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Resumo

Resumo

Doencas neurodegenerativas sédo definidas como disturbios que acarretam na perda
progressiva de estrutura e/ou funcdo, e até mesmo morte de células neuronais especificas,
em diferentes distribuicbes anatémicas, e, consequentemente, dando origem a diferentes
sintomas clinicos. Entre as varias doencas neurodegenerativas a doenca de Alzheimer (DA)
€ a principal e a mais comum forma de deméncia. A DA é uma condigdo progressiva
complexa que envolve interagbes sequenciais de cascatas patoldgicas, incluindo a interacéo
dos peptideos B-amiloides (BA) que se agregam levando ao desenvolvimento de placas
senis, e a hiperfosforilacdo e agregacdo da proteina tau formando emaranhados
neurofibrilares (ENF), juntamente a processos associados, como a inflamacgéo e o estresse
oxidativo. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € uma das principais citocinas pro-
inflamatdrias cujos niveis elevados sdo observados em diversas doencgas
neurodegenerativas. O 6xido nitrico (NO) é uma importante molécula de sinalizacdo na
modulacdo da plasticidade sinaptica e estd associada ao processo de aprendizagem e
memoria, assim como seus efeitos neuroprotetores quando presente em baixas
concentracdes. Assim, compostos derivados ftalimidicos, capazes de inibir TNF-a, poderiam
reduzir o processo de neuroinflamacdo que é descrita na DA, retardando a progressédo da
doenca, e derivados doadores de NO poderiam contribuir na plasticidade sinaptica, cognicédo
e memoéria dos pacientes acometidos pela DA. Foi objetivo deste trabalho a obtencédo dos
compostos Lapdesf FUR-FD I-VI, planejados por meio da estratégia de hibridacdo molecular
entre a subunidade ftalimidica e o nucleo furoxanico. Os compostos obtidos foram avaliados
para determinar o potencial efeito anti-inflamatério através do modelo de inflamacéo aguda
(edema de pata), a determinacédo do Log P experimentalmente para avaliar sua capacidade
de permear a barreira hematoencefalica (BHE), mutagenicidade in vivo com o teste de
micronucleo em reticulécitos obtidos do sangue periférico de camundongos, a capacidade
dos compostos em inibir a sintese de TNF-a em ensaio imunoenzimatico (ELISA) e a
atividade antioxidante dos compostos utilizando método de DPPH. Os compostos Lapdesf
FUR-FD IV e V apresentaram atividade anti-inflamatéria equivalente aos seus controles
positivos, enquanto os demais compostos apresentaram atividade somente superior ao
controle negativo. O log P obtido experimentalmente apresentou valores condizentes para
farmacos que atuam no sistema nervoso central (SNC). Também, observou-se que nenhum
dos compostos foi mutagénico quando comparados ao controle positivo utilizado. Os
compostos apresentaram resultados semelhantes a talidomida na inibicdo a sintese de TNF-
o em macréfagos ativados com lipopolissacarideos (LPS), e ndo demostraram possuir

atividade antioxidante no modelo de DPPH.
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Abstract

Abstract

Neurodegenerative diseases are defined as disorders that result in progressive
loss of structure and/or function, and even cell death in neuronal specific in different
anatomical distributions, and hence giving rise to varying clinical symptoms. Among the
various neurodegenerative diseases Alzheimer's disease (AD) is the main and most
common form of dementia. AD is a progressive condition that involves complex
interactions and sequential pathological cascades, including the interaction of [-
amyloid peptide (BA) which clump together leading to the development of senile
plaques, and hyperphosphorylation and aggregation of tau forming neurofibrillary
tangles (ENF) along the associated processes, such as inflammation and oxidative
stress. The tumor necrosis factor alpha (TNF-a) is a major proinflammatory cytokines
whose high levels are observed in several neurodegenerative diseases. Nitric oxide
(NO) is an important signaling molecule in the modulation of synaptic plasticity and its
correlation with the process of learning and memory, as well as its neuroprotective
effects when present in low concentrations. Thus phthalimidic derived compounds
capable of inhibiting TNF-a , could reduce the neuroinflammation process that is
described in AD, slowing the disease progression, and NO donors derived may
contribute to synaptic plasticity, cognition and memory of patients affected by AD. This
work aims to obtain the compounds (Lapdesf FUR-FD I-VI), designed by molecular
hybridization strategy between the subunit and core phthalimidic and furoxan. The
compounds obtained were evaluated for potential anti-inflammatory effect through the
model of acute inflammation (paw edema), their ability to permeate the blood-brain
barrier (BBB) using a tool of the partition coefficient (log P) obtained experimentally
mutagenicity with the in vivo micronucleus test in reticulocytes obtained in peripheral
blood, the ability of the compounds to inhibit the synthesis of TNF-a in enzyme assay
by ELISA and antioxidant activity of compounds by using DPPH. Compounds Lapdesf
FUR-FD IV and V showed anti-inflammatory activity higher than their positive controls,
while the other compounds showed activity only superior to their negative controls. The
log P obtained experimentally showed values between 2 and 4, these values are
consistent for drugs that cross the BBB and act on the central nervous system (CNS).
Also, it was noted that neither genotoxic compounds were compared to the positive
control used. The compounds were similar to thalidomide in inhibiting the synthesis of
TNF-a in macrophages activated with lipopolysaccharide (LPS). And it demonstrated to

possess antioxidant activity in DPPH model.
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1. INTRODUCAO

Doencas neurodegenerativas compreendem uma condicdo que leva a perda
progressiva de estrutura e/ou funcdo dos neurdnios, tanto no cérebro quanto na medula
espinhal, levando o paciente a uma perda de fungdo motora (ataxia) ou disfung¢édo sensorial
(deméncia), podendo acarretar em 6bito do paciente. (UTTARA et al., 2009; CARLESI et al.,
2011)

As formas mais comuns de doencas neurodegenerativas sdo: a doenca de Alzheimer
(DA), doenca de Parkinson, esclerose lateral amiotréfica, deméncia frontotemporal, doenca
de Huntington e esclerose multipla (UTTARA et al., 2009; NIEOULLON, 2011). Com o
envelhecimento da populagdo mundial, devido as melhorias e avangos nos cuidados de
saude, ha um aumento nos casos de doencas crénico degenerativas, como as doencas
neurodegenerativas que estdo se tornando mais prevalentes. Doencas neurodegenerativas
ainda ndo possuem prevencgédo ou cura, e a confirmacéo do diagnostico somente é possivel
no post mortem. (VILELA & CARAMELLI, 2006; TELPOUKHOVSKAIA & ORVIG, 2012)

O numero total de pessoas com deméncia no mundo em 2010 foi estimado em 35.6
milhdes, projecBes indicam que esses valores devem dobrar nos proximos 20 anos,
atingindo aproximadamente 65.7 milhdes de pessoas em 2030. O numero total de novos
casos de deméncia no mundo a cada ano é de 7.7 milhBes, o que corresponde a um novo
caso sendo diagnosticado a cada quatro segundos (WHO, 2012). Os dados epidemiologicos
no Brasil sdo semelhantes aos observados no resto do mundo, com taxa de incidéncia de
7,7 para cada 1000 individuos ao ano se tornando portadores da doenca, valores estes

referentes a pessoas com idade superior a 65 anos. (LEMOS et al., 2012)

A deméncia pode ser dividida em formas corticais e subcorticais. A DA é uma forma
de deméncia cortical (BASSIL & MOLLAEI, 2012). DA é uma doencga cerebral progressiva
que afeta as regides do cérebro que controlam a memoria e fungbes cognitivas, pacientes
com DA também mostram uma extensa perda de sinapses e neurbnios no hipocampo e nos
cortex frontal e temporal, gradualmente comprometendo a memodria e capacidade de
aprendizado, raciocinio, comunicacéo e realizagédo de atividades diarias. (RUBIO-PEREZ &
MORILLAS-RUIZ, 2012; VARNUM & IKEZU, 2012)

A DA é hoje a forma mais comum de deméncia contribuindo entre 60-70% dos casos
diagnosticados no mundo (WHO, 2012). Como uma condi¢c&do progressiva complexa a DA
envolve interagbes sequenciais de cascatas patologicas, incluindo a interacéo dos peptideos

B-amiloides (BA) que se agregam levando ao desenvolvimento de placas, também
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denominadas de placas senis, e a hiperfosforilacdo e agregagéo da proteina tau formando
os emaranhados neurofibrilares (ENF). Juntamente a esses processos ocorrem processos
associados, como a inflamacédo (neuroinflamacgdo) e o estresse oxidativo, estas cascatas
patolégicas sdo os principais causadores para a perda da integridade sinaptica e
neurodegeneracao. (HAMPEL et al., 2010)

A idade avancada é um fator de risco para o desenvolvimento da DA, sua incidéncia
€ de 1-2% em pessoas com idade entre 60 e 64 anos, se elevando para até 30% entre
pessoas com 85 anos ou mais, e podendo atingir valores de prevaléncia superiores a 50%
para pessoas com idade igual ou superior a 95 anos. (VILELA & CARAMELLI, 2006;
AGOSTINHO et al., 2010)

Enguanto a exata fisiopatologia da DA ainda ndo foi determinada (VARNUM &
IKEZU, 2012) evidencias sugerem o envolvimento da inflamacdo como importante fator para
o desenvolvimento da doenca. (TUPPO & ARIAS, 2005)

A identificacdo de marcadores inflamatérios no plasma e liquido cefalorraquidiano de
cérebros post mortem, tornou-se um marcador da DA. Este fato sugere que a inflamacao no
sistema nervoso central (SNC) é um fator importante que contribui diretamente com a
neurodegeneracdo. O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), um importante mediador da
inflamacao, no cérebro é primariamente sintetizado e liberado pelas células da glia,xas quais
podem ser ativadas por trauma, infeccdo ou a presenca de componentes enddgenos, e
agregados de proteinas anormais, tais como os peptideos BA na DA (TWEEDIE et al.,
2012). Portanto compostos capazes de inibir esta citocina pré-inflamatéria poderiam auxiliar

no tratamento da doenca diminuindo sua progressao.

A talidomida, inicialmente descrita como um farmaco hipnético e sedativo, hoje é
reconhecido por também possuir atividade inibidora da sintese de TNF-a, modulando sua
biossintese. A inibicdo de TNF-a é responsavel pelos efeitos analgésicos periféricos
observados na talidomida. A agcdo da talidomida como anti-inflamatorio deve-se a sua
subunidade ftalimidica. Analogos estruturais estdo sendo desenvolvidos e avaliados,
buscando melhorar essa atividade. (SHIBATA et al., 1995; RIBEIRO et al., 2000; LIMA et al.,
2001)

O potencial da talidomida para o tratamento da DA foi demonstrado por Ryu &
McLarnon (2008), em seus estudos observou-se que a talidomida foi capaz de impedir a
perda de neurbnios no hipocampo, pela inibicio do TNF-a, e apresentou atividade
antiangiogénica. (APPLEBY et al., 2013)
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Compostos andlogos de talidomida (LI et al., 2005) podem ser considerados
interessantes no tratamento da DA, sendo capazes de estabilizar microttbulos, diretamente
relacionado a hiperfosforilacao de proteina tau. (BALLATORE et al., 2012)

O 6xido nitrico (NO) é uma importante molécula de sinalizacdo envolvida na
modulacao da plasticidade sinaptica, e possui correlagdo com o processo de aprendizagem
e memoria, demostrando inclusive efeitos neuroprotetores. Enquanto concentracdes
fisiolégicas de NO séo essenciais para a funcdo neuronal, em altas concentragcbes o NO
pode desencadear efeitos citotoxicos, capazes de levar a perda de neurdnios por morte
celular. (SCHIEFER et al., 2012)

O desenvolvimento de compostos com capacidade neuroprotetora que sejam
doadores de NO devem possuir a capacidade de produzir NO de maneira lenta e por um
longo periodo de tempo, uma vez que doadores de NO de liberacdo rapida podem gerar
grandes quantidades de NO, levando a formacéo de espécies reativas de nitrogénio (RNS),

capazes de gerar dano as células.

O trabalho de Schiefer e colaboradores (2012) mostra o uso de derivados de
furoxano como agentes neuroprotetores e capazes de melhorar a cognicdo com potencial

aplicacdo na DA.

Assim, compostos derivados ftalimidicos, capazes de inibir TNF-a, poderiam reduzir
o processo de neuroinflamacéo que é descrita na DA, retardando a progressdo da doenca, e
derivados doadores de NO podem contribuir na plasticidade sinaptica, cognicdo e memoria

dos pacientes acometidos pela DA.
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2. OBJETIVOS

Obijetivo geral

Este trabalho tem como objetivo a obtencdo dos hibridos Lapdesf FUR-FD I-VI com

propriedades anti-inflamatérias e doadoras de 6xido nitrico Uteis para o tratamento dos

sintomas associados a doenca de Alzheimer.

Obijetivos especificos

1

Obtencao dos compostos Lapdesf FUR-FD I-VI.

Avaliar a atividade anti-inflamatoria através do modelo de edema de pata induzido
por carragenina.

Avaliacdo de possiveis danos cromossémicos causados pelos compostos obtidos,
empregando-se o teste de micronucleo.

Determinar experimentalmente a propriedade fisico-quimica Log P.

Avaliar a capacidade dos compostos em inibir a sintese de TNF-a em ensaio
enzimatico por ELISA.

Avaliar a atividade antioxidante dos compostos utilizando método de DPPH.
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3. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Para a obtencdo dos compostos candidato a farmaco utilizou-se o processo de
hibridacdo molecular com base nos protétipos talidomida e furoxano, adicionando um

espacador entre 0S grupos.

Esquema 1 — Planejamento estrutural dos compostos Lapdesf FUR-FD I-VI.

R R —
Y e e
L © AN RECeHsS02 £ ~CoHi0
1—\L2ri4
NH N\O\N Ri= C3HsOOH
A o /o B o
Ftalimida

Furoxano

R=CsHs ou CgHs5SO»

Espacadores:

z/\s_q Z/\/O\SS

Espacador A-I Espacador B-ll Espacador C-IlI Espacador D-1V
o} ¢}
S o /55 O)J\O/\/\o/‘z,
e
Espacador E-V Espacador F-VI
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Esquema 2 — Estrutura quimica dos compostos obtidos.

Compostos:
(0]
: Q ©§
_L

° TN /\N

° \ N IS N( \

[e) o o~ \0/
Lapdesf FUR-FD | Lapdesf FUR-FD II Lapdesf FUR-FD llI

(e)
g =N O\/\/O N NVO-
N* O o \
N—O

N+

Lapdesf FUR-FD IV Lapdesf FUR-FD V Lapdesf FUR-FD VI

Os relatos da relacdo estrutura-atividade da talidomida e anélogos revelaram o
potencial farmacoférico do anel ftalimidico na atividade anti-TNF-a, mecanismo evidenciado
como responsavel pelos seus novos efeitos terapéuticos, ao mesmo tempo em que denotam
a irrelevancia do grupamento glutarimida, responsavel pela toxicidade. A hipotese relaciona
a teratogenicidade da talidomida ao seu grupamento glutarimida, o qual viabiliza o
planejamento e sintese de novos analogos a talidomida, com maior eficacia terapéutica e
desprovidos de seu efeito teratogénico (LIMA et al., 2001, LIMA et al., 2002).

Os derivados furoxanicos sdo conhecidamente doadores de NO, atividade esta
relacionada ao efeito eletrbnico do substituinte ligado ao anel furoxanico. Grupos
eletroatratores, ou seja, que retiram densidade eletrbnica contribui para um aumento na
doacado de NO, enquanto aqueles doadores de elétrons diminuem a doag¢édo. (CERECETTO
& PORCAL, 2005)

No planejamento estrutural para a selecdo da subunidade espacadora (arilica) foi
levado em consideracdo a adequada funcionalizagdo para possivel acoplamento entre as
duas subunidades (ftalimidica e furoxanica). Também foram selecionados como
espacgadores 0s substituintes em que a modulacdo na inibicdo de TNF-a pudesse ser
diferenciada. Relatos da literatura sobre a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade
biolégica de derivados ftalimidicos inibidores de TNF-a mostram que a inibicdo desta
citocina é maior quando o nucleo ftalimidico esta diretamente ligado a um anel aromatico, e

menor atividade é observada quando o nudcleo ftalimidico esta ligado a derivados alquilicos
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(LIMA et al.,, 2001; HASHIMOTO, 2002). No planejamento estrutural esse parametro foi
levado em consideracdo, para selecionar espacadores que contribuissem a subunidade
ftalimidica distintos perfis de inibicdo do TNF-a. (SANTOS, 2012)

Através das estratégias de modificacdo molecular, como a hibridagéo e a latenciacao
de farmacos, planejaram-se compostos com carater dual de acdo em que uma mesma
estrutura quimica tivesse a capacidade de inibir a citocina TNF-a, representada pela
subunidade ftalimidica, e doadores de NO, representado pela subunidade furoxanica. Esses
novos compostos foram planejados inicialmente para o tratamento da anemia falciforme
(SANTOS, 2009), excecdo feita ao composto Lapdesf FUR-FD VI, que foi planejado
inicialmente neste trabalho. A acéo sinérgica observada nos compostos deve representar

uma nova abordagem terapéutica para o tratamento da DA.

Rafael Consolin Chelucci



22
Revisao Bibliogréafica

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1.Histérico da doenca de Alzheimer

Alois Alzheimer (1864-1915), em dezembro de 1888 iniciou seus trabalhos no Asilo
Municipal para Doentes Mentais e Epiléticos (Stadtische Heilanstalt fir Irre und
Epileptische), localizado em Frankfurt, local este que viria a permanecer por 14 anos. O foco
dos estudos de Alzheimer se baseava na analise dos sintomas psiquiatricos observados em
seus pacientes com resultados histopatol6gicos obtidos de autopsias do cérebro dos
mesmos. (GOEDERT & GHETTI, 2007; CIPRIANI et al., 2010)

A histéria da DA comeca em 25 de Novembro de 1901, quando Alzheimer, agora
diretor médico assistente do asilo de Frankfurt, admite como sua paciente Auguste Deter, de
51 anos (GOEDERT & GHETTI, 2007). Auguste D., havia sido internada no dia anterior por
seu marido. Durante o Ultimo ano, ela vinha sofrendo de alteragbes progressivas em sua
personalidade (DAHM, 2006; RAMIREZ-BERMUDEZ, 2012), com o0 aparecimento de
disturbios cognitivos severos, desorientacdo, afasia, delirios e comportamento imprevisivel

foram listados como os principais sintomas clinicos. (MOLLER & GRAEBER, 1998)

Figura 1 — (A) Alois Alzheimer (1864-1915). (B) Auguste Deter (1850-1906)

O marido de Auguste D. afirmou que a memoria de sua esposa comecou a falhar e
ela passou a ter dificuldades com atividades diarias, desenvolveu medo de pessoas até
entdo conhecidas e comecou a apresentar sintomas de paranoia que a levavam a gritar e
agir de maneira incontrolavel (DAHM, 2006; GOEDERT & GHETTI, 2007). De acordo com

as palavras de Alzheimer em seu artigo de 1907, “ela mostrou rapido aumento na perda de
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memoria, estava desorientada carregando objetos para |4 e para ca em seu quarto e os

escondendo. As vezes, ela sentiu que alguém queria mata-la e comecgou a gritar bem alto”.

Auguste D., foi descrita como uma mulher delirante, esquecida, desorientada,
ansiosa, desconfiada, rebelde e negativa (RAMIREZ-BERMUDEZ, 2012). Alzheimer nunca
havia encontrado uma paciente com tais sintomas antes. Ele era fascinado pelo caso de

Auguste D. e decidiu examina-la mais de perto. (DAHM, 2006)

No decorrer dos anos o estado de Auguste D. piorou, na clinica, ela estava
desorientada e confusa em relacdo a tempo e espaco. Seu discurso se tornou
completamente ininteligivel e suas atividades cada vez mais aleatérias e sem sentido. Em
seu ultimo ano de vida Auguste Deter deteriorou a uma condicdo de mudez e apatia
passando boa parte de seu tempo em repouso na sua cama. Em 08 de Abril de 1906,
Auguste Deter morreu em decorréncia de uma septicemia resultante de uma Ulcera de
decubito no sacro e regido trocantérica esquerda. (DAHM, 2006; VERHEY, 2009; CIPRIANI
et al., 2010)

Alzheimer entdo pediu que o cérebro da paciente fosse enviado a Munique, cidade
alema em que Alois Alzheimer passou a desenvolver seus trabalhos, para analise e exames
patoldgicos. Isto deu a Alzheimer a oportunidade de descobrir alteracdes histolégicas
responsaveis pelos sintomas por ele observados. (DAHM, 2006; GOEDERT & GHETTI,
2007)

Os primeiros estudos do cérebro de Auguste D. ja confirmavam a suspeita de
Alzheimer (DAHM, 2006) o exame anatbmico-patolégico revelou uma atrofia difusa de todo
0 cérebro e alteracbes caracteristicas de suas estruturas internas, em especial nos
conjuntos de células corticais (MOLLER & GRAEBER, 1998). Assim como 0s cortes
histol6gicos demonstravam uma perda massiva de células em todo o cérebro. (DAHM,
2006)

Além da atrofia, Alzheimer observou filamentos grossos e fortemente corados nos
neurdnios restantes. Observou, também, o depésito de uma substancia nao identificada sob
a forma de placas em todo o cdértex cerebral. Mostrando o que hoje sdo considerados o0s
marcadores histopatolégicos da DA: a perda de neurdnios, bem como o acumulo de ENF e
BA. (DAHM, 2006)

Em 3 de novembro de 1906, Alzheimer apresentou seus resultados do caso de

Auguste D. pela primeira vez, a palestra intitulada, “O processo de uma doenca rara do

Rafael Consolin Chelucci



24
Revisao Bibliogréafica

cortex cerebral” (Uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde), era uma versdo mais
curta do que foi mais tarde publicado por Alzheimer em 1907. (MOLLER & GRAEBER,
1998)

‘4
&

Figura 2 - Desenhos de emaranhados neurofibrilares (ENF) publicados por
Alzheimer em 1911.

