bruker, modelo DRX-400 — ampliagao 7,2-8,5 ppm.

Nos espectros 26 e 27 (ampliado) de RMN 'H pode-se observar os sinais em
0 7,60 ppm (H4” ¢ H7”) ¢ 6 7,68 ppm (H5” ¢ H6”) dos hidrogénios da ftalimida e
os sinais dos deslocamento de & 1,45 ppm do H1’ da metila e dos hidrogénios do
anel aromatico (H3, H4, H6, H9, H11 e H13) da molécula do cetoprofeno,

demonstrando que provavelmente obteve-se o seu hibrido.
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5.2 EDEMA DE PATA DE RATO INDUZIDO POR CARRAGENINA

A atividade anti-inflamatéria dos novos derivados ftalimidicos foi avaliada
através do modelo de edema de pata induzido por carragenina. Neste modelo os
derivados anti-inflamatoérios de naproxeno (8), diclofenaco (12) e ibuprofeno (16)
foram testados na concentracio de 50 mg/Kg, 20 mg/Kg e 200 mg/Kg,
respectivamente, apresentando atividade anti-inflamatoria, por vezes, superior ao

AINE padrio.

ANTI-INFLAMATORIO HIBRIDO DE NAPROXENO (8)
N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-1l)-2- (6-metoxi-2-naftil) propanamida

Esta metodologia promove pico maximo de inflamagao apos a segunda hora
da administracdo da carragenina. A figura 15 mostra os resultados de atividade do

composto hibrido de naproxeno (8).
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Figura 15 - Edema de pata do hibrido de naproxeno (8), por via oral.
Controle positivo (carragenina, sem tratamento), AINE padrio = naproxeno e

o AINE modificado = derivado hibrido. (*p<0,05)
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Observa-se através da figura 15, que a atividade anti-inflamatéria do
naproxeno modificado, nao alterou esta atividade em geral, sendo somente

significativo ap6s 300 minutos.

ANTI-INFLAMATORIO HIBRIDO DE DICLOFENACO (12)
2-{2-/(2,6-diclorofenil)amino |fenil}-N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)acetamida

A figura 16 mostra os resultados de atividade do composto hibrido de

diclofenaco (12).
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Figura 16 - Edema de pata do hibrido de diclofenaco (12), por via oral. Controle
positivo (carragenina, sem tratamento), AINE padraio = diclofenaco e o AINE
modificado = derivado hibrido. (*p<0,05)

O hibrido de diclofenaco apresentou atividade anti-inflamatoria significativa
quando comparado ao controle positivo (carragenina) e ao AINE padrio
diclofenaco. Durante o tempo de 120 minutos observa-se uma atividade anti-
inflamatoria significativamente superior a do diclofenaco, mostrando que o hibrido
de diclofenaco pode ser utilizado na fase aguda da inflamacao. Este mesmo perfil

de atividade se mantém nos tempos 240 e 360 minutos.
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ANTI-INFLAMATORIO HiBRIDO DE IBUPROFENO (16)
N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-(4-isobutilfenil)propanamida

A figura 17 mostra os resultados de atividade do composto hibrido de

ibuprofeno (16).
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Figura 17 — Edema de pata do hibrido de ibuprofeno (16), por via oral.
Controle positivo (carragenina, sem tratamento), AINE padrio = ibuprofeno

e o AINE modificado = derivado hibrido. (*p<0,05)

O hibrido de ibuprofeno (16) apresentou atividade anti-inflamatéria
significativa quando comparado ao controle positivo, e atividade superior quando

comparado com o ibuprofeno na quarta hora.

A modificacgio molecular realizada para estes compostos envolve a
introdu¢ado de um grupo ftalimidico, que apresenta possivel atividade anti-
inflamatéria por mecanismo diferente ao promovido pela carragenina. A
carragenina provoca a inflamagdo aguda, com a ativagdo da cascata do acido
araquidonico, sendo o naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno, ativos, por inibi¢cao da
COX-2 desta cascata, enquanto que os derivados ftalimidicos apresentam atividade
anti-inflamatéria por inibicao de TNF-a (SAMPAIO e# al., 1991; LIMA et al., 2001,
BITTENCOURT ez al., 2004).