Entre 1908 e 1910, Emil Kraepelin (1856-1926) trabalhava na 82 edicdo do seu livro
sobre psiquiatria. Kraepelin, considerado um dos psiquiatras mais influentes do inicio do
século XX, tornou-se leitura padréo para psiquiatras e psicélogos em todo o mundo. No
capitulo sobre deméncias senis e pré-senis, Kraepelin introduziu a doenca de Alzheimer
pela primeira vez. Ele escreveu "um grupo peculiar de casos com graves alteracdes
celulares tem sido descrita por Alzheimer" e passou a resumir 0s sintomas clinicos e

alterac@es histoldgicas desta nova doenca. (DAHM, 2006)

De acordo com a historia oficial da DA, ndo ha duvida que Alois Alzheimer fez uma
auténtica descoberta que mudou o paradigma clinico-patolégico da deméncia. (RAMIREZ-
BERMUDEZ, 2012)

4.2. Epidemiologia e prevaléncia da doenca de Alzheimer

A média de idade da populagdo mundial esta aumentando. As melhorias no sistema
de saude no século passado contribuiram para as pessoas viverem mais e melhor. No
entanto, esse fato também resulta no aumento do nimero de pessoas com doencas néo
transmissiveis e crénico-degenerativas, incluindo a deméncia. Embora pessoas de idade,
sejam os principais afetados pela deméncia, a doenca ndo é parte normal do
envelhecimento. (CORBETT, et al., 2012; WHO, 2012)
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As projecOes para prevaléncia e incidéncia indicam que o nUmero de pessoas com
deméncia deve continuar a crescer, em especial entre os mais idosos. Paises em franco
desenvolvimento que enfrentam o fendmeno de transicdo demogréfica devem experimentar
0Ss maiores crescimentos. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em
conjunto com Alzheimer's Disease International, divulgado no relatério “Dementia: a public
health priority” de 2012, o nimero total de pessoas, no mundo, com algum tipo de deméncia
em 2010 foi estimado em 35.6 milhdes e é projetado para quase dobrar a cada 20 anos,
podendo atingir 65.7 milhdes de pessoas em 2030 e 115.4 milhdes em 2050. O numero total

de novos casos de deméncia a cada ano é de 7.7 milhdes.

Baseado em dados clinicos e patoldgicos, a DA é claramente a causa mais comum
de deméncia senil no mundo, em quase toda sua totalidade, nos individuos com idades
entre 65 e 85 anos. (KAWAS & CORRADA, 2006)

Mundialmente, a prevaléncia da deméncia € estimada em 3,9% das pessoas com 60
anos ou mais. Em paises desenvolvidos, cerca de 1 em cada 10 idosos, com 65 anos ou
mais, possui algum grau de deméncia, enquanto mais de um terco das pessoas
consideradas como muito idosas, com mais de 85 anos, apresentam sintomas e sinais de
deméncia (FERRI et al., 2011; STRAUSS et al., 1999; CORRADA et al., 2008; QIU et al.,
2009). A DA se tornou a principal causa de deméncia em todo o mundo e a quarta causa de
morte nos paises desenvolvidos depois do cancer, doencgas cardiovasculares e acidente
vascular cerebral. (SHARMA et al., 2012)

4.3. Fisiopatologias da doenca de Alzheimer

A DA geralmente inicia-se como um comprometimento cognitivo leve, afetando
principalmente memaria de longo prazo, evoluindo gradualmente até atingir o estagio de
deméncia grave. A maioria dos casos de DA sao esporadicos, de origem desconhecida,
provavelmente resultante da acdo sinérgica de fatores genéticos e ambientais.
(AGOSTINHO et al., 2010)

Patologicamente, a DA é caracterizada pelos depdsitos extracelulares de proteina
BA, sob a forma de placas senis, depdsitos BA nos vasos sanguineos cerebrais, e inclusbes
intracelulares de proteina tau hiperfosforilada, sob a forma de ENF (GAMBA et al., 2012;
WOLFE, 2012). Outro marcador da DA é a extensiva neurodegeneragdo, a morte celular e

perda de sinapses. Até agora, a maioria dos estudos sobre a progressdo da doenca
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investigou individualmente cada uma das alteracdes encontradas no cérebro de pacientes.
No entanto, evidéncias mostram uma estreita interacdo entre as diferentes alteracdes que
levam a doenca. (TAKATA & KITAMURA, 2012; LANE et al., 2012)

Figura 3 - Fotografia retirada do corte histolégico do cértex cerebral de um paciente com DA,
placas senis (seta preta) e os ENF (seta vermelha). (retirado de PERL, 2010)

Na fase inicial da doenca, o cértex e hipocampo séo particularmente afetados,
fazendo com que o paciente passe a apresentar déficits de cognicdo e memoria. Com o
decorrer da DA, até 80% dos neurdnios no hipocampo se degeneram, e 0s sintomas
progressivos da DA se manifestam como distlrbios cognitivos e reduzida capacidade de
lidar com a vida cotidiana. (DANYSZ & PARSONS, 2012)

No ultimo estagio da doenca, ha uma difundida neurodegeneracéo em varias regiées
do cérebro, incluindo os lobos temporal, parietal e frontal. Enquanto a maioria dos neurbnios
perdidos nas regifes corticais sdo glutamatérgicos, certas populagbes de neurdnios
subcorticais também apresentam vulnerabilidade seletiva na DA, em particular os neurénios
noradrenérgicos do locus coeruleus e os neurdnios colinérgicos do prosencéfalo basal
perdem suas fungbes relativamente cedo na doenca (LANE et al, 2012;
TELPOUKHOVSKAIA & ORVIG, 2012)

A deficiéncia cognitiva e posterior deméncia provocada pela DA esta intimamente
associada a neurodegeneracdo provocada no sistema limbico e neocortex. (CREWS &
MASLIAH, 2010)
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4.3.1.Peptideos B-amiloide (BA) e placas senis

Embora os principais mecanismos moleculares que levam ao desenvolvimento da
DA nao estarem claramente entendidos devido a sua complexidade, avancgos recentes tém
demonstrado que a polimerizagdo de BA, originando as placas senis, possui grande
importancia para o desenvolvimento da patologia. (GENG et al., 2012)

O principal componente das placas senis € o peptideo BA. Com fun¢éo desconhecida
este se origina a partir da clivagem da proteina precursora amiloide (APP)
(TELPOUKHOVSKAIA & ORVIG, 2012). O peptideo BA pode variar entre 39-43 residuos de
aminoacidos, e € o principal componente presente nas placas amiloides no cérebro de
pacientes diagnosticados com DA (DI CARLO et al., 2012). Os principais fragmentos de BA
formados sdo os de 40 aminoécidos (BA™°), forma solGvel, e 42 amino&cidos (BA**?), forma
insoltvel. Os fragmentos de 42 aminoacidos sé@o a forma mais prevalente encontrada nas
placas senis. (TELPOUKHOVSKAIA & ORVIG, 2012)

A APP é uma proteina transmembranar composta por 695 aminoacidos
(TELPOUKHOVSKAIA & ORVIG, 2012). Esta proteina é clivada em varios pequenos
fragmentos de polipeptidios através da acédo conjunta de trés proteases: a-secretase, B-
secretase (BACEL) e y-secretase. (EFREMOQV et al., 2011). Os peptideos BA sao obtidos
pela clivagem sequencial somente de (-secretases e y-secretases. A terceira secretase, a-
secretase, cliva a APP na transicdo dos segmentos intramembranar e extracelular, no meio
da sequencia de aminoacidos que da origem ao fragmento BA, portanto ndo é considerada
como amilogénica (DI CARLO et al., 2012). A clivagem da APP pode seguir duas vias
distintas (fig. 4), dando origem a formacao dos peptideos BA (via amiloidogénica), e outra via

dando origem a fragmentos ndao amiloidogénicos.

Rafael Consolin Chelucci



28
Revisao Bibliogréafica

via via
amiloidogénica nao-amiloidogénica
- —
p3 SAPPa SAPPp Ap

AR VAR A e R RN
LAEERARA <g§,<c<< 0§ AL ««,y«g« LELLRES
-

Figura 4 - Representacdo esquematica da clivagem de APP. (adaptado de
CAVALLUCCI et al., 2012)

O acumulo anormal de BA ¢é o resultado do desequilibrio entre os niveis de producao
de BA, agregacdo e depuracdo (clearance). A depuracdo BA é realizada por enzimas
proteoliticas como neprilisina, proteinas auxiliares chaperonas, tais como APOE, lisossomal
(autofagia) e néo lisossomal (proteassoma). (CREWS & MASLIAH, 2010)

Em condicdes fisiolégicas normais a proporcdo entre BAY* e BA™ é de 1:10. BA™™?
possui heurotoxicidade muito maior que o residuo de 40 aminoacidos e sua agregacédo é

mais rapida do que a cinética de outros B-peptideos. (DI CARLO et al., 2012)

O acumulo progressivo de BA resulta na formacdo de oligbmeros e fibrilas, os
principais componentes encontrados nas placas senis. Evidencias sugerem que a formacao
das placas senis é diretamente responsavel pelos efeitos citotdéxicos observados aos
neurbnios (CREWS & MASLIAH, 2010), efeito esse associado ao processo de

neuroinflamacéo, que leva a morte neuronal. (GHOSH et al., 2012)

4.3.2.Hiperfosforilacdo de proteina tau e emaranhados neurofibrilares

Outra caracteristica histopatologica da DA €é a deposicdo de ENF normalmente

encontrados nos corpos celulares e dendritos de neurdnios. Estes feixes de proteinas
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anormais consistem de depositos helicoidais de proteina tau hiperfosforilada (BRUNDEN et
al., 2009; DANYSZ & PARSONS, 2012). Além de DA, a agregagcdo de tau é uma
caracteristica observada em muitas doencas conhecidas como tauopatias (QUERFURTH &
LAFERLA, 2010; BULIC et al., 2012), como deméncia frontotemporal (DE PAULA, et al.,
2009), doenca de Parkinson, doenca de Pick, degeneracdo coértico-basal, paralisia
supranuclear progressiva e encefalopatia traumética crbnica (deméncia pugilistica).
(GARCIA & CLEVELAND, 2001; RAMACHANDRAN & UDGAONKAR, 2013)

Em neurbnios sadios, a proteina tau é normalmente encontrada nos axbénios e
interage com a tubulina para estabilizar e promover a montagem de microtibulos (MT) para
o transporte de vesiculas e organelas (AKOURY et al., 2013), ao contrario dos achados
descritos nas tauopatias, em que a proteina encontra-se distribuida no corpo celular e nos
dendritos. A proteina tau pode ser encontrada na forma sollvel ou insoltvel; esta ultima é
identificada nos filamentos helicoidais pareados (FHP), que é o principal componente dos
emaranhados neurofibrilares. A proteina tau controla a dindmica dos MT durante a
maturacdo e o crescimento dos neuritos, sendo a maior proteina do citoesqueleto. (DE
PAULA et al., 2009)

A fosforilacdo normal de tau é de vital importancia para que ocorra interacdo com
MT. No entanto, em condi¢Bes patolégicas, ha um desequilibrio entre a ligacdo de tau aos
MT resultando em um anormal aumento da fracdo livre de tau. Quando fosforilada em
excesso, hiperfosforilacao, resulta em emparelhamento helicoidal dos filamentos levando a
agregacdo e formacdo de emaranhados neurofibrilares prejudicando a ligacdo com MT, e
eventualmente, levando a desmontagem dos mesmos e morte neuronal. (BALLATORE et
al., 2007; CHEN et al, 2012; KOLAROVA et al., 2012)

A proteina tau humana no SNC existe em seis isoformas variando em comprimento
de 352-441 residuos de aminoacidos. Derivadas por splicing alternativo de mRNA de um
Gnico gene (MAPT) localizado no cromossoma 17 e possui 16 éxons. O splicing alternativo
dos éxons 2, 3 e 10 resulta na presenca de seis diferentes isoformas que contém,
respectivamente, nenhuma, uma ou duas inser¢cdes no segmento aminoterminal. O splicing
alternativo do éxon 10 produz isoformas 4R ou 3R da tau, dependendo, respectivamente, da
presenca ou da auséncia da sequéncia de aminoacidos codificada por ele. (DE PAULA et
al., 2009; HARRINGTON, 2012; SAVELIEFF et al., 2013)

MT sé@o constituintes essenciais do citoesqueleto em células eucaridticas e estao
envolvidos em uma série de importantes fungBes estruturais e reguladoras, como a

manutencdo do formato da célula, o transporte intracelular, bem como o crescimento e
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divisdo celular. Estruturalmente, MT s&o tubos ocos de aproximadamente 24 nm de
didametro, que resultam da polimerizacdo de cabeca a calda de heterodimeros a e B-
tubulina. (BALLATORE et al., 2012)

Estudos tém demonstrado que a extensdo e distribuicho de emaranhados
neurofibrilares em casos de DA correlaciona com o grau de deméncia e a duracdo da
doenca, e isto sugere que estas anormalidades tém algum impacto direto sobre a
capacidade de funcionamento do cérebro. (PERL, 2010)

4.3.3.Neuroinflamacéo

O cérebro foi considerado durante muito tempo como um local imunologicamente
privilegiado, por possuir a barreira hematoencefalica que controla a entrada e saida de
substancias, e a auséncia de um sistema. Porém no final de 1980, McGeer & McGeer
publicaram um trabalho propondo que a imunidade inata desempenha papel significativo em
desordens neurodegenerativas linfatico (SCHULTZBERG et al., 2007). Embora vista com
ceticismo na época, hoje o papel da resposta imune em condicdbes como doenca de
Parkinson e Alzheimer deixou de ser questdo de debate (DROUIN-OUELLET &
CICCHETTI, 2012). Hoje o SNC é conhecido por possuir um sistema imune enddégeno que

€ coordenado por células imunocompetentes da micréglia. (TUPPO & ARIAS, 2005)

O processo inflamatério associado ao SNC, neuroinflamacéo, difere do processo que
ocorre na periferia do corpo. O cérebro ndo possui fibras nervosas de dor, o que torna dificil
reconhecer a ocorréncia do processo inflamatério e seus sinais classicos, como rubor
(vermelhiddo), tumor (inchaco), calor e dor. Esses processos ndo s&o tipicamente
observados no SNC (TUPPO & ARIAS, 2005). Nos processos de neuroinflamacgao
observamos um processo cronico ao invés da inflamagcdo aguda. (RUBIO-PEREZ &
MORILLAS-RUIZ, 2011)

A neuroinflamagdo € uma caracteristica patolégica da DA (RUBIO-PEREZ &
MORILLAS-RUIZ, 2011). Evidéncias sugerem que as respostas inflamatérias contribuem
para o progresso da DA (LEE et al., 2010). Ha uma convergéncia de mecanismos
responsaveis pelo processo inflamatério que conduzem a producdo de mediadores
neurotoxicos. Na neuropatologia da DA, a inflamagdo do sistema nervoso central € um
componente invaridvel relacionado as placas amiloides extracelulares (FERRETTI et al.,

2011). Os peptideos BA, ENF e degeneracdo neuronal parecem ser as fontes mais
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provaveis de inflamacéo. Além disso, a presenca de células da glia reativas (astrocitos e
micréglia) nos locais onde ha deposito de placas amiloides sugerem que a DA é uma
cascata neuroinflamatoria. (SHARMA, 2011; BERNHARDI & EUGENIN, 2004)

Os principais agentes envolvidos no processo inflamatério na DA sdo provavelmente
a microglia e astrécitos e possivelmente em menor grau os neurénios, todos que séo
componentes celulares do cérebro tém muitos papéis criticos na homeostase. (TUPPO &
ARIAS, 2005)

As células da micrdglia estdo envolvidas em processos reguladores criticos para o
desenvolvimento, manutencdo do ambiente neuronal e reparo de ferimentos. No cérebro
normal e saudavel, as células da micréglia estdo em um "estado de repouso" caracterizada
por baixa expressao de receptores de membrana que atuam em funcdes imunol6gicas. Os
astrocitos sao as células da glia mais abundantes e sdo essenciais para a homeostase e
fungbes neuronais. (GIATTI et al., 2012)

A microglia ativada desencadeia o recrutamento e proliferacdo de astrocitos, que
ativamente reforca a resposta inflamatéria a depdsitos extracelulares de BA (AGOSTINHO et
al., 2010). Uma vez ativada as células da micrdglia e astrocitos passam a liberar mediadores
inflamatdérios, citocinas como interleucinas (IL-18 e IL-6) e TNF-a, espécies reativas de
oxigénio (ROS), espécies reativas de nitrogénio (RNS), prostaglandinas e proteinas do
sistema complemento (AGOSTINHO et al., 2010; SHARMA, 2011). Estes produtos liberados

pelas células possuem papel no dano neuronal. (SHARMA, 2011)

Todos esses mediadores do processo inflamat6rio imunitarios aparecem associados
a lesbes de doencas neurodegenerativas, 0 que sugere um estado de inflamacéo cronica
(BERNHARDI & EUGENIN, 2004). A geracéo e a secrecdo de mediadores pro-inflamatorios
podem interagir em diversos niveis com a neurodegeneracdo. Assim, citocinas pro-
inflamatdrias ndo sé contribuem para a morte neuronal, mas podem também influenciar as
vias classicas neurodegenerativas, tais como processamento de APP e fosforilacdo tau.
(RUBIO-PEREZ & MORILLAS-RUIZ, 2011)

TNF-a é um importante mediador da inflamacao e proeminente entre citocinas proé-
inflamatdérias, e ao que se sabe, esta associado a efeitos neuropatoldgicos subjacentes as
véarias doencgas neurodegenerativas. (SHARMA et al., 2012; TWEEDIE et al., 2012)

O TNF-a no SNC atua na plasticidade sinaptica, apoptose, neurogénese, e outras

fungbes biolégicas em nivel molecular. Também influencia mecanismos celulares
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relacionados a aprendizagem, memoria e cogni¢cdo, quando em condic¢des fisiologicas. No
entanto em condi¢cdes patolégicas, o TNF-a pode conduzir a disfungdes colinérgicas,
estresse oxidativo e nitrosativo, ativacdo de caspases e efeitos sobre a hiperfosforilacdo de
proteina tau e morte celular. (SHARMA et al., 2012)

Um mecanismo através do qual o TNF-a é neurotoxico € por estimulagdo dos
receptores de glutamato, tais como o receptor de NMDA. A excitotoxicidade, em geral, esta
ligada a ativacdo excessiva de receptores de glutamato, particularmente o receptor de
NMDA. (SHARMA et al., 2012)

4.3.4. Estresse oxidativo

Os processos neuronais dependem criticamente da funcdo mitocondrial. Este fato
pode ser observado na necessidade elevada de oxigénio pelo SNC, que chega a consumir
20% de todo o oxigénio que respiramos, enquanto corresponde a apenas 2% do peso
corporal. A intensa demanda metabdlica dos neurbnios ocorre pelo seu papel na
neurotransmissdo, uma vez, que os neurbnios devem manter diferentes gradientes de
concentracao para os ions, utilizando proteinas de alto consumo energético. As espécies
reativas de oxigénio (ROS) sdo continuamente formadas como consequéncia do
metabolismo celular. (BRAWEK et al., 2009)

Em condic¢des fisioldgicas normais, ha um equilibrio entre a formacéo de ROS e sua
eliminacdo. Baixos niveis de ROS séo considerados fisiolégicos e desempenham papéis
importantes na transducéo de sinais e comunicacao entre o nucleo e as mitocéndrias. Niveis
elevados de ROS tém efeitos prejudiciais as estruturas celulares, lipidios, DNA e proteinas,
podendo conduzir a célula a morte. Quando h& um desequilibrio entre producéo e
eliminacdo levando a um acumulo de ROS, diz-se que existe 0 estresse oxidativo.
(BRAWEK et al., 2009; PORTO, 2001)

O cérebro é particularmente vulneravel aos danos oxidativos, devido a seu elevado
consumo de oxigénio, niveis elevados de acidos graxos poli-insaturados (muito vulneravel a
oxidacdo por radicais livres), os baixos niveis de antioxidantes e os niveis relativamente
elevados de ions de metais de transicdo. (AGOSTINHO et al., 2010; UTTARA et al., 2009)

Seguindo a teoria da neuroprotecdo com a utilizag@o profilatica de antioxidantes, os

radicais livres ganham posicdo de destaque na explicagdo mais convincente para
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diversificadas alteracbes degenerativas associadas ao envelhecimento (NOHL, 1993;
FUKAGAWA, 1999).

ROS séo continuamente formados como consequéncia de metabolismo celular de
oxigénio: cerca de 1-5% do total de oxigénio consumido pela mitocbndria € convertido em
ROS pela reducdo parcial de oxigénio para o anion radical superoxido (O,¢), que é
convertido enzimaticamente e ndo enzimaticamente em peroxido de hidrogénio (H,0,), que
pode ser transformado no altamente reativo radical hidroxila (OH+) na presenc¢a de metais de
transicdo (BRAWEK et al., 2009; LOFFLER, 2010).

O estresse oxidativo € uma resposta excessiva de adaptagcdo do organismo,
aumentando a ativagao intracelular de proteases e lipases dependentes de calcio, levando a
um prejuizo na fosforilacdo oxidativa mitocondrial e geracdo de espécies reativas, mais
eficientemente do que as vias fisioldgicas (CHOI, 1988; FADDA & ROSSETTI, 1998).

O peptideo BA, particularmente as formas sollveis, podem levar a ativacdo da
microglia que por longos periodos de tempo geram ROS, contribuindo para o dano neuronal.
(BRIEGER, 2012)

4.4. Oxido nitrico (NO)

Descoberta nos anos 80, a concepcdo de que células vasculares eram capazes de
sintetizar NO a partir do aminoacido L-arginina, foi recebida com ceticismo, porém hoje essa
ideia ja foi comprovada de forma irrefutdvel (QUEIROZ & BATISTA, 1998). O estudo da
sinalizacdo do NO se tornou uma area de extensa investigacéo e de rapido crescimento na
pesquisa biomédica. (PANNU & SINGH, 2006)

Apds 0 metabolismo, a arginina é biotransformada em um intermediario, a NC€-hidroxi-
L-arginina com a presenca de nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fostato-hidrogénio
(NADPH) e Ca** sendo necesséario mais NADPH e O, para a formagédo de L-citrulina e NO.
(SANTOS, 2009)
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Figura 5 - Representacéo esquematica da biossintese de 6xido nitrico, a partir da I-
arginina, catalisada pela enzima NO sintase (adaptado de QUEIROZ & BATISTA,
1999).

O NO é uma molécula pequena, altamente difusivel e reativa que apresenta meia
vida curta (STEINERT et al., 2010). Importante molécula de sinalizacdo que controla uma
grande variedade de processos biolégicos (SHAHANI & SAWA, 2011), dependendo do
ambiente na qual o NO é gerado, pode mediar a regulacdo de uma série de funcbes
fisiologicas, que ainda ndo estdo esclarecidas em sua totalidade. De fato € aceito hoje que o
NO é essencial como molécula efetora ou mensageira, no controle do ténus vascular,
controlando a adeséo e agregacao plaquetaria, em processos relacionados a imunidade e
inflamacao, atenua a adesao e ativacao de leucécitos, possui atividade neurotransmissora,
mediacao na ativacdo da sintese de gama globina, entre outras (CERECETTO & PORCAL,
2005; PANNU & SINGH, 2006; CALABRESE et al., 2007; SCATENA et al., 2010; SANTOS,
2009). Mas pode também reagir com os radicais superdxido para gerar destrutivas espécies
de azoto reativo (SRNS), tais como o triéxido de diazoto (N,O3) e peroxinitrito (ONOQO)
como observado em condicbes neurodegenerativas. (PANNU & SINGH, 2006;
(CALABRESE et al., 2007)

NO é produzido por trés diferentes isoformas de NO sintases (NOSs), duas delas sao
expressas de maneira constitutiva, a forma neuronal (nNOS) que é predominantemente
expressa no tecido neuronal, e a forma endotelial (eNOS) predominantemente expressa nas
células do endotélio vascular, sdo essencialmente reguladas pelo influxo de Ca® e
subsequente ligacdo a calmodulina. A terceira isoforma, a forma induzida (iNOS) produz NO
em resposta a uma grande variedade de estimulos, principalmente a endotoxinas e
mediadores pro-inflamatérios enddgenos, esta isoformas independe da presenca do ion
Ca’" para ativacdo. Uma vez induzida iINOS gera grande quantidade de NO durante um

longo periodo de tempo, o que tem sido relacionado a manifestacbes patoldgicas
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observadas em doencas neurodegenerativas. (PANNU & SINGH, 2006; SHAHANI & SAWA,
2011; ADLER et al., 2010)

O NO desempenha vérias fungdes no SNC. Sob condi¢des fisiolégicas, contribui
para a regulacdo, proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo de neurénios. O NO esta
envolvido no controle do sono, apetite, temperatura corporal, em atividade sinaptica,
plasticidade neural, aprendizagem e memoria, e exerce efeitos duradouros através da
regulacéo dos fatores de transcricdo e na modulacédo do gene expressdo. (CALABRESE et
al., 2007; STEINERT et al., 2010)

Como neurotransmissor sua producdo ocorre quando ha liberacdo de glutamato na
fenda sinaptica e se liga ao receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) em um neurdnio pos-
sinaptico. Esta ligacéo provoca a abertura dos canais no neurénio pos-sinaptico, permitindo
a entrada de Ca®" na célula, e sua posterior ligacdo a calmodulina. O complexo
Ca®'/calmodulina liga-se entdo & forma da NO sintase encontrada nas células nervosas,
nNOS, e esta ligacdo ativa a enzima que catalisa a oxidacdo da L-arginina para L-citrulina e
NO. (THATCHER et al, 2006; QUEIROZ & BATISTA, 1999)
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Figura 6 — Produgcdo de NO para atuar como neurotransmissor, sendo produzido
pela enzima constitucional nNOS, dependente do ion célcio. (retirado de QUEIROZ
& BATISTA, 1999).

Esse sistema de liberagdo de NO é considerado importante para a modulagdo da
transmissdo sinaptica e plasticidade em regifes do cérebro tais como o hipocampo e no
cortex cerebral, que séo essenciais para a aprendizagem e memoria. H4 muito tempo se

postulou que o NO desempenha um papel critico em cascatas de transdugéo de sinais que
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estdo comprometidos na DA, contribuindo para amenizar os sintomas de comprometimento

cognitivo e deméncia que caracterizam DA. (THATCHER et al., 2006)

Enquanto concentracgdes fisiolégicas de NO sao essenciais para a fung¢édo neuronal,
em altas concentragcbes o NO possui efeito citotdéxico, podendo conduzir & morte celular,
portanto, um neuroprotetor mimético de NO ideal, deve possuir a capacidade de produzir um
menor fluxo de NO durante um periodo de tempo longo. (SCHIEFER et al., 2012)

4.5. Doadores de NO e derivados furoxanos

Os nitratos organicos, nitritos, complexos NO-metdlicos, N-nitrosaminas, N-
nitrosotidis, N-hidroxiguanidinas, derivados de &cido hidroxamico e derivados furoxanicos
estdo entre as classes de compostos que possuem a capacidade de doar NO. (SANTOS,
2009)

Alguns desses doadores como complexos NO-metalicos, N-nitrosaminas e N-
nitrosotidis apresentam algumas desvantagens como instabilidade quimica e fisica e
apresentam meia-vida muito curtas perdurando por alguns minutos. A menos que seja
resolvida essa instabilidade, essas desvantagens os desqualificam como potencias
farmacos doadores de NO. (BARRETO et al., 2005).

A quimica dos furoxanos (2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol) (fig. 7) é muito bem conhecida.
Estes sistemas sdo amplamente utilizados em quimica organica como compostos
intermediarios na sintese de varios heterociclicos (CERECETTO & PORCAL, 2005).
Furoxanos sdo compostos termicamente estaveis e representam uma classe importante de
doadores de NO, que podem produzir altos niveis de NO in vitro. (LING, et al., 2011)

R2
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\ \ N*—> o
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Figura 7 - Estrutura quimica dos nucleos furoxanico (2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol)

Em pouco mais de 50 anos, um amplo espectro de atividades biologicas tem sido
relatado para os furoxanos. No entanto recentemente, 0s compostos que incorporam o0 2-N-

oxido-1,2,5-oxadiazol tém cada vez mais chamado a atencdo de quimicos medicinais,
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devido a seu grande numero de propriedades quimicas e atividades biolégicas em
diferentes alvos. (CERECETTO & PORCAL, 2005)

De fato, quando se relaciona a capacidade de doacdo de NO com o substituinte do
carbono ligado ao N-O6xido observamos que a maior doacdo de NO esta relacionado a
presenca de grupos eletroatratores ligados a esse carbono (SORBA et al., 1997; SANTOS,
2009).

Embora a capacidade de doacdo de NO por parte dos derivados furoxanicos esteja
bem fundamentada na literatura, os mecanismos para essa doagcdo ainda permanecem
obscuros. Derivados furoxanicos podem produzir NO, quando em solucdo fisiolégica na
presenca de tidis, como a L-cisteina. Um mecanismo proposto para justificar a liberacéo de
NO é o ataque do ion tiolato, na posicdo 3- e/ou 4- do anel, seguido por abertura do anel
para dar um derivado nitroso, que liberta o anion NO-nitroxilo, que por sua vez é oxidado a
NO. (CENA et al., 2006; SCATENA et al., 2010)

Podemos observar (fig. 8) que a doacdo de NO é dependente inicialmente do ataque
do enxofre do ion tiolato ao carbono que contém o nitrogénio N-6xido. Assim, pode-se
propor que a doacdo de NO pode ser facilitada pela introducdo nesse carbono de
substituintes que séo favoraveis estericamente e retiram a densidade eletrbnica, tornando
esse atomo de carbono mais deficiente eletronicamente e com maior suscetibilidade ao
ataque do nucledfilo. (SANTOS,2009)
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Figura 8 - Mecanismo sugerido para liberacdo de NO pelos derivados furoxanicos. (adaptado de
MEDANNA, et al., 1999)
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Curiosamente, alguns furoxanos também pode produzir NO espontaneamente sem a
assisténcia de tidis. Em conclusdo, a libertagdo de NO pelos furoxanos pode ocorrer tiol-
induzida ou espontanea dependendo do substituinte no anel, pode ocorrer em valores de pH
fisiolégicos através de mecanismos complexos que ainda requerem maior investigacao.
Além disso, tanto a taxa e a quantidade de NO gerado pode ser modulada através da
introducdo de substituintes adequados para o anel. (CENA et al., 2006; SCATENA et al.,
2011)

4.6. Talidomida e derivados ftalimidicos

A talidomida a-[N-ftalimido]-glutarimida é um derivado sintético do acido glutamico,
foi sintetizada em 1954 na Alemanha Ocidental, pela empresa Chemie Grinenthal e
introduzida no mercado aleméo em 1956 para o tratamento de ansiedade, ins6nia, nauseas
e vOmitos. Devido a sua aparente falta de toxicidade, a talidomida passou a ser prescrito
para mulheres gravidas. No ano de 1958 ja era comercializada na maioria dos paises
industrializados. No inicio, a talidomida foi considerada um dos mais seguros hipnéticos
sedativos do mercado, uma vez que ndo causava dependéncia e eram descritos poucos
efeitos adversos, diferentemente dos barbitdricos que ocasionavam comprometimento da
funcao respiratoria e/ou perda da coordenacdo motora. (STIRLING, 1998; LIMA et al., 2006;
MARTINEZ-FRIAS, 2012)

No entanto, a talidomida possuia efeitos adversos graves, que acabou resultando em
uma tragédia mundial entre os anos de 1957 a 1962. Descobriu-se que o0 uso de talidomida
durante o primeiro trimestre de gravidez causava a ma formacdo (focomegalia) nos fetos
(ITO & HANDA, 2012). A focomegalia causada pela talidomida foi responsavel por
aproximadamente 12.000 casos de defeitos congénitos graves em todo o mundo (LIMA et
al., 2006), sendo entao retirada do mercado. (BHTA & AL-OMAR, 2011)

Apesar dos efeitos teratogénicos causados pela talidomida, em 1965 o médico
dermatologista israelita, Jacob Sheskin, prescreveu a talidomida como sedativo para
pacientes acometidos pela hanseniase, observando acentuada reducéo da dor associada ao
processo inflamatério do eritema nodoso hansénico, identificando as propriedades anti-
inflamatdérias até entdo desconhecidas. (BARTLETT et al., 2004; LIMA et al., 2001; LIMA et
al., 2006)
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A molécula da talidomida possui estrutura quimica relativamente simples, consistindo
em dois sistemas de anéis, o anel ftalimidico e o anel de glutarimida, com um dnico centro
assimétrico. A talidomida possui dois isémeros (fig. 9) opticamente ativos, forma R(+) e S(-),
sendo a forma S(-) a responsavel pela teratogenicidade. (MULLER et al., 1996; STIRLING,
1998; BARTLETT et al., 2004)

0 O o O
NH HN
N o O N
H H
o) 0

R-(+)-Talidomida S-(-)-Talidomida

Figura 9 - Formula estrutural da talidomida, mostrando seus diferentes isbmeros.

Hoje a molécula da talidomida, é descrita possuindo propriedade anti-inflamatoria,
imunomoduladora, e efeitos antiangiogénicos (UEYAMA et al., 2008). A explicacédo para a
atividade anti-inflamatéria da talidomida surgiu em 1991 quando se descobriu sua
capacidade de inibir a sintese de TNF-a produzido por macréfagos (SAMPAIO et al., 1991).
Estudos também mostram a capacidade da talidomida em inibir o TNF-a originario de outras
células diferentes dos macréfagos, mas que também tenham sido ativadas por estimulos
inflamatérios, como a micréglia (LOKENSGARD et al., 2005).

O anel ftalimidico é relatado como um interessante bio6foro, constituindo a
subunidade estrutural de carater farmacofoérico para uma série de compostos com diferentes
atividades farmacoldgicas, entre elas anticonvulsivante, ansiolitica, anti-Parkinson, anti-
Alzheimer, inibidoras de HIV integrasse (LIMA et al., 2001; LIMA et al, 2002;
VERSCHUEREN et al., 2005; SANTOS et al, 2006), anti-inflamatéria, atividade analgésica,
hipolipemiante (BHTA & AL-OMAR, 2011) e imunomoduladora. (BORGES &
FROEHLICH, 2003).

4.7. Tratamentos existente para DA

Nas ultimas décadas, o registro de medicamentos para o tratamento de novas
patologias ou que representam inovagBes terapéuticas em doengas conhecidas,

principalmente infecciosas e com alto impacto socioecondmico, como cancer e doencas
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neurodegenerativas, tem diminuido de forma continua, contrastando com 0s avangos
tecnolégicos e cientificos que permitem uma melhor qualidade de vida. (VIEGAS-JUNIOR et
al., 2007)

Alguns dos grandes desafios para os quimicos medicinais no século XXI é a
descoberta e desenvolvimento de compostos capazes de prevenir e tratar pacientes
acometidos pela DA (WOLFE, 2012). Atualmente ndo ha tratamento capaz de curar ou
modificar de maneira eficaz a doenca (FAN & CHIU, 2010). Os medicamentos disponiveis
no mercado atuam apenas reduzindo alguns sintomas manifestados pelos pacientes da DA.
(MAHLEY & HUANG, 2012).

O tratamento atualmente disponivel é baseado em inibidores das duas enzimas
responsaveis pela degradacdo da acetilcolina: acetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesterase (BuChE). (RELIGA & WINBLAD, 2003; ONOR et al., 2007)

Quatro farmacos que pertencem a diferentes grupos quimicos foram aprovados para
o tratamento da DA em diferentes fases, que variam de ligeira a moderada: tacrina (ja
retirada do mercado), donepezila, rivastigmina e galantamina (fig. 10). Inibidores de
acetilcolinesterase podem aliviar sintomas em pacientes com DA e melhorar sua habilidade
cognitiva elevando os niveis de acetilcolina nas regiées das sinapses (BEEDESSEE et al.,
2013), uma vez que no decorrer da doenca, ha uma perda substancial de neurénios
colinérgicos (RELIGA & WINBLAD, 2003; MUSIAL et al., 2007).
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Figura 10 - Formula estrutural de inibidores de acetilcolinesterase (IAChE) utilizados no
tratamento da DA.
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A tacrina (9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina), uma aminoacridina, foi descrita pela
primeira vez em 1961 como um inibidor reversivel da AChE e BuChE. Trinta e dois anos
depois, em 1993, foi aprovado como o primeiro farmaco que tem efeitos benéficos sobre a
cognicdo em pacientes com DA. No entanto, pouco tempo depois, foi descoberto que
também teve efeitos colaterais muito sérios, como a hepatotoxicidade que levou a retirada
do medicamento do mercado. (MUSIAL et al., 2007)

Donepezila foi o segundo farmaco aprovado pelo Food and Drug Administration
(FDA) para o tratamento da DA, indicado para pacientes que apresentavam estagios leve a
moderado da doenca. E uma nova classe de inibidores da AChE com uma N-
benzilpiperidina e uma porgédo indanona, que possui uma acdo mais longa seletiva aos
receptores AChE. (SUGIMOTO, 2000)

A rivastigmina € um farmaco amplamente utilizado em pacientes com DA. Este
farmaco pertence a uma nova geracdo de inibidores da colinesterase com uma fraccéo
carbamato, que é capaz de reagir covalentemente com o sitio ativo da AChE. Rivastigmina
exibe 10 vezes maior afinidade para AChE cerebral do que para a forma periférica. A
seletividade para a enzima cerebral e atividade inibidora de AChE e BuChkE fazem da

rivastigmina um farmaco com bom perfil farmacolégico. (MUSIAL et al., 2007)

A galantamina é um alcaloide isolado a partir de varias espécies diferentes da familia
Amaryllidaceae, como a, Galanthus woronowii. E um inibidor de ac&o central reversivel da
AChE usado no tratamento da DA, a galantamina mostrou-se capaz de melhorar as funcdes
cognitivas dos pacientes. A galantamina possui atividade menor que a tacrina porém

apresenta menor toxicidade. (MUSIAL et al., 2007)

A outra classe de farmacos disponiveis para o tratamento da DA atua no sistema
glutamatérgico, bloqueando a N-metil-D-aspartato (NMDA). Nesta categoria, a memantina é
0 Unico farmaco aprovado pela FDA (BASSIL & MOLLAEI, 2012). A memantina € um
antagonista ndo competitivo moderado de receptores NMDA, que modula a transmisséao do
sinal do glutamato. O bloqueio do canal de NMDA modula os efeitos de niveis tonicos

elevados do neurotransmissor glutamato. (McKEAGE, 2009)

A memantina foi aprovada pelo FDA para o tratamento DA em casos moderados e
severos, podendo interferir com a excitotoxicidade glutamatérgica ou proporcionando uma
melhora sintomética através dos efeitos sobre a fungdo dos neurdnios do hipocampo.
(CUMMINGS, 2004)
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Em muitos casos, os inibidores da AChE ou memantina utilizados em monoterapia
ou em associacao nao alteram o quadro de deficiéncia cognitiva dos pacientes. Os farmacos
disponiveis apresentam diminuicdo no efeito terapéutico durante a progressao da doenca.
(POTTER, 2010)

4.8. Modificagdo molecular

Por ser um processo demorado e dispendioso, a descoberta e desenvolvimento de
novos farmacos busca utilizar diferentes metodologias para a obtencdo de candidatos a
farmacos de maneira mais rapida e barata. Entre os métodos de introducao de novos
farmacos na terapéutica, os processos de modificacdo molecular sdo 0s mais promissores.
(CHUNG & FERREIRA, 1999; DIMASI et al., 2003)

A modificacdo molecular basicamente consiste em tomar uma substancia quimica
bem determinada e de acado biolégica conhecida como molécula protétipo e a partir disso
sintetizar congéneres, analogos ou homdlogos estruturais do mesmo (FERREIRA &
KOROLKOVAS, 1980), que possuam nao apenas melhoria da resposta biolégica como
aumento de poténcia, melhor perfil de atividade especifica, mas também modificacdes na
farmacocinética, ou entdo minimizacdo de efeitos colaterais indesejados que estao
normalmente presentes na molécula protétipo e que impedem sua aplicacdo na clinica
(MONTANARI, 2011), melhor seguranca e formulacdo mais adequada ao manuseio pelos
profissionais da saude, além de melhor aceitabilidade pelos pacientes. (WERMUTH, 2004;
FERREIRA & KOROLKOVAS, 1980).

A modificacdo molecular exige a prévia hierarquizagdo das distintas contribui¢cdes
farmacoféricas das diferentes subunidades estruturais da molécula do ligante, de maneira a
preserva-las, assegurando seu reconhecimento molecular pelo biorreceptor. (BARREIRO et
al., 2002)

O planejamento racional de novos protétipos sintéticos utiliza uma série de métodos
de modificac@o estrutural que objetivam gerar novos compostos que apresentem melhores
propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas, explorando substéncias bioativas,
metabdlitos ativos de farmacos, bioisosterismo, otimizacéo seletiva de efeitos colaterais dos
farmacos e latenciacéo de farmacos. (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007)

Diversas estratégias sdo conhecidas para introduzir modificacdes estruturais em um

composto-protétipo, objetivando sua otimizacdo, seja farmacocinética ou farmacodindmica
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(BARREIRO et al., 2002). Entre as técnicas de modificacdo molecular, podemos citar:
latenciacdo, bioisosterismo, hibridacdo, anelacdo (WERMUTH, 2004) e restricdo
conformacional (BARREIRO et al., 2002).

Nas estratégias de latenciacdo e hibridacdo podem ser facilmente confundidas, pois
a nova molécula pode apresentar tanto efeito per se e/ou apés biotransformacéo,
apresentando, desta forma, caracteristicas mistas. (CHUNG, 2012)

4.9. Hibridacéo

A descoberta de novos farmacos esta associada a ideia de um Unico alvo para uma
Unica doenca. Muitos medicamentos de sucesso surgiram a partir dessa estratégia, e isso,
sem duvida, deve permanecer dominante por muitos anos. No entanto, apesar dos esforcos
dos pesquisadores, muitas doencas permanecem inadequadamente tratadas. Ha uma
disposicdo crescente para desafiar o paradigma atual e considerar o desenvolvimento de
agentes que modulem varios alvos simultaneamente (polifarmacologia), com o objetivo de
reforcar a eficacia ou melhorar a seguranca em relacdo aos medicamentos que abordam
apenas um alvo unico. (MORPHY & RANKOVIC, 2005)

A hibridacdo molecular é uma abordagem de modificacdo molecular que tem por
objetivo obter compostos que sejam ligantes multiplos, farmacos que reconhecam mais do
gue um receptor, com vantagens farmacocinéticas em relacdo a administracdo concomitante
de dois medicamentos diferentes. As vantagens de ligantes multiplos sdo a sua capacidade
de: ativar diferentes alvos partindo de uma Unica molécula, aumentando assim a eficacia
terapéutica, e alterar o perfil de biodisponibilidade na célula sendo eliminado de maneira
eficaz apds exercer os seus efeitos terapéuticos. (BARREIRO, et al. 2002; MORPHY, et al.,
2004; BOSQUESI et al., 2011)

A capacidade de um farmaco ser reconhecido por mais de um receptor no sistema
bioldgico, que por vezes era considerado um problema, passou a ser uma estratégia da
guimica farmacéutica medicinal para o desenvolvimento de compostos. A aspirina, por
exemplo, que inicialmente foi usada para o alivio da dor, hoje também é indicada na reducéo
da agregacao plaquetéria, prevencéo de pré-eclampsia, cancer e anti-artrite, demonstrando

o potencial multi-ligante desse farmaco (WEBER et al., 2004).

A hibridacdo molecular é uma estratégia de desenho racional de novos ligantes ou

prototipos baseado no reconhecimento de subunidades farmacoféricas na estrutura
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molecular de dois ou mais derivados bioativos conhecidos que, através da adequada fuséo

destas sub-unidades, leva a concepc¢do de novas moléculas hibridas que mantém as
caracteristicas pré-selecionadas dos modelos originais. (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007)

Apesar do desafio maior no desenho e otimizacao de ligantes oriundos da técnica de
hibridizacdo molecular, esta estratégia tem vantagens claras sobre coquetéis de
medicamentos, por ser mais facil o controle farmacocinético de uma Unica entidade quimica
e a diminuic&o do risco de interacdo farmaco-farmaco. (BARREIRO & FRAGA, 2008)

Os compostos obtidos através da hibridacao molecular podem ser classificados em:
conjugados, pré-fundidos e fundidos (fig. 11), de acordo com a hibridacdo do(s) grupo(s)
relevantes ao reconhecimento pelo(s) receptor(es). Nos hibridos conjugados, esses
farmacoforos sao unidos por um espacador por meio de uma ligacdo covalente néo labil, e
atuam por si sem a necessidade de bioativacdo quimica ou enzimatica. Quando as
subunidades sdo unidas sem a presenca de um espacador, temos os hibridos fundidos.
Inimeros séo os exemplos da literatura em que as subunidades farmacoféricas se mesclam
(se fundem) formando estruturas com menor tamanho, peso molecular e caracteristicas
farmacocinéticas e farmacodinamicas diferentes do protétipo (MORPHY & RANKOVIC,
2005; SANTOS, 2009).

4 N

)
Conjugado Pré-fundido Fundido

Figura 11 - Classificagdo dos compostos hibridos de acordo com a estratégia de
hibridacéo utilizada (adaptado de MORPHY & RANKOVIC, 2005).