Liicia Fioravanti de Castro



Resultados e Discussdo 93

Durante o processo inflamatério cronico ocorre a participagdo de varias
citocinas pro-inflamatorias, entre elas a interleucina 1L-183, 1L.-6, IL-8 e TNF-a
(KRAYCHETE ¢f al., 2006). O TNF-a apresenta maiores concentragoes no curso
da inflamagdo, ou seja, em tempos superiores aos 360 minutos utilizados no teste.
Isto significa que nao se esta avaliando a contribui¢io da subunidade ftalimidica
inibidora da sintese de TNF-a. Por isso, embora a atividade anti-inflamatéria em
primeiro momento nao tenha sido muito superior a dos AINES correspondentes,
estes experimentos foram de suma importancia para demonstrar que a modificagao
molecular realizada nio promove alteracio e nem perda da atividade anti-

inflamatéria original.

Apos a observagao de que esta modificagdo molecular nao altera a atividade
anti-inflamatoria, realizou-se a observagdo do potencial gastro-ulcerativo. Caso os
resultados para este efeito adverso, presente nos AINEs estudados fosse
incrementado, a continuidade dos ensaios com estas moléculas nao seria
justificavel. Os compostos serao posteriormente, testados quanto a atividade anti-

inflamatéria cronica, que envolve a participagao de TNF-a.

5.3 TESTE DE GASTROTOXICIDADE

Foi realizada a avaliacio das lesdes gastricas causadas pelos compostos
derivados do ibuprofeno (16), naproxeno (8) e diclofenaco (12). Os resultados
destes ensaios foram surpreendentes, nido esperados, uma vez que nao houve o
aparecimento de ulceragdes nos estomagos dos animais quando tratados com os
derivados, ao contrario dos anti-inflamatérios padroes testados. Estes resultados,
mostrados nas figuras 19, 21 e 23, sugerem que a modificagao molecular promoveu

a diminui¢ao ou supressao do efeito gastroulcerogénico dos AINEs.
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ANTI-INFLAMATORIO HiBRIDO DE IBUPROFENO (16)

A figura dos tecidos de estdmago dos animais tratados com ibuprofeno e

hibrido de ibuprofeno estao apresentados nas figuras 18 e 19, respectivamente.

O grau de lesao do ibuprofeno foi classificado como 5, enquanto que com o
hibrido, zero, sendo verificado que com o hibrido houve uma pequena alteragao da

coloracao.

Figura 18 - Foto representativa do padriao ibuprofeno com lesao maxima em
estomago de grau 5, aumento de 8 X. As setas em preto
demonstram lesées com quadro hemorragico.

Figura 19 - Foto representativa do derivado hibrido de ibuprofeno sem lesao
macroscopica aparente de grau 0, aumento de 8 X.
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ANTI-INFLAMATORIO HIBRIDO DE NAPROXENO (8)

Igualmente ao observado com o ibuprofeno, com o naproxeno, o mesmo
comportamento em promover gastro-ulceracdo foi observado e classificado de
acordo com as lesdes, em grau 5 (Figura 20), e o derivado hibrido (figura 21), em

grau zero.

Figura 20 - Foto representativa do padrio naproxeno com lesio maxima de
grau 5, aumento de 8 X. As setas em preto demonstram lesoes
com quadro hemorragico.

Figura 21 - Foto representativa do derivado de naproxeno sem lesdo
macroscopica aparente de grau 0, aumento de 8 X.
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Nao foi observado macro e microscopicamente alteragdes morfoldgicas ou
de colorag¢io do tecido estomacal que se mostrou semelhante ao estbmago dos

ratos onde se administrou salina.