Alguns processos fisiopatologicos envolvidos na génese de doencas podem, por
suas caracteristicas, sugerir a necessidade de desenharem bioligantes ou protétipos em que
sejam incluidas, na mesma molécula, propriedades farmacodinamicas duplas, de forma a
assegurar uma melhor eficacia terapéutica (BARREIRO & FRAGA, 2002). A atividade dupla
pode ser desejada em inibidores de duas enzimas distintas, envolvidas na mesma patologia,
ou pode estar relacionada com o antagonismo de dois bioreceptors diferentes ou mesmo

ainda podem envolver ambos 0s casos, ser um composto capaz de inibir uma determinada
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enzima e, simultaneamente, modular um determinado biorreceptor. (BARREIRO & FRAGA,
2008)

4.10. Latenciagdo de Farmacos

As estratégias de modificagdo molecular, como a preparacdo de pré-farmacos,
também denominada de latenciacdo de farmacos, tem recebido especial atencao
(KOROLKOVAS & BURCKHALTER, 1982; PERREIRA, 2007). Dentre os diversos farmacos
disponiveis no mercado, atualmente de 5 a 7% sé&o classificados como pro-farmacos
(RAUTIO et al., 2008). Podendo-se citar, 0 enalapril, omeprazol, sinvastatina e aciclovir,
considerados “blockbusters” devido ao potencial mercadoldgico (ETTMAYER et al 2004;
SANTOS, 2007).

O processo de latenciacdo de farmacos foi proposto inicialmente em 1959, por
Harper (CHUNG et al., 2005). A definicdo de pro-farmaco, considera-o como um farmaco
ativo, quimicamente transformado em um derivado inativo que requer uma etapa de
ativacao, in vivo, metabdlica ou quimica, antes que apresente seus efeitos farmacologicos
no tecido alvo. (CHUNG et al., 2005; CHUNG et al., 2008)

ARMA _A

FARMACO™") FARMACO ) - | TRANSPORTADOR )
Biotransformagdo quimica ou
enzimatica

PRO-FARMACO % § > PRO-FARMACO

BARREIRA BIOLOGICA

Figura 12 - Representacdo esquemética do conceito de pro-farmacos (adaptado de
CHUNG et al., 1999)
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O desenvolvimento de pro-farmacos € interessante e promissor como alternativa
para solucionar alguns problemas apresentados pelos farmacos atuais, entre eles os
problemas farmacocinéticos como absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecao,
toxicidade, baixa estabilidade quimica e melhora na seletividade para tecido ou célula alvo.
(CHUNG et al., 2005; CHUNG et al., 2008)

Os principais critérios a serem avaliados durante o planejamento de pro-farmacos
incluem: presenca de grupos funcionais passiveis de sofrer derivatizacdo através de
ligacdes labeis, presenca de sistemas enzimaticos que regenerem in vivo a molécula matriz
ou bioativem o pré-farmaco, e predicdo de fenbmenos como toxicidade e instabilidade do
pré-farmaco, baseados nos conceitos da quimica farmacéutica e medicinal, e que

inviabilizariam a estrutura proposta.

Os pro-farmacos foram classificados em: pro-farmacos classicos, bioprecursores,
pré-farmacos mistos, pro-farmacos dirigidos e pré-farmacos reciprocos. (TESTA, 2004;
CHUNG et al., 2005).

Bioprecursores:

Segundo Chung e colaboradores (2005), bioprecursores sédo farmacos latentes que
nao apresentam um transportador, sendo moléculas inativas que sofrem Biotransformacéao

in vivo, normalmente por hidrélise ou pelo sistema redox, dando origem ao metabdlito ativo.

Pro-farmacos classicos:

Os pré-farmacos classicos seguem a definicdo classica de latenciacdo, sao inativos
por si ou menos inativos que o farmaco matriz, somente se tornando ativo apés sofrer
hidrolise quimica ou enzimatica para liberar sua porcao ativa. Os pro-farmacos classicos séo
obtidos mediante ligag&do do farmaco matriz a um transportador adequado, com o objetivo de
melhorar as propriedades fisico-quimicas, aumentando sua atividade terapéutica,
seletividade, e reduzindo toxicidade. (SANTOS, 2009; CHUNG et al., 2005; STEFFANSEN
et al., 2004)

Pro-farmacos mistos:

Os pré-farmacos mistos possuem caracteristicas de pré-farmacos classicos e de
bioprecursores. Sao inicialmente inativos e necessitam sofrer diversas reacdes quimicas
para se converter na forma ativa, aumentando a concentragcdo do farmaco ativo em um sitio
de acao especifico. (BODOR & ABDELALIM, 1985; CHUNG et al., 2005; SANTOS, 2009)
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Pré-farmacos dirigidos:

Esta estratégia tem como objetivo reduzir os efeitos toxicos provocados pela acao
inespecifica do farmaco em outros alvos. Utiliza o conhecimento da presenca de receptores
ou enzimas especificas no sitio de acdo para reconhecimento do pro-farmaco que atuara
seletivamente no local de acdo. Entre os transportadores mais comumente utilizados estdo
os polimeros e anticorpos (CHUNG et al., 2008).

Pro-farmacos reciprocos:

O transportador apresenta atividade bioldgica apds a reacao de hidrélise quimica ou
enzimatica. O mecanismo de acao do transportador geralmente é diferente, e o pro-farmaco
apos hidrélise, pode atuar de forma sinérgica em alvos distintos. A utilizacdo dessa
estratégia pode diminuir a dose inicialmente utilizada, diminuindo os efeitos adversos e

contribui com maior adeséo do paciente ao tratamento. (CHUNG et al., 2005).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Reagentes

acetato de etila (Chemis);

acido 2-amino5-hidroxibenzéico (Henrifarma);

acido acético glacial (J.T. Baker);

acido cloridrico 37% (Synth);

acido clorossulfénico (Vetec);

acido m-aminobenzéico (Fluka)

acido p-aminobenzéico (Fluka);

acido o-aminobenzéico (Fluka)

acido monocloroacético (Fluka);

acido nitrico 98% (Vetec);

acido sulfarico concentrado (Synth);

agua destilada;

alcool cindmico (Fluka);

anidrido ftalico (J.T. Baker);

anilina (Synth);

bicarbonato de sédio (Across);

cloreto de sddio (Synth);

cloreto de tionila (Merck);

diciclohexilcarbodiimida (Fluka);

diclorometano (Chemis);

dimetilaminopiridina (Sigma);

etanol (Chemis);

etanolamina (Sigma);

éter dietilico (Merck);

ftalimida (Across);

hexano (Chemis);

hidroxido de potassio (Merck);

hidroxido de sodio (Merck);

metanol (Synth);

nitrito de sédio (Merck);

N-N-dimetilformamida (Sigma);

peréxido de hidrogénio 30% (Vetec);

silica para coluna 0,06-0,2 mm (Across);

sulfato de sédio anidro (Synth);

tetrahidrofurano (Merck);

tiofenol (Across);

tricloreto de fésforo (Merck);

trietilamina (J.T. Baker);
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5.2. Equipamentos

Agitador magnético IKA® modelo C-Mag HS4

Aparelho de ponto de fus&o capilar modelo SMP3 da Bibby Stuart Scientific®;
Balanca analitica Marte® - modelo AY 220

Balanca semi-analitica Gehaka® modelo BG 200

Espectrdmetro de ressonancia magnética nuclear Bruker® modelo DPX-300 operando a
300MHz para 'H e 75MHz para °C;

Espectrofotémetro no infravermelho Shimadzu® modelo IR Prestige-21;
Microscépio de fluorescéncia Leica Leitz® modelo DM RXE

Médulo de concentracdo Spead Vac Savant® modelo SPD 131 DDA acoplado a bomba &
vacuo Thermo Savant modelo VLP 80 e sistema de refrigeracdo Vapor Trap modelos RVT
405 DDA e RVT 4104;

Rotaevaporador 1ka® modelo RV10

Sonicador Unique® modelo UltraSonic Cleaner

5.3. Metodologia sintética

O planejamento sintético para obtengéo dos produtos finais Lapdesf FUR-FD I-VI foi
baseado na metodologia utilizada por Santos (2009). A obtengdo dos compostos propostos
envolve multiplas etapas nao divergentes. Inicialmente foram sintetizados os derivados
furoxanicos e ftalimidicos devidamente funcionalizados. Posteriormente estes intermediarios

foram acoplados levando a obtencdo dos produtos finais.

Foram obtidos dois derivados furoxanicos selecionados devido a capacidade variavel
de doacédo de NO (SCHOENAFINGER, 1999; CERECETTO & PORCAL, 2005). O derivado
3-(hidroximetil)-4-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido foi obtido explorando a reag¢do de alcenos
com triéxido de dinitrogénio. O derivado bis-aril-sulfonil furoxano obtido por meio da reacéo

entre o acido fenilsulfoniltioacético e acido nitrico fumegante em meio de acido acético.

Rafael Consolin Chelucci



50
Materiais e Métodos

Para a obtencdo do composto Lapdesf FUR-FD | (esq. 3) inicialmente deve-se obter
o derivado (2) a partir da reacdo do alcool cindmico (1) com nitrito de s6dio em meio com
acido acético. Este derivado funcionalizado foi interconvertido em seu cloreto de alquila
usando cloreto de tionila como agente clorante. Na Ultima etapa, a ftalimida atuando como
nucledfilo na presenca de solvente polar aprotico substitui o cloro em uma reacdo SN,
(substituicdo nucleofilica bimolecular).

(0]
OH cl : ;;N
X OH a) b) Q C) O
— I > < : N*
N\o/ \o_ / \O_ _O/ /

\
N-o o-N

1 2 3 Lapdesf FUR-FD |

a) NaNO,, HAc, 0°C, 24h; b) SOCI,, 25°C, 24h; c) Ftalimida potassica, 90°C, 24h.

Esquema 3 - Obtencédo do composto Lapdesf FUR-FD | obtido a partir do alcool cinamico.

Para a obtencdo dos compostos Lapdesf FUR-FD Il e VI foi sintetizado inicialmente o
3,4-bis(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-6xido (7) obtido através de trés etapas sintéticas (esq.
4): a) explorando a nucleofilicidade do ion tiofenoxido realizou-se uma reac¢ao do tipo SNy,
em que ocorre substituicdo do atomo de cloro do acido monocloroacético pelo enxofre do
grupo tiol formando o sulfeto; b) em uma segunda etapa, o sulfeto é oxidado a sulfona
usando como agente oxidante peroxido de hidrogénio 30%; c) em uma Ultima etapa, a

sulfona é reagida com acido nitrico 90% para formacao do intermediario (7).

0
OH I
c) N\/ S/O

O—N*

~

OA'

o)
SH 0 oo O Q\égo
\ 7/
S\)]\ S\)J\
a) O/ OH b)
—_— —_—
4 5 6 7

a)H,0, CICH,COOH, NaOH, 110°C, 2h; b) H,0,, HAc, 25°C, 48h; c) HNOs, HAc, 110°C, 45 min.

Esquema 4 - Obtenc¢éo do derivado bis-aril-sulfonil furoxano.

Este derivado furoxano (7) foi funcionalizado através de reacdes de substituicdo
nucleofilica aroméatica com a etanolamina e 1,3-propanodiol para permitir a reagdo de

acoplamento com os derivados ftalimidicos.
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a) etanolamina, THF, 0°C, 30 min; b) 1,3-propanodiol, NaOH 50% m/m, THF, 30min.
Esquema 5 - Obtenc¢éo do derivado fenilsulfonilfuroxanico e hidroxipropilfuroxanico.

Os derivados ftalimidicos foram preparados através de reacbes de condensacdo
entre o anidrido ftalico e derivados aminados previamente selecionados, levando em
consideracdo a relacdo estrutura-atividade biol6gica do nucleo ftalimidico, tido como
farmacéforico na inibicdo da citocina pro-inflamatéria TNF-a. Ademais, esses derivados
deveriam estar adequadamente funcionalizados para posterior reacdo de acoplamento com
a subunidade furoxanica. (SANTOS, LIMA & CHUNG, 2006; HESS et al., 2001).

O intermediério obtidos pela reacdo entre o intermediéario (7), etanolamina (8) e 1,3,-
propanodiol (17) foram reagidos com derivados ftalimidicos em reacdes do tipo SN,
permitindo o acoplamento de ambos com as subunidades ftalimidica funcionalizadas (10) e
(18) para obtencao dos produtos hibridos finais desejados, compostas Lapdesf FUR-FD II-
VI.
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Anidrido ftalico 10
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produto final
Lapdesf FUR-FD Il
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\
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produto final
Lapdesf FUR-FD VI

rota a: a;) acido p-aminobenzodico, HAc, 130°C, 1h; a,) derivado furoxanico, EDC, DMAP, CH,CI.
rota b: by) HAc, derivado furoxanico, 130°C, 24h.

Esquema 6 - Sintese dos derivados ftalimidicos e dos produtos finais Lapdesf FUR-FD Il e
VI
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Os compostos Lapdesf FUR-FD I, IV e V foram sintetizados através da reacao entre

o intermediario (7) com derivados ftalimidicos funcionalizados (11), (16) e (13) utilizando

agentes acoplantes para formacao de ésteres dos compostos hibridos desejados.
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Lapdesf FUR-FD IlI
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produto final
Lapdesf FUR-FD V

rota a: a;) acido o-aminobenzoico, HAc, 130°C, 1h; a,) derivado furoxanico, DIC, CH,Cl,, 0°C.
rota b: by) acido m-aminobenzdico, HAc, 130°C, 1h; b,) derivado furoxanico, DIC, CH,Cl,, 0°C.
rota c: ¢,) mesalazina, HAc, 130°C, 1h; ¢,) derivado furoxanico, DIC, CH,Cl,, 0°C.

0]
N OH 45
0 OH

produto final
Lapdesf FUR-FD IV

Esquema 7 - Sintese dos derivados ftalimidicos e dos produtos finais Lapdesf FUR-FD III-V.
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5.5. Métodos analiticos

5.5.1. Cromatografia em camada delgada

As andlises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas em
cromatofolhas de aluminio (AL TLC) de silica-gel 60 Fs, Sigma®, para o acompanhamento
das reacdes e das purificacbes dos compostos sintetizados. A visualizacdo das substancias
foi realizada em lampada ultravioleta (254-365nm), e/ou por exposi¢ado a iodo pulverizado ou

ninidrina para a detecgdo de aminas.

5.5.2. Espectrometria de RMN 'H e RMN **C

Os espectros de RMN *H e **C foram obtidos com a utilizacdo do Espectrémetro de
300MHz Fourier com Dual probe *H e 75MHz Fourier com Dual probe *C — Bruker, do
laboratério de Ressonéancia Magnética Nuclear do Instituto de Quimica da Universidade
Estadual Paulista (IQ-UNESP). Utilizando como solvente CDClI; (cloroférmio), (CD3),SO

(dimetilsulfoxido) e C3DgO (acetona).

5.5.3. Espectrofotometria de absorcao no infravermelho (1.V.)

-1

Os espectros de absorcao no infravermelho na regido de 4.000 a 400 cm , foram
obtidos em pastilhas de KBr no espectrofotbmetro de infravermelho FTIR-8300 da
SHIMADZU® Corporation, disponivel no Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara, SP

5.5.4. Determinacgao da faixa de fuséo

As faixas de fusdo (ou decomposicdo) foram determinadas em aparelho capilar
Melting Point Apparatus SMP3, Stuart Scientific®, disponivel no Laboratério de Quimica

Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara, SP.
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5.6. Ensaios
5.6.1. Coeficiente de particdo (Log P)

Para determinacéo do coeficiente de particao foi utilizado um sistema cromatografico
da Shimadzu® com médulo de controle modelo SCL-10A, detector UV-VIS modelo SPD-10A,
sistema de bombeamento de fase modvel quaterndrio modelo LC-10AD, degaseificador
modelo DGU-14A (a vacuo), e loop do injetor de 20uL. O controle e o registro das
informac6es foi realizado como programa CLASS A-VP da Shimadzu®, a coluna utilizada foi
a Agilent® Zorbax ODS C-18 (250mm x 4,6mm; 5um).

O método para determinacdo do coeficiente de particdo foi adaptado do OECD
Guideline for the Testing of Chemicals n°117. A fase moével empregada foi metanol:agua
(70:30) e o fluxo de 0,5mL/min. O volume de injecdo utilizado foi de 0,4uL. Ambiente de

temperatura controlada de 20° C e com detector selecionado em 245nm.

As estruturas quimicas dos compostos Lapdesf FUR-FD I-VI foram desenhadas no
software ChemDraw® Ultra 12.0 e no software on-line ALOGPS 2.1, para a determinac&o do
Log P estimado. Foram utilizadas as substancias descritas na tabela 1, pra obtencdo da
curva log K x log P, sendo K o fator de retencdo dado pela expressao: (Tr-To)/To, onde, Tr
representa o tempo de retencdo da substancia teste, e T, € 0 tempo morto, ou seja, 0 tempo

médio que uma molécula de solvente necessita para passar a coluna.

Tabela 1 — Padrdes utilizados na determinacéo da curva log K x log P.

Substancia Log P
Acetanilida 1,00
Acetofenona 1,70
Nifedipina 2,00
Diazepam 2,70
Clorobenzeno 2,80
Naftaleno 3,60
Bifenila 4,00
Fenantreno 4,50
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5.6.2. Teste de mutagenicidade in vivo (Hayashi et al., 1999)

Para a avaliacdo da mutagenicidade in vivo dos compostos Lapdesf FUR-FD I-VI, foi
utilizado o teste de micronicleo em células do sangue periférico de camundongos da
espécie Mus musculos (Swiss albino), com peso aproximado de 25 - 30g, provenientes do
biotério central da Universidade Estadual Paulista-UNESP. Os animais foram transferidos
para o biotério do Departamento de Farmacos e Medicamentos da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - FCFar UNESP, onde foram mantidos em condi¢cdes controladas de
temperatura, umidade e luz (escuro/luz 12/12h) e com racdo balanceada e agua ad libitum.
O experimento foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, campus Araraquara (n°
02/2013) (anexo ).

Cada grupo testado foi composto por 6 animais, sendo todos machos. Cada grupo
recebeu diferentes concentragbes dos compostos testados em 50mg/Kg, 100mg/Kg e
200mg/Kg via oral. Foi estabelecido um grupo controle positivo, ho qual os animais foram
tratados via intraperitoneal com ciclofosfamida (50mg/kg p.c.). O grupo controle negativo
recebeu via oral 0,3mL da suspenséo de carboximetilcelulose (CMC) 1% e tween 0,2% e o

grupo controle branco foi tratado apenas com agua.
5.6.2.1. Preparo das laminas com laranja de acridina (acridine orange)

As laminas limpas foram aquecidas em uma placa aquecedora a aproximadamente
70°C. Com as laminas quentes, colocou-se 10uL de solu¢do de laranja de acridina (1mg/ml)
sobre a lamina e espalhou-se utilizando a extremidade de outra lamina limpa. As laminas
foram secas ao ar e guardadas em caixa apropriada, a temperatura ambiente, em local

escuro, por pelo menos 24h.
5.6.2.2. Obtencéo do sangue e preparo das células

Com o auxilio de uma agulha, perfurou-se a cauda do animal, coletando-se 5uL de
sangue (aproximadamente uma gota) e depositando-0 no centro da lamina previamente
preparada, cobrindo-a com laminula. As laminas com o material biol6gico foram mantidas a -
20°C no escuro por no minimo 24 horas antes da analise citolégica, propiciando uma melhor

acédo do corante.

A andlise citoloégica das laminas contendo o sangue periférico dos animais foi
efetuada o mais rapido possivel, para evitar a deterioracdo do material. Esta andlise deve

ser realizada em microscopio de fluorescéncia, combinando luz azul (488 nm) e filtro
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amarelo. Foram contados 1000 reticuldcitos por animal e anotadas as frequéncias de células

micronucleadas.
5.6.2.3. Andlise estatistica dos resultados

Apo6s a andlise citolégica das laminas contendo amostras do sangue periférico dos
camundongos tratados com os compostos, foram calculadas as frequéncias médias de
células micronucleadas, bem como os desvios padrdo para cada um dos grupos de
tratamento. A partir desses resultados foi aplicado um teste de analise de variancia
(ANOVA). Nos casos em que p<0,05, as médias de tratamentos foram comparadas pelo
método de Tukey, com o calculo da diferenga minima significativa para a=0,05. Os testes

estatisticos foram realizados com o software estatistico Graph Pad Prism®, vers&o 5.01.

5.6.3. Atividade anti-inflamatéria aguda (modelo de edema de pata induzido por

carragenina)

O experimento de inflamacgéo aguda foi realizado seguindo o0 modelo de edema de
pata, na qual induziu-se a formacdo de exsudato inflamatério utilizando-se a carragenina
(200ug/pata) por via subplantar. (WINTER et al., 1962; CHUNG et al., 2009).

Foram utilizados ratos da espécie Rattus norvegicusda (linhagem Wistar), com peso
aproximado de 150-200g, provenientes do biotério central da Universidade Estadual
Paulista-UNESP. Os animais foram transferidos para o biotério do Departamento de
Farmacos e Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - FCFar UNESP, onde
foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura, umidade e luz (escuro/luz
12/12h) e com racdo balanceada e agua ad libitum. O experimento foi previamente aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas — UNESP, campus Araraquara (n°04/ 2012) (anexo IlI).

Cada grupo testado foi composto por 6 animais, sendo todos machos. Cada grupo
recebeu os diferentes compostos a serem testados, todos na mesma dose de 300pmol/Kg,
via oral. Foi estabelecido como grupo controle positivo o farmaco talidomida (300umol/Kg) e
indometacina (100umol/Kg). O grupo controle negativo recebeu via oral solugdo salina 0,9%
(0,2ml/100g).
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5.6.3.1. Procedimento experimental

Na execucdo dos experimentos, os derivados hibridos Lapdesf FUR-FD I-VI, foram
solubilizados em goma arabica e administrados via oral. As espessuras (mm) das patas
posteriores foram medidas antes e apds os tratamentos, de hora em hora, durante o periodo
de 6 horas apdés a administracdo do agente irritante carragenina. Decorrido o final do

experimento, os animais sofreram eutanasia com CO,.
5.6.3.2. Analise estatistica dos resultados

Os resultados obtidos foram expressos pela diferenca entre as leituras das patas
antes e apds os tratamentos. Os resultados também foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) monofatorial. Quando os resultados foram significativos na analise
estatistica, foi realizado em seguida o teste de comparaces mdultiplas (analises post hoc),
como o teste de Newman-Keuls. Os valores de p iguais ou inferiores a 0,05 sao
considerados significativos. (CONFORTI, et al., 2007)

5.6.4. Ensaio de inibicdo de TNF-a

Para a avaliacdo da viabilidade e deteccdo de TNF-a dos compostos Lapdesf FUR-
FD I-VI, foi utilizado camundongos da espécie Mus musculos (Swiss albino), com peso
aproximado de 25 - 30g, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacédo Biologica
na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério — CEMIB/UNICAMP. Os animais foram
transferidos para o biotério do Laboratério de Micologia do Departamento de Analises
Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - FCFar UNESP, onde foram mantidos
em condi¢cbes controladas de temperatura, umidade e luz (escuro/luz 12/12h) e com ragéo
balanceada e agua ad libitum. O experimento foi previamente aprovado pela Comisséao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP,

campus Araraquara (n° 03/2013) (anexo V).
5.6.4.1. Obtencéo dos macrofagos peritoneais

Os animais foram previamente inoculados, por via intraperitoneal (IP), com 3mL de
uma solucéo de tioglicolato de sodio a 3%. Decorridas 72 horas de estimulo, os animais
foram eutanasiados, em camara de CO,. O peritdnio foi entdo exposto em fluxo laminar para
a retirada do exsudato peritoneal. Em seguida, foram administrados 5,0mL de soluc&o salina

tamponada com fosfato (PBS) estéril (pH 7,2; 4°C). Ap6s uma leve massagem, para
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desprendimento dos macrofagos, o exsudato foi coletado com uma seringa e dispensado
em tubo cénico estéril para preparo da suspensao celular.

As células retiradas do exsudato peritoneal foram lavadas trés vezes com 5,0mL de
solucdo PBS e centrifugadas (400xg/5 minutos), em temperatura ambiente. As células
sedimentadas foram entdo ressuspendidas em meio de cultura RPMI-1640-C completo,
contendo 5% de FBS, 2-mercaptoetanol (2x10°M), penicilina (100U/mL), estreptomicina
(100UIl/mL) e L-glutamina (2mM). O numero de células foi determinado utilizando-se camara
hemocitométrica de Neubauer, e azul de tripan como corante. A concentracao das células
foi entdo diluidas para 5x10°élulas/mL, adicionando-se meio RPMI-1640 completo.
Posteriormente, as células do exsudato peritoneal foram colocadas em placas e incubadas a
37°C por 60 minutos em estufa com tensédo constante de CO, (atmosfera de 5%) para a
aderéncia dos macrofagos. As células ndo aderentes foram retiradas com lavagens

utilizando o meio de cultura RPMI-1640.
5.6.4.2. Ensaio de viabilidade celular de macréfagos (MOSMAN, 1983)

Utilizou-se como ensaio para determinacdo da viabilidade celular pelo método
colorimetricode MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) em
microplaca de 96 cavidades. As células obtidas no exsudato peritoneal dos camundongos,
previamente lavadas e com concentracdo de 5x10°células/mL, foram incubadas na
microplaca (100uL/cavidade), durante 60 minutos para a aderéncia celular. Em seguida,
foram adicionados 0os compostos a serem testados e nova incubacéo por 24 horas a 37°C
em atmosfera contendo 5% de CO,. Apds o tempo de incubacdo, o conteldo da placa é
descartado e 100uL de solugcdo de MTT (1g/mL) foi adicionado em cada um dos pocos. A
placa é entdo incubada por 3 horas a 37°C. Apés esse periodo, o contetdo da placa foi
novamente descartado e 100uL de alcool isopropilico ou duodecil sulfato de sddio (SDS)
foram adicionados a cada orificio. Utiliza-se como controle positivo células e controle
negativo meio de cultura. A leitura da absorbancia foi realizada utilizando-se
espectrofotbmetro UV/Visivel com comprimento de onda (A) de 540 e 620nm. Os resultados
dos valores de absorbancia foram convertidos em porcentagem de viabilidade celular, onde

0 controle negativo correspondia a 100% de viabilidade.
5.6.4.3. Obtencéo dos sobrenadantes das culturas de macréfagos peritoneais

As células retiradas do exsudato peritoneal foram ajustadas para uma concentracéo
de 5x10° células/mL em meio RPMI-1640-C e distribuidas em placas de cultura de tecidos

de 24 cavidades. Em cada cavidade foi adicionado 1,0mL de suspenséao celular, as placas
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foram incubadas a 37°C por 60 minutos em atmosfera contendo 5% de CO, a 37°C. Ap0s
esta incubacdo, as células ndo aderentes sao retiradas por lavagens com meio de cultura
RPMI-1640-C.

Para a producédo de citocinas adicionou-se 0,15mL de RPMI-1640-C adicionado de
LPS a 1pyg/mL, e 0,15mL dos compostos Lapdesf FUR-FD [-VI ou talidomida (controle
positivo) aos macrofagos aderidos a placa. Utiliza-se como controle positivo LPS 1,0ug/mL e
meio de cultura RPMI-1640-C como controle negativo.

Incubaram-se estas placas a 37°C em estufa com atmosfera contendo 5% de CO,
por mais 24 horas. ApOs esta incubacdo, o conteido das placas foi transferido para
eppendorfs que foram centrifugados a 7800xg durante 10 minutos em centrifuga refrigerada
a 4°C. Apos a centrifugacdo, os sobrenadantes foram coletados e armazenados em freezer

a -80°C até a determinacgédo da citocina TNF-a através do teste imunoenzimatico (ELISA).
5.6.4.4. Determinacao das citocinas TNF-a por método imunoenzimatico

A citocina TNF-a foi quantificada nos sobrenadantes obtidos das culturas de
macrofagos através do teste imunoenzimatico de captura (ELISA), utilizando o Kit Mouse
TNF ELISA, BD OptEIA™, de acordo com as instru¢des do fabricante.

Utilizando-se microplacas de 96 cavidades, adicionou-se a estas os anticorpos de
captura anti-TNF-a de camundongo na concentracdo de 4ug/mL (100uL/cavidade) diluido

em tampao PBS. A placa foi entdo incubada overnight em temperatura ambiente.

As placas foram posteriormente lavadas trés vezes com PBS (pH 9,5) contendo
0,05% de Tween-20 (PBS-T). Ap6s a lavagem, as placas foram bloqueadas com PBS
contendo 10% de FBS (PBS-FBS) e estas foram mantidas a temperatura ambiente por 60
minutos. Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T e 100uL da citocina
padrdo ou dos sobrenadantes das culturas de células peritoneais de camundongos foram
adicionados as placas. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 120 minutos

e lavadas cinco vezes com PBS-T.

Apos incubacao, foram adicionados 100uL/cavidade de anticorpo monoclonal anti-
TNF-a marcado com biotina e diluido na concentragdo de 400ng/mL em PBS-FBS. As
placas foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos e lavadas cinco vezes com
PBS-T, sendo entdo adicionados 100uL do conjugado peroxidase-estreptovidina diluido em

PBS-FBS e incubadas novamente a temperatura ambiente por 30 minutos.
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Apbs este processo, as placas foram lavadas sete vezes com PBS-T e 100uL do
substrato foram adicionados em cada cavidade. Ap0s nova incubagdo a temperatura
ambiente por 30 minutos, a reacao foi interrompida adicionando-se 50uL de acido sulfurico
(H,SO,4) 2N. A absorbancia foi lida a 450nm em espectrofotbmetro UV/Visivel de
microplacas e as concentragfes das citocinas foram obtidas utilizando-se uma curva padréao
previamente estabelecida com quantidades conhecidas de TNF-a padrao. Os testes foram
realizados em duplicata e os resultados expressos em picogramas/mL.

5.6.4.5. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico GraphPad Prism
5.01 aplicando-se analise de variancia com determinacdo do nivel de significancia a 5%
(p<0,05), através de comparacfes mdultiplas pelo teste de Tukey. Os resultados foram

expressos como média + erro padréo da média (EPM).

5.6.5. Atividade antioxidante (método DPPH) (adaptado de TOROK, et al., 2013)

Incialmente preparou-se uma solucdo-estoque do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) em metanol (0,04g/L), a solucdo de DPPH foi armazenada em auséncia de
luz. Utilizou-se como controle positivo acido ascérbico, e como controle negativo, tomou-se
150 uL de DMSO e 1350 pyL de metanol. As solucdes a serem testadas, Lapdesf FUR-FD I-
VI e &cido ascorbico, foram preparadas também em metanol nas concentracBes de 25uM,
50uM, 100uM, 200uM e 400uM, utilizou-se DMSO (concentracdo maxima de 0,1%) como

co-solvente para aumentar a solubilidade dos compostos.

Em seguida, adicionou-se na microplaca 50uL, em triplicata, dos compostos a serem
testados, e 100puL da solugdo de DPPH. A microplaca foi mantida em abrigo da luz e

mantida a 37°C durante 30 min.

Apos incubacéo, a diminuicdo na absorcdo de DPPH foi medida por um leitor de
microplacas (espectrofotbmetro) UV/Vis em 519nm. A porcentagem de redugdo na

absorbéancia do DPPH foi expressa pela férmula:

=(absorbancia controle negativo — absorbancia amostra) X100

absorbancia controle negativo
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1. Sintese

A interpretacdo dos espectros de infravermelho e ressonancia magnética nuclear
(RMN 'H e *C) dos compostos finais obtidos Lapdesf FUR-FD I-VI foi realizada baseando-
se nas referéncias SILVERSTEIN et al., 2007 e PAVIA, et al., 2009. A interpretacdo dos
deslocamentos quimicos por RMN dos derivados que apresentam o nucleo furoxanico
foi comparada com os dados disponiveis na literatura relativos a caracterizacao
estrutural dessas moléculas (CERECETTO et al., 1999; CENA, et al., 2001; SANTOS,

2009). Os espectros dos compostos finais estdo disponiveis na secdo de anexos.

6.1.1. Sintese do composto Lapdesf FUR-FD |

A estratégia utilizada para a obtencao do produto Lapdesf FUR-FD | (esquema 3), foi
inicialmente a sintese do derivado furoxanico (2), utilizando-se alcool trans-cindmico e nitrito
de sodio em meio contendo acido acético glacial. Esta reacéo apresenta um alto rendimento
mesmo apoés purificacdo em coluna cromatografica, aproximadamente 83%. Embora ndo se
conheca o0 exato mecanismo reacional, Santos (2009), propbe que a obtencdo deste

derivado ocorra por meio de reacdes radicalares.

Apoés obtencdo do derivado furoxanico (2), foi realizada a reacdo para alterar a
hidroxila da funcéo alcool para o grupo funcional haleto de alquila, mais precisamente o
cloreto de alquila. A reacdo foi realizada utilizando-se cloreto de tionila como agente
clorante. Apds a purificagdo por coluna cromatogréfica, obteve-se rendimento de 60%. A
alteracdo do grupo funcional &lcool para haleto de alquila ocorreu para introduzir um bom
grupo abandonador & molécula, a fim de explorar posteriormente a reagédo de substituicdo

nucleofilica bimolecular (SN,) com a ftalimidica potassica.

No mecanismo da reacado para obtencéo do haleto de alquila (3), reagéo do tipo SN,
a hidroxila da funcao &lcool atua como um nucledfilo atacando o atomo de enxofre do cloreto
de tionila, que possui deficiéncia eletrdnica por sustentar atomos eletronegativos como cloro
e oxigénio. Ocorre a formacgéo de um intermediério reativo e posteriormente ocorre o ataque
ao atomo do carbono metilénico pelo ion cloreto, atuando como nucledfilo. Na ultima etapa
ocorre a eliminacdo do grupo abandonador, que se decompde em didéxido de enxofre e

acido cloridrico.
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Esquema 8 - Mecanismo de reacdo para obtencéo do derivado furoxanico (3).

Analisando-se o espectro de RMN 'H dos compostos obtidos é possivel observar
diferencas significativas no deslocamento dos hidrogénios metilénicos. O composto
hidroxilado (2) apresentou deslocamento de & 4,77ppm (espectro 1), aparecendo como um
dubleto, devido ao acoplamento com o hidrogénio da hidroxila. Ao se comparar com o0
espectro do composto clorado (3) observa-se que os hidrogénios metilénicos deslocam-se
para & 4,61ppm (espectro 2), como um singleto. O resultado obtido € esperado uma vez que

0 atomo de oxigénio € mais eletronegativo que o cloro.
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Espectro 1 - Espectro de *H RMN do intermediario (2) (300MHz; CDsCl;— 7.28ppm).

Rafael Consolin Chelucci



64
Resultados e Discussodes

REl

B R
1 .I
4.81

Mormalized Intensity

0104

e

B e e e B B B e e RS R R e
25 20 15 10 05 0

T EaRaEEN
8.0 75 710 65 6.0 55 50 45 40 35 3
Chemical Shift (ppm)

Espectro 2 - Espectro de *H RMN do intermediario (3) (300MHz; CDsCl; — 7.28ppm).

Na ultima etapa sintética antes da obtencdo do produto final, a ftalimida potassica,
atuando como nucledfilo, ataca o carbono metilénico do haleto, e por reacao do tipo SN, ha

a formacéo do produto Lapdesf FUR-FD I, com rendimento de 91% na etapa final.
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Esquema 9 - Mecanismo de reacao para obten¢édo do composto Lapdesf FUR-FD I.

O composto Lapdesf FUR-FD | foi caracterizado utilizando espectrofotometria de
infravermelho (IV) e RMN *H. Pelo IV (tab. 2) foi possivel observar a presenca de carbonilas
de imidas, estiramentos simétricos e assimétricos, em 1776,44cm™ e 1716,65cm™. Outro

estiramento possivel de ser observado é referente a C=N do furoxano, em 1602,85cm™.

Tabela 2 - Bandas de absorcéo e IV relativos ao composto Lapdesf FUR-FD | (pastilha de KBr).

v (cm™?) Grupo Funcional
3064,98 C-H (aromatico)
1776,44 e 1716,65 C=0 (imida)
1602,85 C=N
1575,84 e 1460,11 C=C (aromatico)
1354,93 C-N-C
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Usando o RMN 'H (anexos |, espectro 2) foi possivel identificar a presenca dos
hidrogénios aromaticos da ftalimida em & 7,84ppm, os hidrogénios fenilicos em & 7,81-

7,78ppm e 6 7,57-7,54ppm e os hidrogénios da porcéo alquilica em & 4,95ppm.

Tabela 3 — Comparac&o entre os deslocamentos quimicos no RMN *H.

A

N
N
~ O/

/

N [¢]
o N
~, O/

+* ~ N/ N+* +*O’
° ~o

Composto (2) Composto (3) Lapdesf FUR-FD |

Posicao RMN *H (8) ppm RMN *H (8) ppm RMN *H (8) ppm

1 7,85-7,82 (m) 7,82-7,79 (m) 7,57-7,54 (m)
2 7,85-7,82 (m) 7,82-7,79 (m) 7,57-7,54 (m)
3 7,60-7,55 (m) 7,63-7,53 (M) 7,81-7,78 (dd)
4 - - -

5 - - -

6 - - -

7 4,47 (d) 4,61 (s) 4,95 (s)

8 - - -

9 - - -

10 - - 7,84 (m)
11 - - 7,84 (m)
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6.1.2. Sintese do composto Lapdesf FUR-FD I

O composto Lapdesf FUR-FD Il foi obtido conforme esquema (10).

70
\\// 87
S OH S OH )7\90
0= 4»@ o
0-N*
7

\
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\\ / NH2
o | @( (
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Lapdesf FUR-FD Il 8

a) H,0, CICH,COOH, NaOH, 110°C, 2h; b) H,0,, HAc, 25°C, 48h; c)HNO5, HAc, 110°C, 45min;
d) etanolamina, THF, NaOH 50%w/w, 0°C, 30 min; e) anidrido ftalico, HAc, 120°C, 2h.

Esquema 10 - Sintese do composto Lapdesf FUR-FD II.

A reacdo para obtencdo do composto (5) parte da adi¢cdo do tiofenol (4) em meio
basico e a perda do hidrogéno pelo tiofenol leva a formacédo do anion tiofendxido (25), um
bom nucleéfilo. O anion formado ataca o carbono (sp®) do é&cido monocloroécetico,
diretamente ligado ao 4tomo de cloro, em uma reacao do tipo SN,. Na etapa seguinte da
mecanistica ha a formacédo de um estado intermediario (26), que depois da saida do ion

cloreto leva a formacéo do produto desejado (5). A reacdo apresentou rendimento de 87%.

0
SH OH S s A
O Y

4 25 9 - 26 B 5

Esquema 11 - Mecanismo de reacao para obtencdo do derivado 5.

A identificacdo do intermediario (5) foi realizada por RMN 'H. Segundo Santos
(2009), o deslocamento quimico dos atomos de hidrogénio do carbono metilénico do &cido
monocloroacético aparece em & 4,32ppm. Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios

ligados ao carbono metilénico no composto (5) aparecem em & 3,79ppm. O fato do
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deslocamento quimico do &acido monocloroacético estar mais desprotegido que 0s

hidrogénios metilénicos do composto (5) ocorre devido a maior eletronegatividade do cloro.
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Espectro 3 - Espectro de *H RMN do intermediario (5) (300MHz; DMSOg).

O intermediario (5), acido feniltioacético, foi entdo oxidado

para a formacdo de uma

sulfona (6), e para tanto, foi utilizado peroxido de hidrogénio 30% (H,0,), em excesso. A

reacdo apresentou rendimento de 94%. A identificacdo por RMN 'H mostra que os

deslocamentos quimicos dos hidrogénios do carbono metilénico estdo em & 4,45ppm.

Comparando-se com o acido feniltioacético (5), o deslocamento dos mesmos hidrogénios

estdo em & 3,79ppm. A diferenca ocorre devido aos oxigénios da sulfona que desprotegem

0s hidrogénios metilénicos do composto (6).
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Espectro 4 - Espectro de *H RMN do intermediario (6) (300MHz; DMSOg).
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Apés a obtencdo da sulfona (6), seguiu-se a metodologia de reacdo proposta por
Farrer (1964), utilizando-se &cido acético glacial e acido nitrico 98%, para se obter o
intermediario (7), a reacao apresentou rendimento de 37,2% e faixa de fusdo de 140°C-
142°C. N&o existem relatos na literatura do mecanismo reacional para esta reacdo, mas
acredita-se que o mesmo deve explorar a reatividade do carbono metilénico que deve sofrer
uma reacdo de descarboxilagdo e com mecanismo semelhante as reagfes periciclicas.
(SANTQOS, 2009)

No espectro de RMN 'H, foi possivel identificar a presenca dos deslocamentos
guimicos somente na regido comum aos hidrogénios aroméaticos e heteroaromaticos (9,0 a
6,0ppm), indicando a auséncia de hidrogénios alifaticos neste espectro, como era possivel
identificar no intermediario (6) em & 4,45ppm. No espectro 5, os deslocamentos quimicos

séo & 8,11-8,09ppm (Hz e Hg), & 7,96-7,88ppm (H; e Hyo) e 6 7,80-7,60ppm (Hz e Hy).
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Espectro 5 - Espectro de *H RMN do intermediario (7) (300MHz; DMSOg).
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A sintese para obtencdo do composto (8) foi realizada utilizando etanolamina, em
meio basico, juntamente com o intermediario (7), como descrito por Fruttero e colaboradores
(1997). Em meio contendo bases fortes como o hidréxido de sddio, a etanolamina perde seu
préton do grupamento alcool, formando um etéxido, em nucledfilo mais forte que a amina,
justificando o ataque pelo atomo de oxigénio e nao de nitrogénio, menos nucleofilico que o
etoxido. O etdxido entdo reage com o carbono heteroaromatico, e posteriormente elimina a
sulfona. A reagédo de formag¢do do composto (8), uma reacdo de substituicdo nucleofilica

aromatica, apresentou rendimento baixo de 28%.
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Na ultima etapa de sintese para obtencdo do composto Lapdesf FUR-FD II, o
derivado furoxanico funcionalizado (8) reagiu com o anidrido ftalico (10) em meio de &cido
acético glacial. Ao fim da reagéo obteve-se o produto final com rendimento de 24%.

O mecanismo para esta reacao envolve duas etapas, na primeira ocorre o ataque do
par de elétrons ndo ligantes do nitrogénio do intermediario (8), ao carbono carbonilico da
ftalimida (10), essa etapa leva a formacdo de um intermediério tetraédrico, que ira romper
sua ligacdo o C-O. A segunda etapa de sintese envolve a restauracdo do anel de cinco
membros, que, através da ligacdo entre o nitrogénio da ligacdo amidica, realiza um segundo
ataque nucleofilico a carbonila do acido carboxilico, com a eliminacdo de uma molécula de

agua e subsequente restauracao da ligacao .
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25 26 Lapdesf FUR-FD I

Esquema 12 - Mecanismo de reacdo para obtencdo do composto Lapdesf FUR-FD II.

A espectrofotometria na regido do infravermelho realizado para identificacdo do

composto Lapdesf FUR-FD Il destacou os estiramentos demostrados na tabela 4:

Tabela 4 - Bandas de absorcéo e IV relativos ao composto Lapdesf FUR-FD Il (pastilha de KBr).

v (cm™?) Grupo Funcional
1780,30 C=0 imida (simétrico)
1718,58 C=0 imida (assimétrico)
1620,21 e 1550,77 C=N furoxano
1460,11 C=C aromatico
1363,67 e 1168,86 0=S=0

A caracterizagdo do composto Lapdesf FUR-FD Il também foi realizada utilizando
RMN 'H (300MHz; DMSOg). E possivel observar (anexos |, espectro 5) os deslocamentos

guimicos dos hidrogénios da cadeia alquilica em & 4,65ppm (H7; t) e 3 4,08ppm (Hs; t), €
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determinar os deslocamentos quimicos para os hidrogénios arométicos do sistema
ftalimidico em & 7,92-7,87ppm (Hi1, Hi2; m). Os deslocamentos quimicos da fenila ligada a
sulfona estdo em 6 7,96-7,93ppm (Hs; m) acoplando para 2 hidrogénios, & 7,65-7,59ppm (Hy;
m) acoplando para 2 hidrogénios e & 7,84-7,79ppm (Hy; tt) acoplando para 1 hidrogénio.
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Espectro 6 - Espectro de *H RMN do composto Lapdesf FUR-FD Il (300 MHz; DMSOge)

6.1.3. Sintese do composto Lapdesf FUR-FD Ill, IV e V

Os compostos Lapdesf FUR-FD I, IV e V apresentam similaridades em suas
estruturas e mecanismo de sintese, portanto serdo abordados em um Unico topico. O
esquema 13, demonstra a rota sintética utilizada para a obtencdo dos diferentes produtos

finais.

O
O
Ccﬁ e o
COOH COOH

{ \
o-N..N
10 12 (orto); R=H 11 COOH (orto) R=H Lapdesf FUR-FD IIl; COOH (orto); R=H
14 R=0OH (para); 13 COOH (meta) R=OH Lapdesf FUR-FD IV; COOH (meta); R=OH
COOH (meta) 16 COOH (meta) R=H Lapdesf FUR-FD V; COOH (meta); R=H

15 (meta); R=H

a) HAc, 120°C, 2h; b) DIC, DCM, 0°C, 5h.
Esquema 13 - Sintese dos compostos Lapdesf FUR-FD IlI-V.
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A primeira etapa de sintese para obtencdo dos compostos Lapdesf FUR-FD IlI-V
consiste na formacéo dos derivados ftalimidicos em meio contendo &cido acético glacial. Os
compostos apresentaram rendimento de 58% (11), 87% (13) e 79% (16).