ANTI-INFLAMATORIO HIBRIDO DE DICLOFENACO (12)

Foram observados os seis estobmagos dos animais tratados com o hibrido de
diclofenaco derivado da ftalimida e comparado com o diclofenaco (anti-
inflamatério de referéncia nesse teste). O diclofenaco apresentou grau de lesiao
classificado como 5 (Figura 22) e o anti-inflamatério hibrido de diclofenaco nao
apresentou lesio na mucosa gastrica (Figura 23), esse fato permitiu classifica-lo
como grau zero. Observou-se ainda, uma pequena alteracio da coloracio da

mucosa dos animais tratados com o anti-inflamatorio hibrido de diclofenaco.

Figura 22 - Foto representativa do padrao diclofenaco com lesao maxima de
grau 5, aumento de 8 X. As setas em preto demonstram lesdes com quadro
hemorragico.
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Figura 23 - Foto representativa do derivado de diclofenaco sem lesdao
macroscopica aparente de grau 0, aumento de 8 X.

Nas Figuras (19; 21 e 23) pode-se visualizar que os compostos derivados
ftalimidicos nao causaram ulceragao gastrica em estomagos de ratos tratados nas
doses indicadas, que foi a dose que apresentou atividade anti-inflamatoria. As

mucosas gastricas apresentaram um aspecto semelhante a salina.

Através da avaliacao do potencial de gastroulceracio dos novos compostos
anti-inflamatérios é possivel inferir que quando comparado aos AINEs disponivelis,

esses compostos sao macroscopicamente menos ulcerogénicos.

5.4 ENSAIO DE CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDO POR ACIDO

ACETICO

Esse teste foi realizado com os compostos anti-inflamatérios hibridos do
acido salicilico (4), naproxeno (8), cetoprofeno (20) e diclofenaco (12) e no
controle foi usado goma arabica 5% que nio apresenta atividade analgésica, sendo

considerada com 0% de inibicao.
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Porcentagem de inibicdo (atividade analgésica)
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Figura 24 - Porcentagem de inibicdo das contor¢ées abdominais
induzidas por acido acético 0,1 N na presenca dos compostos
hibridos nas concentragdes de 1 pmol/Kg e 100 pmol/Kg. (goma
arabica 5% -controle- ndo apresentou atividade analgésica). Padrido
da média de 6 animais. (*p<0,05 foi considerado significativo ao
nivel de 95% de confianca no teste de 7 Student).

Na Figura 24 pode-se observar que o composto hibrido derivado do acido
salicilico (4) apresentou na concentracio de 100 umol/Kg atividade inibitéria da
contor¢ao abdominal em torno de 17,2%, demonstrando que o novo derivado
apresentou baixa atividade analgésica. Ja os anti-inflamatérios hibridos do
naproxeno (8), cetoprofeno (20) e diclofenaco (12) apresentaram na concentragao
de 1 pmol/Kg atividade inibitéria da contor¢io abdominal em torno de 37,9%,
42,5% e 16,2%, respectivamente, sendo considerada adequada uma inibicao minima

de 50% como padrio de resposta biologica.
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6 CONCLUSOES

Foram obtidos cinco novos compostos, derivados anti-inflamatorios,
hibridos de AAS (4), naproxeno (8), diclofenaco (12), ibuprofeno (16) e

cetoprofeno (20), com rendimentos variando entre 68% e 96%.

A atividade anti-inflamatéria dos hibridos de naproxeno e ibuprofeno
avaliada pelo modelo edema de pata induzido por carragenina nao mostrou
diferencas significativas quando comparado aos farmacos padrio. Enquanto que
para o derivado hibrido de diclofenaco, em 120 minutos mostrou atividade anti-

inflamatéria superior ao seu AINE controle (p<0,05).

O potencial de gastroulceracao foi analisado para os compostos hibridos,
tendo sido classificados como grau zero de lesio contra grau 5 (maximo), obtidos
para os AINEs controle, sugerindo que a modificagio realizada promoveu a

diminui¢ao da gastrotoxicidade dos AINEs.

Os compostos hibridos nao promovem atividade na contor¢ao animal,

demonstrando que os mesmos nao apresentam atividade analgésica.

Em geral, os compostos obtidos apresentam vantagens terapéuticas por
atuarem em alvos distintos na mesma doenca e se constituem uma nova perspectiva

de abordagem terapéutica para o tratamento de doengas inflamatdrias cronicas.
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