O mecanismo da reacao utilizada para sintetizar os compostos 11, 13 e 16 envolve
duas etapas. Na primeira ocorre o ataque do par de elétrons ndo ligantes do nitrogénio
amidico dos compostos 12, 14 e 15 ao carbono carbonilico da ftalimida (10), levando a
formacdo de um intermediario tetraédrico, que ira entdo romper sua ligacdo n C-O. A
segunda etapa de sintese envolve a restauracao do anel de cinco membros, que através da
ligacdo entre o nitrogénio da ligacdo amidica realiza um segundo ataque nucleofilico a
carbonila do acido carboxilico, com a eliminacdo de uma molécula de agua e subsequente

restauracdo da ligagao .

NH | ] 0 X F
0 Hh o ~ COOH
o ( H@-R M Fooon
e — —_— H
O | N S0 V/OH
COOH {
(0] R 0] o]
28
10 12 (orto); R=H 27
14 (mesalazina); R=OH
15 (meta); R=H
0 0
»_~COOH » COOH
Y 7 Son
11 COOH (orto); R=H 29
13 COOH (meta); R=0OH
16; COOH (meta); R=H

Esquema 14 - Mecanismo de reacao para obtencao dos derivados ftalimidicos.

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios para os compostos 11, 13 e 16 estdo

apresentados na tabela 5.
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Tabela 5 - Deslocamento quimico no RMN H' dos regioisémeros derivados ftalimidicos.

aw a3y ae
Composto (11) Composto (13) Composto (16)
Posi¢&o RMN *H (DMSOg) RMN *H (DMSOge) RMN *H (DMSOye)
1 7,93 (M) 7,91-7,88 (m) 8,0 (m)
2 7,99 (m) 7,91-7,88 (m) 7,93 (m)
3 - - -
4 - - -
5 - - -
6 7,55 (dd) 7,60-7,56 (dd) 7,73 (dd)
7 7,64 (ddd) 7,12-7,04 (d) 7,66 (1)
8 7,78 (ddd) - 8,01 (dd)
9 8,07 (dd) - -
10 - 7,97 (m) 8,07 (1)
11 - - -

Uma vez identificados os derivados ftalimidicos funcionalizados, foram realizadas
reacdes de acoplamento com o derivado furoxanico (2). Para isso, os compostos foram
reagidos em diclorometano destilado com o intermediario (2). Utilizou-se N-N*-
diisopropilcarbodiimida (DIC) como agente acoplante para ativar o acido carboxilico em
reagOes de substituicdo nucleofilica. Os produtos finais Lapdesf FUR-FD llII, IV e V foram
obtidos com rendimentos de 49%, 36% e 39% respectivamente. Os espectros de RMN *H
(anexos |, espectros 9, 13 e 17), a comparagao entre os deslocamentos quimicos podem ser

observados na tabela 6.
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Tabela 6 - Comparacao entre os deslocamentos quimicos no RMN 'H dos compostos Lapdesf FUR-

FD IlI-V.

Lapdesf FUR-FD Il

Lapdesf FUR-FD IV

Lapdesf FUR-FD V

Posicéo RMN *H (DMSOg) RMN *H (DMSOg) RMN *H (DMSOyg)
1 7,91-7,81 (m) 7,95-7,88 (m) 7,93-7,86 (m)
2 7,91-7,81 (m) 7,95-7,88 (m) 7,93-7,86 (m)
3 - - -

4 - - -

5 - - -

6 7,67-7,53 (m) 7,57-7,50 (m) 7,75 (m)

7 7,67-7,53 (m) 7,09 (d) 7,67-7,62 (1)
8 7,67-7,53 (m) - 7,99-7,96 (m)
9 7,97 (dd) ; _

10 - 7,57-7,50 (m) 7,99-7,96 (m)
11 - - -

12 5,23 (s) 5,42 (s) 5,46 (S)
13 - - -

14 - ] )

15 - ; )

16 7,67-7,53 (m) 7,83-7,78 (m) 7,83-7,80 (m)
17 7,67-7,53 (m) 7,58-7,50 (m) 7,58-7,55 (m)
18 7,91-7,81 (m) 7,58-7,50 (m) 7,58-7,55 (m)
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Os espectros de infravermelho (pastilha de KBr) dos compostos Lapdesf FUR-FD III-

V estdo em comparacgéo na tabela 7.

Tabela 7 - Bandas de absorcdo em IV relativos ao composto Lapdesf FUR-FD Ill, IV e V (KBr).

Lapdesf FUR-FD Il

Lapdesf FUR-FD IV

Lapdesf FUR-FD V

Grupo funcional v (cm™) v (cm?) v (cm™)
C-H aromatico - - 3074,53
C-H alquilico - - 2937,59
C=0 imida (simétrico) 1786,08 1772,58 1774,51
C=0 imida (assimetrico) 1718,58 1693,50 1707,00
C=0 éster 1745,58 1718,58 1718,58
C=N furoxano 1600,92 1610,56 1598,99
C=C aromaético 1577,7 1577,77 e 1490,97 1577,77
C-N-C 1381,06 1386,82 1377,17
C-O éster - 1188,15 e 18087,85 -
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6.1.4. Sintese do composto Lapdesf FUR-FD VI

2.0
\\// s
SH s on )3\90
— z =
O e © e
O-N*
4 5 o

@ WP ot
©:«(©_< os‘?o<_©7/’\<+

N
N-o
Lapdesf FUR-FD VI 17

a) H,O, CICH,COOH, NaOH, 110°C, 2h; b) H,0,, HAc, 25°C, 48h; c)HNOj,, HAc, 110°C, 45min;
d) etanolamina, THF, NaOH 50%w/w, 0°C, 30 min; e) EDC, DCM, 0°C, 5h.

Esquema 15 - Sintese do composto Lapdesf FUR-FD VI.

A sintese para obtencdo do composto (17) foi realizada utilizando o 1,3-propanodiol,
em meio basico, juntamente com o intermediario (7), metodologia descrita por Cena e
colaboradores (2001). Em meio contendo bases fortes como o hidréxido de sodio, o 1,3-
propanodiol perde seu préton do grupamento alcool, formando um etéxido (nucledfilo forte).
O etdxido entdo reage com o carbono heteroaromatico, e posteriormente elimina a sulfona.
A reacdo para obtencdo do composto (17) é uma reacdo de substituicdo nucleofilica
aromatica, apresentou rendimento de para esta etapa de 72,9%. A caracterizacdo foi
realizada por RMN *H (300MHz) e *3C (75MHz), (anexo |, espectro 22 e 26).

Apoés obtencdo do derivado ftalimidico (18), foi realizada reacéo de acoplamento com
0 intermediario (17). Utilizou-se N-(3-dimetilaminopropil)-N*-etilcarbodiimida (EDC) como
agente acoplante, ativando o &cido carboxilico em reac¢des de substituicdo nucleofilica. O
produto final Lapdesf FUR-FD VI foi obtido com rendimento de 41% na etapa final. Os
espectros de RMN 'H e *C, encontram-se na secdo anexos | (espectros 29 e 33) e a

comparacgédo entre os deslocamentos quimicos podem ser observados na tabela 8.
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Tabela 8 - Comparacao entre os deslocamentos quimicos no RMN 'H dos compostos 17 e Lapdesf
FUR-FD VI.

2 2 2
3 3 o 3 s
4 17 1312 o 4
O=s=q 18 6 5N 1 ] O=s=o
HO\/8\/O 6 5\N+,O' 18 16 15 10 o\/s\/o 6 S\N*’O'
5 7 \ / 17 \ 13 12 . 7 \ /
N—Qo N—o
Composto 17 Lapdesf FUR-FD IV
Posicao RMN *H RMN *3C RMN *H RMN **C
1 7,80-7,75 (m) 129,93 7,87-7,85 (it) 128,41
2 7,66-7,61 (m) 128,76 7,65-7,62 (dd) 127,24
3 8,08-8,05 (m) 135,90 8,15-8,12 (dd) 129,94
4 - 138,19 - 137,23
5 - 110,68 - 110,64
6 - 159,13 - 158,94
7 4,61 (t) 59,51 4,58 (t) 61,33
8 2,14 (q) 31,54 2,27 (q) 30,78
9 3,89 (1) 69,50 4,42 (t) 68,42
10 - - - 165,27
11 - - - 136,26
12 - - 8,03-8,00 (m) 129,94
13 - - 7,74-7,70 (m) 127,24
14 - - - 131,56
15 - - - 166,75
16 - - - 130,12
17 - - 7,99-7,89 (m) 135,00
18 - - 7,99-7,89 (m) 123,69
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O espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto Lapdesf FUR-FD VI
(espectro 30 — anexos I), mostra os estiramentos C-H alquilico: 2927,94cm™ e 2850,79cm™;
C=0 amida: 1716,58cm™; C=0 éster: 1650,23cm™; C-O-C éter: 1085,92cm™; S=0 axial
assimétrica: 1384,89cm™; C=C aromatico: 1577,77cm™,

6.2. Modelo agudo de inflamacéo

A inflamacéo produzida pela acdo da carragenina no modelo agudo de inflamacéo,
descrito por Winter e colaboradores (1962), envolve a ativacdo da cascata do acido
araquidénico, desencadeando o processo inflamatério com a formagdo dos principais
mediadores da inflamacdo (prostaglandinas e tromboxanos). Este modelo é comumente

usado para o “screening” de farmacos anti-inflamatérios. (CONFORTI, et al., 2007).

Os sinais classicos da inflamacao, edema, hiperalgesia e eritema, desenvolvem-se
logo apés inoculagdo da carragenina, como resultado da acdo de bradicinina, histamina,
ROS e RNS. Estas substancias podem ser geradas in situ no local da inoculacdo, ou por
células como os neutrofilos que migram para o local da inflamacdo e podem gerar
substancias pré-inflamatorias. (MORRIS, 2003)

A analise estatistica ANOVA monofatorial apresentou resultados significativos para
todos os periodos de leitura decorrentes do modelo de inflamacgéo aguda (edema de pata).
Apos resultado positivo na analise estatistica foi realizada a analise post hoc de Newman-

Keuls.

Os resultados obtidos mostram que os grupos utilizados como controles positivos,
talidomida e indometacina, apresentaram atividade quando comparados ao grupo controle
negativo, salina. Porém apesar de sua atividade ja confirmada na literatura, como anti-
inflamatério (STIRLING, 1998) a talidomida, n&o apresentou resultados estatisticamente
significativos, no modelo proposto, excec¢éo feita somente no periodo referente de 120 a 240
minutos, onde os resultados obtidos s&o estatisticamente significativos pela analise de
Newman—Keuls (p<0,05). J4 o grupo controle positivo, indometacina, também descrito na
literatura por possuir atividade anti-inflamatéria (VANE, J.R.; 1971) foi estatisticamente
significativo pela analise de Newman—Keuls nos periodos de 120 a 360 minutos (p<0,05). As
indicacdes referentes as significancias entre os controles positivo e negativo ndo estdo
demostradas nos graficos abaixo, uma vez que intengdo € demostrar a atividade

apresentada entre os compostos Lapdesf FUR-FD I-VI, e os controles utilizados.
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Os resultados obtidos para o composto Lapdesf FUR-FD | estdo expressos ha figura
13. O composto apresentou atividade significativa a partir do tempo de 120 minutos
decorrendo até o final do experimento quando comparado com 0 grupo controle negativo.
Contudo, os resultados obtidos ndo se mostraram significativos quando comparados ao
grupo controle positivo Tal. em nenhum dos tempos de leitura determinados no
procedimento experimental. Em comparacéo feita ao grupo controle positivo Ind., somente
houve valor significativo no periodo de 120 minutos, significancia essa favoravel ao grupo
indometacina, uma vez que seus valores de espessura estiveram menores que 0S
referentes ao composto Lapdesf FUR-FD | durante todo o experimento.
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Figura 13 — Comparagéo entre os controles salina (Sal.), talidomida (Tal.), indometacina (Ind.) e
Lapdesf FUR-FD | (LO1). *p<0,05 (em comparacdo ao grupo Sal.); **p<0,05 (em comparacdo ao
grupo Ind.)

A figura 14 indica os resultados obtidos com o composto Lapdesf FUR-FD IIl. O
composto mostrou atividade significativa quando comparado ao grupo controle Sal., excecao
feita ao periodo referente a 60 e 180 minutos. Quando comparado aos controles positivos o
composto Lapdesf FUR-FD Il somente obteve resultados estatisticamente significativos
guando comparado ao grupo Tal. no tempo de 120 minutos. O resultado obtido em
comparagdo ao grupo controle positivo Ind. foi significativo para o tempo de 180 minutos,
porém pode-se observar que a indometacina foi capaz de inibir o aparecimento de edema,

portanto o resultado significativo se mostra favoravel ao grupo Ind..
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Figura 14 — Comparagdo entre os controles salina (Sal.), talidomida (Tal.), indometacina (Ind.) e
Lapdesf FUR-FD Il (L02). *p<0,05 (em comparag¢do ao grupo Sal.); **p<0,05 (em comparacdo ao
grupo Tal.); ***p<0,05 (em comparacao ao grupo Ind.).

Os resultados obtidos neste modelo de experimentacdo animal para 0 composto
Lapdesf FUR-FD Il estdo representados na figura 15. O composto apresentou atividade
anti-inflamatéria estatisticamente significativa quando comparado ao grupo controle Sal.
durante os periodos de leitura que compreenderam o tempo de 120 a 360 minutos. Os
resultados de comparacéo estatistica feitos entre Lapdesf FUR-FD Ill e o grupo controle
positivo somente foi significativo no periodo de 120 minutos em relagdo ao grupo Tal., em
todos os demais momentos em que foi realizada a leitura das patas os resultados de
comparagdo ndo demonstraram ser significativos em relagdo a Tal. to pouco em relagéo a
Indometacina (Ind.), o que demonstra que o composto Lapdesf FUR-FD IIl apresentou para

este modelo atividade anti-inflamatéria préxima a dos controles positivos utilizados.
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Figura 15 — Comparacao entre os controles salina (Sal.), talidomida (Tal.), indometacina (Ind.) e
Lapdesf FUR-FD IIl (LO3). *p<0,05 (em comparagédo ao grupo Sal.); *p<0,05 (em comparacdo ao
grupo Tal.).
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Os resultados obtidos neste modelo de experimentagdo animal para o composto
Lapdesf FUR-FD IV estdo representados na figura 16. O composto apresentou atividade
anti-inflamatéria estatisticamente significativa quando comparado ao grupo controle Sal.
durante os periodos de leitura que compreenderam o tempo de 120 a 360 minutos. Os
resultados de comparacgdo estatistica feitos entre Lapdesf FUR-FD IV e o grupo controle
positivo somente foram significativos no periodo de 120 e 300 minutos em relagdo ao grupo
Tal.. Em todos os demais momentos em que foi realizada a leitura das patas os resultados
de comparacdo ndo demonstraram resultados significativos, em relacdo a Tal. nem em
relacdo a Ind., o que demonstra que o composto Lapdesf FUR-FD IV, apresentou para este

modelo atividade anti-inflamatéria proxima aos controles positivos utilizados.
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Figura 16 — Comparacdo entre os controles salina (Sal.), talidomida (Tal.), indometacina (Ind.) e
Lapdesf FUR-FD IV (L04). *p<0,05 (em comparac¢do ao grupo Sal.); *p<0,05 (em comparagdo ao
grupo Tal.).

Os resultados obtidos neste modelo de experimentacdo animal para 0 composto
Lapdesf FUR-FD V estao representados na figura 17. O composto apresentou atividade anti-
inflamatdéria estatisticamente significativa quando comparado ao grupo controle Sal., durante
0s periodos de leitura que compreenderam o tempo de 120 a 360 minutos. Os resultados de
comparacgao estatistica feitos entre Lapdesf FUR-FD V e os grupos controles positivos foram
significativos no periodo de 120 a 360 minutos em relagcdo ao grupo Tal., indicando que o
composto Lapdesf FUR-FD V possui atividade anti-inflamatéria para o modelo agudo
superior ao grupo Tal. Quando comparado ao grupo controle positivo Ind., os resultados nédo
foram significativos o que demonstra que o composto Lapdesf FUR-FD V apresentou para

este modelo atividade anti-inflamatéria préxima ao controle positivo Ind..
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Figura 17 — Comparacdo entre os controles salina (Sal.), talidomida (Tal.), indometacina (Ind.) e
Lapdesf FUR-FD V (L05). *p<0,05 (em compara¢do ao grupo Sal.); **p<0,05 (em comparagdo ao
grupo Tal.)

Os resultados obtidos neste modelo de experimentacdo animal para 0 composto
Lapdesf FUR-FD VI estdo representados na figura 18. O composto apresentou atividade
anti-inflamatéria estatisticamente significativa quando comparado ao grupo controle Sal.,
durante os periodos de leitura que compreenderam o tempo de 120 a 360 minutos. Os
resultados de comparacéo estatistica feitos entre Lapdesf FUR-FD VI e os grupos utilizados
como controle positivo foi significativo somente no periodo de 60 minutos em relacdo ao
grupo Tal. e ao grupo Ind., ndo apresentando atividade estatisticamente significativa

comparado a esses grupos nos demais periodos.
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Figura 18 — Comparacao entre os controles salina (Sal.), talidomida (Tal.), indometacina (Ind.) e
Lapdesf FUR-FD VI (L06). *p<0,05 (em comparacdo ao grupo Sal.); **p<0,05 (em comparacdo ao
grupo Ind.); ***p<0,05 (em comparacgéo ao grupo Tal.)

Rafael Consolin Chelucci



82
Resultados e Discussodes

6.3. Teste de mutagenicidade in vivo (teste de Micronucleo)

O método utilizado neste trabalho foi o ensaio de microntcleo (MN) em sangue
periférico de camundongos utilizando laminas pré-coradas por um corante fluorescente

laranja de acridina (acridine orange), o qual foi descrito por Hayashi et al., (1999).

Dentre os testes de avaliacio de mutagenicidade preconizados pelas agéncias
internacionais e instituicdes governamentais, o teste de micronucleo em sangue periférico
de roedores in vivo € amplamente aceito e recomendado para a avaliacdo e o registro de
novos produtos quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no mercado mundial
(CHOY, 2001; RIBEIRO et al., 2003).

O teste de micronucleo in vivo é utilizado para a deteccédo de lesBes induzidas pela
substancia de ensaio nos cromossomos ou aparelho mitéticos de eritoblastos por analise de
eritrocitos retirados do sangue periférico de animais. O objetivo do ensaio é identificar
substancias que causam dano citogenético o que resulta na formacao de microndcleos com
fragmentos de DNA ou cromossomos inteiros. (HEDDLE et al., 1983; MACGREGOR et al.,
1990)

Quando um eritroblasto da medula 6ssea se desenvolve para dar um eritrocito
policromatico, o ndcleo principal é expulso, entdo qualquer micronicleo que tenha sido
formado pode ficar no citoplasma de células anucleadas. Um aumento na freqténcia de
eritrocitos policromaticos microndcleos nos animais tratados € uma indicacdo de danos
cromossomicos induzidos. (HEDDLE et al., 1983; MACGREGOR et al., 1990)

Reticulocito normais

%

Reticulocito micronucleado —> '«

Figura 19- Reticulécitos normais e micronucleado
(coloracao: laranja de acridina; 1000 x)
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Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 9.

Tabela 9- Frequéncia de células micronucleadas por animal, média e desvio padréo (DP).

Tratamento Animais Média DP
(mg/Kg)
1 2 3 4 5 6

Agua 1 0 1 0 2 1 0,8 0,75
Controle (-) 2 0 1 2 1 1 1,1 0,75
Controle (+) 44 31 53 49 38 47 43,6 7,99
L 01
200 2 2 4 4 1 8 3,5 2,51
100 0 3 2 2 3 3 2,1 1,16
50 3 8 2 4 1 3 3,5 2,42
L 02
200 4 5 9 5 7 8 6,3 1,96
100 6 5 7 4 7 8 6,1 1,47
50 3 4 6 5 6 5 4,8 1,16
L 03
200 5 0 2 4 1 3 2,5 1,87
100 0 1 7 3 4 2 2,8 2,48
50 2 2 6 2 3 1 2,6 1,75
L 04
200 1 4 7 0 1 3 2,6 2,58
100 3 2 2 4 4 2 2,8 0,98
50 4 2 4 3 4 3 3,3 0,81
L 05
200 0 1 1 2 1 3 1,3 1,03
100 2 2 1 1 3 2 1,8 0,75
50 2 0 1 3 1 2 1,5 1,04
L 06
200 4 8 2 3 5 4 4,3 2,06
100 3 3 3 3 2 2 2,6 0,51
50 0 1 2 3 3 4 2,1 1,47

Controle + (controle positivo): ciclofosfamida 50 mg/kg p.c.; Controle — (controle negativo): CMC
(1%)/Tween (0,2%); *P<0,001.

Os resultados (fig. 20) demonstraram que a frequéncia de micronlcleos nos grupos
de camundongos que foram expostos a agdo do agente genotoxico ciclofosfamida foi
significativamente maior em comparacgéo ao grupo controle negativo (CMC 1%/Tween 0,2%)

e agua, o que corrobora dados da literatura. (RIBEIRO, 2003)
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Figura 20 — Frequéncia média de reticuldcitos micronucleados (MNRET) e desvio padrdo (DP)
para 1000 células obtidas de camundongos tratados com ciclofosfamida (controle positivo),
CMC/Tween (controle negativo) e agua (controle branco).*p<0,05CMC/Tween (controle negativo)
e agua (controle branco).*p<0,05.

A figura 21 apresenta os resultados obtidos da formacédo de micronucleos nos grupos
de animais expostos aos diferentes tratamentos (p<0,05). Os graficos demostram a
frequéncia media de reticuldcitos micronucleados dos compostos Lapdesf FUR-FD I-VI (LO1,
L02, LO3, LO4, LO5, LO6) nas concentracdes de 50, 100 e 200 mg/Kg, do controle negativo
(veiculo) e &gua (branco).

Em todos os grupos tratados com os compostos Lapdesf FUR-FD I-VI, os resultados
obtidos estdo muito abaixo do resultado referente ao controle positivo (ciclofosfamida), que
apresentou resultados significativos para a inducédo de micronucleo comparado a todos os
grupos e concentracdes testadas. O composto Lapdesf FUR-FD Il foi o dnico que
apresentou resultado significativo em relacdo ao controle negativo em todas as
concentracdes testadas. Porém ndo pode-se afirmar que os compostos sdo mutagénicos

devido a diferenca em relagdo ao controle positivo.
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Frequéncia de MNRET

Frequénciade MNRET

Frequéncia de MNRET

Tratamentos (200 mg/kg)

Figura 21 - Frequéncia média de MNRET e DP para 1000 células obtidas de camundongos
tratados com LO1, LO2, LO3, LO4, LO5 e LO6, na concentracdo de 200, 100 e 50mg/Kg, com

controle negativo e agua. *p<0,05 (em relagéo ao controle negativo).
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6.3. Coeficiente de particdo (log P)

A entrada de muitas substancias no SNC, tanto exdgenas quanto enddgenas -
incluindo os farmacos - é limitada pela barreira hematoencefalica (BHE) e liquido
cefalorraquidiano, que em conjunto garantem a funcéo neuronal adequada. (DJUKIC, 2011)

A BHE separa o SNC da corrente sanguinea. Para a grande maioria dos farmacos
gue tem como alvoo SNC, atravessar essa barreira é essencial para que seu efeito
terapéutico seja exercido. Por outro lado para farmacos que nao possuem o SNC como alvo,

atravessar esta barreira pode levar a efeitos adversos. (CLARK, 2003)

A permeabilidade de um farmaco no SNC depende diretamente da sua lipofilicidade,
devido a barreira hematoencefélica (HOSOYA, 2010).

A lipofilicidade é reconhecida como um parametro significativo nas relacdes entre
estrutura/atividade. A lipofilicidade é uma importante propriedade fisico-quimica que afeta a
absorcao oral, permeabilidade, absorcao celular, ligacédo a proteinas, penetracao na BHE e
no metabolismo de substancias bioativas. Acredita-se que os compostos mais lipofilicos tém
maior afinidade para a ligacdo de proteinas plasméaticas e sao facilmente transportados
através da BHE. (DABROWSKA, 2011)

Lipofilicidade é expressa pelo logaritmo do coeficiente de particdo octanol-agua (log
P) ou o coeficiente de distribuicdo (log D) para compostos ionizaveis (TESTA, 1999;
DABROWSKA, 2011), Fujita e colaboradores (1964) foram os primeiros a propor o
coeficiente de particdo octanol/agua. (TESTA, 1999).

Conhecer a lipofilicidade de candidatos a farmacos € de grande importancia e
interesse para a quimica medicinal, uma vez que este parametro fisico-quimico
desempenha um papel importante na absorcao, distribuicdo, metabolismo e eliminacéo, bem
como em o perfil farmacodinamico e toxicolégico de farmacos. (TESTA, 1999; PALLICER,
2012)

Para determinacdo do coeficiente de particdo (Log P), foi utilizado como base o
método OECD Guideline for the Testing of Chemicals n°117, método de determinacdo de
Log P por HPLC, baseado no tempo de retencdo dos compostos quando comparados a

padrBes previamente estabelecidos.
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6.3.1. Determinacéo do Clog P

Inicialmente foi feita a determinacdo do coeficiente de particdo calculado (Clog P)
dos compostos obtidos Lapdesf FUR-FD I-VI, utilizando os softwares ChemDraw® Ultra
12.0 e ALOGPS 2.1 (online), utilizou-se dois softwares distintos devido as suas diferentes
formas de determinacéo do Clog P. O software ALOGPS 2.1 utiliza a andlise associativa que
combina modelos para predizer a lipofilicidade, enquanto o software ChemDraw® Ultra 12.0
utiliza-se de diferentes métodos de fragmentacédo para determinar o Clog P das moléculas

propostas.

Apo6s estipulados os valores pode-se entdo selecionar os padrbes que seriam
utilizados no ensaio, 0s quais deveriam compreender valores de log P que fossem acima e
abaixo dos calculados para os compostos Lapdesf FUR-FD I-VI e para que se pudesse

através dos padrdes obter a curva log K x log P.

6.3.2. Determinacdo do log P

A curva de linearidade das substancias utilizadas como padrdes foi feita utilizando-se
os valores dos tempos de retenc¢éo obtidos, feitos em triplicata, ap6s a obtencdo dos tempos
de retencdo e com o log P ja conhecido, foi possivel obter o calculo da equacéo y = 0,3984x
- 0,579 e coeficiente angular, r2 = 0,9926. O log K dos compostos Lapdesf FUR-FD foi
determinado a partir de seu tempo de retencéo e interpolado na curva de linearidade log K x

log P. Os valores de log P alcancados estdo expressos na tabela 10.
1,40 -
120 7 y =0,3984x- 0,579

1,00 | R?=0,9926

0,80 - %
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Log K
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Figura 22 — Curva de linearidade dos padrdes obtida experimentalmente.
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Tabela 10 — Comparacao entre os valores obtidos experimentalmente (Log P) e valores calculados
(ClogP)

ChemDraw® Ultra 12.0 ALOGPS 2.1

Substancia Log P
(Clog P) (Clog P)
Lapdesf FUR-FD | 2,58 (+0,003) 2,55 2,84
Lapdesf FUR-FD I 2,49 (x0,128) 1,04 2,70
Lapdesf FUR-FD Il 2,76 (+0,007) 3,96 4,09
Lapdesf FUR-FD IV ND* 3,96 4,15
Lapdesf FUR-FD V 2,83 (+0,051) 3,83 4,27
Lapdesf FUR-FD VI 4,02 (+0,015) 2,87 3,94

ND* 1 - ndo determinado, pois o composto néo foi sollvel na fase movel utilizada.

Devido as propriedades Unicas encontradas na barreira hematoencefalica, o
transporte paracelular de farmacos hidrofilicos € praticamente ausente e o transporte
transcelular por difusdo passiva s6 ocorre com moléculas que atendem a alguns requisitos
entre estes o valor de log P do farmaco deve estar em cerca de 2 (CHEN, 2011). De acordo
com os resultados encontrados os valores de log P dos compostos Lapdesf FUR-FD atende

ao requisito proposto para permear a barreira hematoencefélica.

6.4. Avaliacao de atividade antioxidante (método de DPPH)

A potencial atividade antioxidante dos compostos foi determinada baseada na
atividade sequestrante da solucdo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (BRAND-
WILLIAMS, et al., 1995). O mecanismo de reacdo € baseado na transferéncia de elétrons,
enquanto a abstracdo de atomo de hidrogénio é uma reacdo marginal, pois a mesma
acontece lentamente em solventes que estabelecem fortes ligacdes de hidrogénio.
(OLIVEIRA et al., 2009). A capacidade de sequestrar radicais livres em relagdo ao radical
estdvel DPPH foi inicialmente escolhida por se tratar de uma metodologia simples
(ROESLER et al., 2007).

Considerou-se que os compostos Lapdesf FUR-FD I-VI seriam ser testados nas
concentracdes de 1mM até 25uM. Esses valores se mostraram interessantes pois estavam
dentro da variagdo de valores do padréo utilizado, acido ascoérbico (controle positivo), cujos
valores de ICso variam bastante (SHARMA & BHAT, 2009), valores entre 56uM (KANO, et
al., 2005) e 629uM (RICCI, et al., 2005), sédo encontrados na literatura.
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Apbs a realizacdo dos testes e tabulagdo dos resultados (fig. 23), pode-se observar
gue os compostos Lapdesf FUR-FD I-VI ndo apresentaram atividade antioxidante para o
modelo proposto em nenhuma das concentragdes testadas.
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Figura 23 - Reducao da absorbancia de DPPH (%) tratados com os compostos Lapdesf FUR-FD I-VI
e acido ascorbico (C+) nas concentragdes de 1mM, 400, 200, 100, 50 e 25uM.
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Como parte da andlise dos resultados foi também obtido os gréficos de disperséo,
(concentracdo x absorbancia), a fim de obter o ICs, (concentracdo inibitoria de 50%) dos
compostos Lapdesf FUR-FD I-VI e acido ascorbico.

6.5. Teste imunoquimico para detec¢cédo de TNF-a
6.5.1. Ensaio de viabilidade celular de macréfagos

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

maior sera a absorbancia da solucao.

Foram testados no ensaio de viabiliadade os compostos Lapdesf FUR-FD [-VI, nas
concentragcdoes de 400uM; 200uM; 100uM; 50uM; 25uM; 12,2uM. Foi considerado como
satisfatéria viabilidade igual ou superior a 70%. Os resultados obtidos estdo expressos na

figura 24.
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Figura 24 - Viabilidade celular em diferentes concentra¢des dos compostos Lapdesf FUR-FD I-VI. As
células em meio de cultura (RPMI-1640) foram utilizadas como controle negativo (C-), equivalendo a

100% de viabilidade.
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Os compostos Lapdesf FUR-FD I-VI, apresentaram em geral boa viabilidade celular,
sendo considerados pouco citotdxicos. Os compostos Lapdesf FUR-FD | e IV foram
consideradas viaveis em concentragdes a partir de 200uM, o composto Lapdesf FUR-FD VI
apresentou viabilidade a partir de 100uM, os compostos Lapdesf FUR-FD Ill e V foram
considerados viaveis para a concentragdo de 50uM, a excecao é feita ao composto Lapdesf
FUR-FD II, que apresentou resultados com maior citotoxicidade, em nenhuma das

concentracdes testadas 0 composto mostrou-se viavel.

ApOs a definicdo da viabilidade celular dos compostos sintetizados foi possivel

realizar o teste imunoquimico para determinacao de TNF-a.

6.5.2. Determinagdo da citocina TNF-a nos sobrenadantes das culturas de células

aderentes

Os compostos Lapdesf FUR-FD |-Vl foram testados em trés diferentes
concentracdes, porém estas variam de acordo com o resultado obtido no ensaio de

viabilidade celular. As concentra¢fes testadas estao dispostas na tabela 11.

Tabela 11 — Concentracfes avaliadas para determinacao de citocina TNF-a, dos compostos Lapdesf
FUR-FD I-VI.

Compostos Concentracfes avaliadas
Lapdesf FUR-FD | 200uM; 50uM; 12,5uM
Lapdesf FUR-FD I 6,25uM; 3,125uM; 1,56uM
Lapdesf FUR-FD Il 50uM; 25uM; 12,5uM
Lapdesf FUR-FD IV 200uM; 50uM; 12,5uM
Lapdesf FUR-FD V 50uM; 25uM; 12,5uM
Lapdesf FUR-FD VI 100uM; 50uM; 25uM

As concentracbes de TNF-a foram calculadas atravées de uma reta padrdo
previamente estabelecida com concentragfes molares conhecidas de TNF-a. Os resultados
foram expressos de duas maneiras distintas: como concentragdo de TNF-a detectado pelo
imunoensaio enzimatico (ELISA), na qual os valores estdo expressos como a média + erro
padrdo da média; e em porcentagem de inibicdo, comparando os valores obtidos com os da
talidomida (controle positivo) em concentracdo de 50uM, os valores também estéo

expressos como a média + erro padrao da média. (fig. 25 e 26)
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Figura 25 — (A) Concentragdo de TNF-a produzido por macréfagos em meio contendo Lapdesf FUR-
FD I-lll, em diferentes concentragdes, utilizando RPMI-1640-C (controle negativo, C-) e LPS (controle
positivo, LPS); *p<0,05 (em comparacado ao grupo LPS.). (B) Porcentagem de inibigdo da citocina TNF-
a pelos compostos Lapdesf FUR-FD I-lll em comparagéo a talidomida (50uM) e meio RPMI-1640-C
(controle negativo, C-). *p<0,05 (em compara¢éo ao grupo LPS.)
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Figura 26 - (A) Concentracéo de TNF-a produzido por macréfagos em meio contendo Lapdesf FUR-FD V-
VI, em diferentes concentracdes, utilizando RPMI-1640-C (controle negativo, C-) e LPS (controle positivo,
LPS); *p<0,05 (em comparagdo ao grupo LPS.). (B) Porcentagem de inibicdo da citocina TNF-a pelos
compostos Lapdesf FUR-FD I-lll em comparagdo a talidomida (50uM) e meio RPMI-1640-C (controle
negativo, C-); *p<0,05 (em comparacao ao grupo Talidomida.)
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Os compostos Lapdesf FUR-FD Il e VI foram os Unicos a apresentarem valores
estatisticamente significativos com relacdo a concentracdo de TNF-a (pg/mL) quando
comparado ao controle contendo somente LPS. O composto Lapdesf FUR-FD Il foi
significativo somente na concentracao de 6,25uM, enquanto o composto Lapdesf FUR-FD VI
foi significativo em concentragdes de 100 e 50uM.

Os resultados de porcentagem de inibicdo mostram que o composto Lapdesf FUR-
FD VI apresentou resultados superiores, em todas as concentracdes avaliadas (100uM,
50uM e 25uM) em relacdo ao controle talidomida (50uM), também é possivel observar que
na concentracdo de 100uM o candidato a farmaco apresentou resultado estatisticamente
significativo em relagdo a talidomida. Os demais compostos apresentaram valores de
inibicdo proximos aos observados no grupo talidomida, indicando que as modificacdes
moleculares propostas mantiveram a atividade inibidora da sintese de TNF-a do grupo
farmacoférico ftalimida. Excecédo feita ao composto Lapdesf FUR-FD V que ndo apresentou

reducdo nos valores observados para a deteccéo da citocina.
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7. CONCLUSOES

Foi obtido um total de 6 produtos finais Lapdesf FUR-FD I-VI e 13 intermediarios
sintéticos diferentes com potencial para serem testados e explorados em diferentes
trabalhos.

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que os derivados furoxanicos
Lapdesf FUR-FD | e Lapdesf FUR-FD Il propostos foram obtidos com rendimentos globais
de 91% e 24%, respectivamente. Foi possivel otimizar os resultados obtidos no derivado
Lapdesf FUR-FD |, apesar de utilizar a mesma metodologia de Santos (2009), o produto
obtido apresentou maior rendimento e auséncia de contaminantes. Os compostos Lapdesf
FUR-FD I1I-VI foram obtidos com rendimentos de 49%, 36%, 39% e 41%.

Os compostos Lapdesf FUR-FD 1lI-VI apresentam ligacdes ésteres, com labilidade
metabdlica. Dessa forma, espera-se que in vivo, por reacdo enzimatica ou quimica, possa
ocorrer a conversdo ou liberacdo das duas subunidades ativas que podem exercer seus
efeitos benéficos por mecanismos diferentes levando a um sinergismo de acéo. Diferente

destes, os compostos Lapdesf FUR-FD I-Il apresentam caréter hibrido.

A atividade dos compostos finais obtidos foi avaliado farmacologicamente pelo
modelo agudo de inflamacgéo (edema de para induzido por carragenina), evidenciando que
0S compostos apresentaram atividade no modelo proposto, sendo os compostos Lapdesf
FUR-FD | e Il apresentaram menor atividade, os compostos Lapdesf FUR-FD 1l e VI
apresentou atividade equivalente a talidomida, enquanto os compostos Lapdesf FUR-FD V e

IV apresentaram atividade equivalente ao controle indometacina.

A avaliacdo da atividade in vivo pelo ensaio de microndcleo em sangue periférico de
camundongos demonstrou que os compostos obtidos ndo demonstraram ser mutagénicos
guando comparados ao controle positivo (ciclofosfamida) em nenhuma das concentragdes
testadas. Quando comparados aos controles negativos (veiculo e 4gua) observou-se que 0s
compostos Lapdesf FUR-FD I-VI apesar de apresentarem valores superiores, ndo se pode
afirmar que os compostos sdo mutagénicos devido a diferenca observada em relagdo ao

controle positivo.

O calculo experimental do coeficiente de particdo (log P) por HPLC, mostrou que 0s
compostos obtidos possuem valores log P variando entre 2,5 e 4,02, condizentes com

farmacos que possuem ag¢do no SNC (CHENG, 2011). Também foi possivel determinar que
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em comparacao com os valores calculados para os produtos finais, o software ALOGPS 2.1,

mostrou valores mais proximos dos obtidos experimentalmente.

A avaliagdo da atividade antioxidante utilizando o método de DPPH mostrou que 0s
compostos Lapdesf FUR-FD I-VI ndo apresentaram atividade para o modelo proposto. As
concentracdes utilizadas, valores préximos ao ICsy do controle utilizado (acido ascorbico)

nao mostraram correlacdo com a atividade.

O imunoesaio enzimatico (ELISA) mostrou que 0s compostos apresentaram
atividade inibidora da sintese de TNF-a como havia sido proposto no planejamento
estrutural inicial. O composto Lapdesf FUR-FD VI apresentou porcentagem de inibicdo de
65%, 53% e 33%, respectivamente as concentracées de 100uM, 50uM e 25uM. Mesmo

guando comparado a talidomida em concentracdes de 50uM, o resultado foi superior.

Os dados obtidos até o presente momento valida a estratégia de planejamento inicial
de obtencdo de novos compostos candidatos a farmacos com potencial atividade anti-
inflamatéria e neuroprotetora, possivelmente Uteis para a reducdo do processo de

inflamacado observado na doenca de Alzheimer.
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ANEXOS |

1. PROCEDIMENTOS SINTETICOS

1.1 Sintese do composto Lapdesf FUR-FD |

.

N-"oH a) N
\ NN\+HO —> N*-O —»
/ /

\N+
=0 =0 O/N
Lapdesf FUR-FD |

1 2 3
a) NaNO,, HAc, 0°C, 24h; b) SOCI,, 25°C, 24h; c) Ftalimida poatassica, 90°C, 24h.

Esquema 1 - Obtencéo do composto Lapdesf FUR-FD | obtido a partir do &lcool cindmico

1.1.2 Sintese do 3-(hidroximetil)-4-fenil-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (2)

Reacao

NaNO,, HAc, 0°C, OH

N"0oH 24h;
> \ \ N+’O-
/

Procedimento

Em um baldo de 250mL em banho de gelo adicionou-se 10,8g (0,08mol) de alcool
trans-cinamico (1) e 8ml de acido acético glacial. Apds solubilizar o alcool trans-cinamico (1)
o baldo reacional foi adicionado a um banho de gelo. Utilizando um funil de adi¢éo
adicionou-se lentamente gota-a-gota solu¢do saturada de nitrito de sédio (NaNO;) (15,52g
em 35mL de Agua destilada). Apés completa adicdo de NaNO, a reacdo foi retirada do
banho de gelo e mantida em agitac&o constante por 24 horas em temperatura ambiente. A
reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD) usando como fase
estacionaria (FE) silica gel e fase movel (FM) 5:5 hexano:acetato de etila (v/v). O produto foi

isolado realizando extragbes com acetato de etila (7 x 30mL), posteriormente a fase
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orgéanica foi lavada com solucéo saturada de bicarbonato de sddio (3 x 20mL) . Adicionou-se
a fase orgénica sulfato de sodio anidro para remover resquicios de &gua, a qual
posteriormente foi filtrada. O produto foi purificado por cromatografia em coluna utilizando
como FE silica gel e FM 5:5 hexano:acetato de etila (v/v), apés purificacdo, obteve-se 13g
(rendimento de 82,9%) de produto com aspecto oleoso e coloracdo castanha-alaranjado
(PM: 192,18; CoHgN,O5).

1.1.3 Sintese do 3-(clorometil)-4-fenil-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (3)

Reacao
OH socl, 25°C Cl
24h;
T e S —— | N0
N‘O/ N‘O/
2 3

Procedimento

Adicionou-se a um baldo de 50mL, 2,0g (0,01mol) do derivado (2) e 1,8mL
(0,025mol) de cloreto de tionila (SOCI,). A reacdo permaneceu sob atmosfera de nitrogénio,
temperatura ambiente e agitacdo constante por 24 horas. Ao final da reacéo adicionou-se de
maneira lenta 70mL de solucdo saturada de bicarbonato de sédio a 0°C. Realizou-se
extracOes da fase aquosa utilizando-se acetato de etila (4 x 30mL), foi entdo adicionado a
fase organica sulfato de sédio anidro e filtrou-se a fase organica. O solvente foi removido
sob pressado reduzida fornecendo 1,47g. O produto foi purificado por cromatografia em
coluna utilizando como FE silica gel e FM 8:2 éter de petrdleo:acetato de etila (v/v), apds
purificacdo, obteve-se 1,3g (rendimento de 60%) de produto com aspecto oleoso e
coloracéo alaranjada (PM: 210,6; CoH;CIN,O,).

Rafael Consolin Chelucci



]
Anexos

1.1.3 Sintese do 3-[(1,3-diox0-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)metil]-4-fenil-N-6xido-1,2,5-
oxadiazol (Lapdesf FUR-FD I)

Reacao
O
Ftalimida potassica, N
DMF, 90°C, 24h;

\ \ N+'O- > O Y
N\O/ 'O\N\*‘ /

o-N

3 Lapdesf FUR-FD |

Procedimento

Adicionou-se a um baldo de 50mL, 1,0g (4,8mmol) cloreto de metilfuroxano (3), 0,979
(5,2mmol) de ftalimida potassica e 12mL de N-N-dimetilformamida (DMF), o meio reacional
foi mantido em refluxo a 90°C, sob agitacdo constante por 28 horas. Ao fim da reacéo,
adicionou-se ao meio reacional 15mL de solucdo saturada de cloreto de sédio, houve a
formacdo de precipitado que foi filtrado a vacuo, por cromatografia em camada delgada
(CCD) usando como fase estacionaria (FE) silica gel e fase mdével (FM) 5:5 hexano:acetato
de etila (v/v) o produto estava puro e forneceu 1,67g (rendimento de 91,2%). O produto
apresentou faixa de fusdo (FF) de 155°C-159C, (PM: 326,36; C17H11N30,).

Caracterizacao estrutural:
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Infravermelho (pastilha de KBr): C-H aromatico: 3064,89cm™; C=0O imida (simétrico e
assimétrico): 1776,44cm™ e 1716,65cm™; C=N furoxano: 1602,85cm™; C=C aromatico:
1575,84cm™ e 1460,11cm™; C-N-C: 1354,93cm™.

RMN 'H (300MHz; DMSOug): & 4,95 (Hs; 2H; s); & 7,57-7,54 (Hio € Hiy; 3H; m); 5 7,84 (H, e
Hy; 4H; m); & 7,81-7,78 (Ho; 2H: dd — Jono= 2,2HZ/Imeta= 7,5Hz) ppm.

100 — Bhant A
] @ / ~”.
%T ]| ©
. <
i ot ‘:r
TS—'H 5] ({) 2 =
- P~ "e) =1
-| [ r~ 3
] |l 822
50— of &
i © el
i = w
o o ]
(D_ -
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?5—_ E

3500 3250 3000 2750 2500 2950 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Composto 1 1fcm

Espectro 1 - Espectro de infravermelho do produto Lapdesf FUR-FD | (pastilha de KBr)
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Espectro 2 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do Lapdesf FUR-FD | (RMN *H; 300MHz;
DMSOyge)
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Espectro 3 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do Lapdesf FUR-FD | (RMN *H; 300 MHz;
DMSOys) — ampliacao regido aromatica.

1.2 Sintese do composto Lapdesf FUR-FD Il

O
S?
SH OH \\ // )3* 9 (o)

| I b) _9 5 7 z

-
4 5 6 7
d)
(@) /9 N\ //O \/\NHZ
SS S 0
Nxow/m@ — (A,
/N+‘O' SN
0 N\O oo
Lapdesf FUR-FD II 8

a) H,O, CICH,COOH, NaOH, 110°C, 2h; b) H,0,, HAc, 25°C, 48h; c)HNO;, HAc, 110°C, 45min;
d) etanolamina, THF, NaOH 50%w/w, 0°C, 30 min; e) anidrido ftalico, HAc, 120°C, 2h.

Esquema 16 - Obten¢&o do composto Lapdesf FUR-FD Il obtido a partir do tiofenol.

1.2.1 Sintese do acido feniltioacético (5) (adaptado de KENNY et al., 1961)

Reacéo
SH ]
o H,O/NaOH g \)L
9 4 5
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Procedimento

Em um baldo de 250mL adicionou-se 9,3mL (90,7mmol) de tiofenol (4) em 40 mL de
agua destilada. Posteriormente adiciona-se 7,62g (190,6mmol) de hidroxido de sédio
(NaOH) e a mistura foi mantida em agitacdo por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se
lentamente 9,44g (99,84mmol) de acido monocloroacético (9). A mistura reacional foi
mantida em refluxo, aquecida a 110°C e mantida em agitacao por 2 horas. Apés decorrido o
tempo de reagédo o meio reacional foi resfriado em banho de gelo e o produto precipitado foi
filtrado a vacuo e lavado em abundancia com agua destilada gelada. Apés seco produto foi
obtido 13,2g (rendimento de 86,6%) de um soélido branco (FF: 59°C-61°C; PM: 168,21;
CgHg0,S).

1.2.2 Sintese acido fenilsulfonilacético (6) (adaptado de KENNY et al., 1961)

Reacao

]

1 H,0, / HA NV
i ¢ \)J\
@/S \‘JJ\OH 485h ©/S DH
—_—

5 6

Procedimento

Em um baldo de 250mL adicionou-se 5,0g (29,7mmol) de acido feniltioacético (5) em
40,0mL de &cido acético glacial, apds solubilizar o &cido feniltioacético (5) o meio reacional
foi mantido em banho de gelo e adicionou-se 15,0mL de peroxido de hidrogénio 30%. A
reagdo foi mantida sob agitagcdo vigorosa e temperatura ambiente por 48 horas. Para isolar o
produto foi adicionado 100mL de solugéo saturada de NaCl e feita uma extracdo utilizando
acetato de etila (4 x 15mL). Foi adicionado a fase organica sulfato de sddio anidro para
retirar residuos de agua e entdo evaporou-se a fase organica sob pressdo reduzida. O
produto foi obtido na forma de cristais brancos, a massa total obtida foi de 5,61g (rendimento
de 94,27%), (PM: 200,21; CgHgO,4S).
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1.2.3 Sintese 3,4-bis(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (7)

Reacéo
0 0 0
C:e;s ru HNO; / HAG Y Cixs 2
110°C

on 10C o @ Vs

N_ N,
0’ o

6 7

Procedimento

Adicionou-se em um baldo de 125mL, 3,21g (16,03mmol) do acido fenilsulfonilacético
(6) em 10mL de acido acético glacial mantendo a temperatura em 0°C. Lentamente
adicionou-se 5mL de acido nitrico fumegante 85,7%. A mistura foi mantida em agitacdo e
banho de gelo por 5 minutos e depois mantida em refluxo a 110°C por 45 minutos. Ao fim da
reacdo o meio reacional foi esfriado e adicionada agua destilada gelada. Ha a formacao de
precipitado que foi filtrado e lavado com agua destilada gelada. O produto final foi
recristalizado em uma mistura de acetato de etila/diclorometano/hexano (1:1:1), fornecendo
uma massa total de 1,69g (rendimento de 37,25%) de um solido branco-esverdeado com
faixa de fuséo: 140°C-142°C (PM: 366,38; C14H10N206S,).

1.2.4 Sintese 4-(2-aminoetoxi)-3-(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (8)

Reacéo
M ~on
CNJe
0.0 9P THF / NaOHsgs, % O\/\NHz
S S 0°C / 30min
N\ —_— >/ \< .
N_ NI N_ N
\0/ o O O-_
7 8

Procedimento

Em um baldo de 50mL, adicionou-se 2,0g (5,53mmol) do derivado (7) em 20,0mL de
tetrahidrofurano (THF). Em seguida adicionou-se 0,83mL (13,7mmol) de etanolamina e

0,66mg (16,6mmol) de NaOH 50%,. A reacdo foi mantida em agitacdo por 30 minutos e
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temperatura ambiente. O isolamento do produto foi realizado adicionando-se 20,0mL de
solugdo saturada de NaCl, o produto foi isolado realizando-se extragdo que foi feita
utilizando-se acetato de etila (4 x 30mL). O produto foi purificado por cromatografia em
coluna utilizando como FE silica gel e FM 95:5 acetato de etila:metanol (v/v). Obteve-se
435mg (rendimento de 27,84%) do produto (8) de cor amarela e aspecto oleoso (PM:
285,04; C10H11N30sS).

1.2.5 Sintese do composto 4-[2-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)etoxi]-3-

(fenilsulfonil)-2-N-1,2,5-oxadiazol (Lapdesf FUR-FD II)

Reacao
D
O
o
\\S/,O O\/\NHz! HAcHao“c N—~_0 \©
(I —— ﬁg hea
N N* Nh
\O.\O_ CI
8 Lapdesf FUR-FD ||

Procedimento

Em baldo de 25,0mL, adicionou-se 230,0mg (0,598mmol) do derivado furoxanico (8)
e 88,0mg (0,598mmol) de anidrido ftalico e 7,0mL de acido acético. A rea¢do foi mantida sob
agitacao e refluxo em atmosfera de nitrogénio por 2 horas. O isolamento foi realizado por
resfriamento do baléo reacional seguido da adi¢éo de cerca de 4,0mL de agua gelada/gelo
com adic¢éo de hidroxido de sodio 20% até pH=7. A fase aquosa foi extraida com acetato de
etila (4 x 40mL). A fase organica foi seca com sulfato de sodio, filtrada e evaporada sob
pressao reduzida para fornecer 110mg de um sélido de coloragdo marrom. A purifica¢éo foi
realizada por coluna cromatografica utilizando-se como FE silica gel e FM 6:4
hexano:acetato de etila (v/v) para obtencdo de 72mg (rendimento de 24%) de um sélido
branco (Lapdesf FUR-FD II) com faixa de fusdo entre 132°C-137°C (PM = 415,05;
C18H13N307S)'
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Caracterizacao estrutural:

Infravermelho (pastilha de KBr): C=0 imida (simétrico e assimétrico): 1780,30cm™ e
1718,58cm™; C=N furoxano: 1620,21cm™ e 1550,77cm™; C=C aromatico: 1460,11cm™; N-O:
1363,67cm™; S=0: axial simétrica: 1168,86cm™.

RMN *H (300MHz; DMSOg): 6 4,65 (H7; 2H; t); 6 4,08 (Hg; 2H; t); 6 7,92-7,87ppm (H11, Hi;
4H; m); & 7,96-7,93ppm (Hsz; 2H; m); & 7,65-7,59ppm (H; 2H; dd; Joo= 7,62Hz/ Jneta=
1,76Hz); 6 7,84-7,79ppm (Hy; 1H; tt; Joro= 7,6HZ/Imeta= 1,2HZ)

T P e R
- 1 m AV
%T _| o [ V
. @, L
] = ES e
] -0 © 3 ©
7] R T oo @
50— =T - 3
- o o ]
] =~
25—}
a—
9500 3250 3000 2750 2500 22950 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Composto 02 1fem

Espectro 4 - Espectro no infravermelho do Lapdesf FUR-FD Il (pastilha de KBr).
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Espectro 5 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD | (300 MHz;
DMSOg).
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Espectro 6 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD Il (RMN *H;
300 MHz; DMSOQOge) — ampliacdo regido aromatica.
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Espectro 7 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD Il (RMN *H;
300 MHz; DMSOge) — ampliacéo regido alquilica.

1.3 Sintese do composto Lapdesf FUR-FD llI

O
O O
o ———> N —_—
00
o) o0
OH
\

10 11 'O*N\O/N

Lapdesf FUR-FD Il

a) HAc, 120°C, 2h; b) CH,Cl,, DIC, 2-5h.

Esquema 17 - Sintese do composto Lapdesf FUR-FD Il

Rafael Consolin Chelucci



Xl
Anexos

1.3.1 Sintese do &cido 2-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)benzoico (10)

Reacéo

o} - Ghe==odo

10 12

Procedimento

Em um baldo de 50mL, adicionou-se 1,0g (7,29mmol) de acido 4-aminobenzoico
(11), 1,0g (6,75mmol) de anidrido ftalico (10) e 10mL de &cido acético glacial. A mistura
reacional foi mantida em refluxo e agitacdo a temperatura de 120°C por 1 hora. Para isolar o
produto foi feito o resfriamento da mistura reacional e posterior filtracdo a vacuo do
precipitado, que foi lavado com agua gelada. O produto obtido foi recristalizado utilizando-se
etanol 95% e agua. Obteve-se uma massa total de 1,199 (rendimento de 58,5%), do produto
final (11) o qual apresentou a coloracdo résea e faixa de fuséo: 216°C-219°C (PM: 267,23;
C14HoNOy).

1.3.2 Sintese do 3-({[2-(1,3-diox0-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)benzoil]Joxi}metil)-

2-hidroxi-4-fenil-1,2,5-oxadiazol (Lapdesf FUR-FD III)

Reacéo
(0]
N
DIC / DMAP
DCM /10°C 00
(¢}
N+/O
N! \
o~ \O/N
2 L
apdesf FUR-FD llI

Procedimento

Adicionou-se um baldo de 50mL, 0,4g (1,5mmol) do derivado ftalimidico (11), 0,259
(2,3mmol) do derivado furoxanico (2), 0,562g (2,72mmol) de N-N*-diisopropilcarbodiimida
(DIC) e 0,018g (0,14mmol) de dimetilaminipiridina (DMAP). Por fim adicionou-se 15mL de
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diclorometano destilado e manteve-se a reacdo a 0°C em agitacdo vigorosa por 5 horas. A
reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD) usando como fase
estacionaria (FE) silica gel e fase mével (FM) 5:5 hexano:acetato de etila (v/v). Ao final da
reacdo o solvente foi retirado do meio reacional em presséo reduzida e o produto obtido
purificado por coluna cromatogréfica FE silica gel e FM 6:4 hexano:acetato de etila (v/v),
fornecendo 327mg (rendimento de 49,05%) de um solido branco com faixa de fuséo: 181°C-
184°C, (PM: 441,39; Cy4H15N30¢).

Caracterizacéo estrutural

Infravermelho (pastilhas KBr): C=O imida (simétrico e assimétrico): 1786,08cm™ e
1718,58cm™; C=0 éster: 1745,58cm™: C=N furoxano: 1600,92cm™; C=C aromatico:
1577,77cm™ e 1454,33cm™; C-N-C: 1381,06cm™.

RMN *H (300MHz; DMSOgs): 6 5,23 (Hio; 2H; s); 6 7,97 (Ho; 1H; dd; Joro= 7,8Hz/ Jieta=
1,6Hz); 6 7,91-7,81 (Hy, H, e Hyg; 5H; m); 8 7,67-7,53 (H17, His, He, H7 € Hg; 7H; m) ppm.

%T | /\(\\
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Composto D5 1icm

Espectro 8 - Espectro na regido de infravermelho do composto Lapdesf FUR-FD Il (pastilha de KBr)
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Espectro 9 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD Il (RMN *H;

300 MHz; DMSOg).
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Espectro 10 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD Il (RMN

'H: 300 MHz; DMSOyg) — ampliacdo regido aromatica
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Espectro 11 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD Il (RMN
'H; 300 MHz; DMSOys) — ampliacéo regido alquilica.
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1.4 Sintese do composto Lapdesf FUR-FD IV

o)
o} 0 HO N;:@
0
0 o) o) o
HO
13

10

Lapdesf FUR-FD IV

a) HAc, 120°C, 2h; b) CH,CI, DCC, 2-5 h.

Esquema 18 - Sintese do composto Lapdesf FUR-FD IV.

1.4.1 Sintese do 5-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-hidréxibenzdico (12)

Reacao

o o o
HN HAc, 120°C
o+ OH . N OH
S OH W o
HO
3

10 14 1

Procedimento

Em um baldo de 50mL, adicionou-se 1,0g (6,52mmol) de mesalazina (14), 1,09
(6,74mmol) de anidrido ftalico (10) e 20mL de &cido acético glacial. A reagdo foi mantida em
refluxo a 120°C sob agitacdo por 1 hora. Ao final da reagdo o meio reacional foi resfriado
utilizando banho de gelo, o produto precipitado foi filtrado a vacuo e lavado abundantemente
com agua gelada. O sdlido resultante da reacdo foi entdo recristalizado utilizando etanol
95% e agua. O produto final (13) foi obtido com massa de 1,589 (rendimento de 87,4%) na
forma amorfa de coloracéo cinza e FF: acima de 250°C, (PM: 282,25, C;5HoNOs).
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1.4.2 Sintese do composto 3-({[5-(1,3-diox0-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-

hidroxibenzoilloxi}metil)-2-N-6xido-4-fenil-1,2,5-oxadiazol (Lapdesf FUR-FD IV)

HO N
O OH DIC/DCM
0°C. o o
| N0 o

o) OH N~g N
\ \
e

Reacao

13 2

Lapdesf FUR-FD IV

Procedimento

Adicionou-se a um baldo de 50mL, 0,42g (1,50mmol) de derivado ftalimidico (13),
0,25¢g (1,30mmol) do intermediario (2), 0,56g (2,72mmol) de N-N-diisopropilcarbodiimida
(DIC), 0,02g (0,24mmol) de dimetilaminopiridina (DMAP) e 15 mL de diclorometano
destilado. O meio reacional foi entdo mantido em agitacdo constante a temperatura de 0°C
durante 5 horas, a reacéo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD)
usando como fase estacionaria (FE) silica gel e fase mével (FM) 5:5 hexano:acetato de etila
(v/v). Ao fim da reacéo o solvente foi retirado sob presséo reduzida e o produto resultante foi
purificado por coluna cromatogréfica FE silica gel e FM 6:4 hexano:acetato de etila (v/v),
fornecendo 216,13mg (rendimento de 36,30%) com FF: 156°C-166°C, (PM: 457,39;
C24H15N30y).
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Caracterizacao estrutural:

Infravermelho (pastilhas KBr): C=0 imida (simétrico e assimétrico): 1772,58cm™ e
1693,50cm™; C=0 éster 1718,58cm™; C=N furoxano: 1610,56cm™; C=C aromatico:
1577,77cm™ e 1490,97cm™; C-N-C: 1386,82cm™; C-O éster: 1188,15cm™ e 1087,85cm™.

RMN H (300MHz; DMSOQgg): 6 5,42 (H1z; 2H; s); 6 7,09 (H7; 1H; d; Jore= 8,79H2); 6 7,83-7,78
(Hye; 2H); 6 7,58-7,50 (Hig, Hi7. Hs € Hyig; 5H; m); & 7,95-7,88 (Hy e H,, 4H, m) ppm.
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Espectro 12 - Espectro na regidao de infravermelho do composto Lapdesf FUR-FD IV (pastilha de
KBr).
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Espectro 13 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD IV (RMN
'H; 300 MHz; DMSOg).
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Espectro 14 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD IV (RMN
'H: 300 MHz; DMSOyg) — ampliacao regido alquilica.
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Espectro 15 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD IV (RMN
'H; 300 MHz; DMSOs) — ampliacéo regido aromatica.
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1.5 Sintese do composto Lapdesf FUR-FD V

(@)
2 H,N o) 0
2 N
OH
'e) + \lij)k _a)> —b)—> 0]
(0] (0]
0 HO =N"
\N,O
10 15 16
Lapdesf FUR-FD V

a) HAc, 120°C, 2h; b) CH,Cl,, DCI, 5h.

Esquema 19 - Sintese do composto Lapdesf FUR-FD V.

1.5.1 Sintese do acido 3-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)benzoico (16)

Reacao

o)
o)
O HAc, 120°C.
HzN oH —2h o N
0 +

o) 0

o HO

10 16

15

Procedimento

Em um baldo de 50mL, adicionou-se 1,0g (7,29mmol) de acido 3-aminobenzoico
(15), 1,0g (6,75mmol) de anidrido ftalico (10) e 20mL de acido acético glacial. A reagdo
permaneceu em refluxo a 120°C por 1 hora em agitacdo constante. Ao final da reacéo o
meio reacional foi resfriado utilizando banho de gelo, o produto precipitado foi filtrado a
vacuo e lavado abundantemente com agua gelada. O solido resultante da reacao foi entdo
recristalizado utilizando etanol 95% e agua. O produto final (16) foi obtido com massa de
1,409 (rendimento de 79,0%) na forma amorfa de coloragédo branca e FF: acima de 283°C-
286°C, (C15sHgNO,4; PM= 267,23).
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1.5.1 Sintese do composto 3-({[3-(1,3-dioxo0-1,3-diidro-2H-isoindol-2 il)benzoil]oxi}
metil)-2-N-6xido-4-fenil-1,2,5-oxadiazol (Lapdesf FUR-FD V)

Reacao
(@)
0 N | |
DCM / DCI
OH  =oc o o
N + —_— e}
N . .
N*-O o
o O ’\}\O/ \l\‘j
\
HO N'O
16 2
Lapdesf FUR-FD V

Procedimento

Adicionou-se a um baldo de 50mL, 0,42g (1,50mmol) de derivado ftalimidico (16),
0,25g (1,30mmol) de furoxano fenilado (2), 0,56g (2,72mmol) de N-N*-
diisopropilcarbodiimida (DIC), 0,02g (0,214mmol) de dimetilaminopiridina (DMAP) e 15 mL de
diclorometano destilado. O meio reacional foi entdo mantido em agitacdo constante a
temperatura de 0°C durante 5 horas, a reacdo foi acompanhada por cromatografia em
camada delgada (CCD) usando como fase estacionaria (FE) silica gel e fase mével (FM) 5:5
hexano:acetato de etila (v/v). Ao fim da reacdo o solvente foi retirado sob presséo reduzida e
o0 produto resultante foi purificado por coluna cromatografica FE silica gel e FM 6:4
hexano:acetato de etila (v/v), fornecendo 261,44mg (rendimento de 39,21%) com FF: 156°C-
158°C, (PM: 441,39; Cy4H15N30g).

Caracterizagéo estrutural
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Infravermelho (pastilha KBr): C-H aromaético: 3074,53cm™; C-H alquilico: 2937,59cm™; C=0
imida (simétrico e assimétrico): 1774,51cm™ e 1707,00cm™; C=0 éster: 1718,58cm™; C=N
furoxano: 1577,77cm™; C=C aromatico: 1598,99cm™; C-N-C: 1377,17cm™.

RMN 'H (300MHz; DMSOge): & 5,46 (Hi; 2H; s); & 7,93-7,86 (Hy e Hy; 4H; m); & 7,99-7,96
(Hs e Hio; 2H; m); 6 7,83-7,80 (Hys; 2H; m); & 7,75 (He; 1H; m); 6 7,67-7,62 (H7; 1H; t; Joro=
8,2Hz/Jono= 8,2H2); & 7,58-7,55 (H17 € Hig; 3H; m) ppm.
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Espectro 16 - Espectro na regido de infravermelho do composto Lapdesf FUR-FD V (pastilha de
KBr).
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Espectro 17 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD V (RMN
'H; 300 MHz; DMSOygs).
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Espectro 18 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD V (RMN *H;
300 MHz; DMSOQye) — ampliacéo regido alquilica.
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Espectro 19 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD V (RMN
'H: 300 MHz; DMSOyg) — ampliacdo regido aromatica.
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Espectro 20 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD V (RMN

'H; 300 MHz; DMSOs) — ampliacéo regido aromatica.

1.6 Sintese do composto Lapdesf FUR-FD VI
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Esquema 20 - Obteng¢&o do composto Lapdesf FUR-FD VI obtido a partir do tiofenol.
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1.6.1 Sintese do &cido 4-(1,3-dioxo-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)benzoico (19)

Reacéo

o HoN o
HAc / 120°C S OH
D + D —_— N
0
O OH O
10 18

19

Procedimento

Em um baldo de 50mL, adicionou-se 1,0g (7,29mmol) de acido 4-aminobenzoico
(18), 1,0g (6,75mmol) de anidrido ftalico (10) e 20mL de é&cido acético glacial. A reagao
permaneceu em refluxo a 120°C por 1 hora em agitacdo constante. Ao final da reacédo o
meio reacional foi resfriado utilizando banho de gelo, o produto precipitado foi filtrado a
vacuo e lavado abundantemente com agua gelada. O sélido resultante da reacao foi entao
recristalizado utilizando etanol 95% e agua. O produto final (19) foi obtido com massa de
1,559 (rendimento de 87,5%) na forma amorfa de coloracdo branca e FF: entre 287°C-
290°C, (C15HgNOy; PM= 267,23).

1.6.2 Sintese do acido 3-(3-hidroxipropoxi)-4-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-oxido (18)

Reacéo

OH
00 00
e W NaOH 50% / THF Q g 4/_/
M 30min. /5 o
/Y + HO oH ——————= o7 H
NN oW

'r-.O..r' -H'D- N MD/_N -".D-

7 20 17

Procedimento

Em baldo de 25mL contendo 1,09¢g (2,73mmol) do intermediario (7) e 2,05ml de 1,3-
propanodiol (27,3mmol) em 8,0ml de tetrahidrofurano (THF), adicionou-se 0,219 ¢
(2,73mmol) de solugcdo de NaOH 50%. A mistura reacional foi agitada por 30 minutos a

temperatura ambiente, e foi adicionado novamente 0,109g (1,37mmol) de solucdo de NaOH
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50%. Em seguida o meio reacional foi concentrado sob pressédo reduzida. O isolamento foi
feito por extragdo utilizando acetato de etila e lavando a mistura com agua duas vezes, lava-
se novamente a fase aquosa com acetato de etila e combinam-se as duas fases organicas
obtidas. O produto resultante foi entdo purificado em coluna cromatogréafica (éter de
petroleo:acetato de etila 6:4), resultando em um soélido de cor branca. Obteve-se 1,09 g do
produto final com rendimento de 72,9%, com faixa de fusdo = 95°C-100°C, (PM: 300,29;
C11H12N206S).

Caracterizacéo estrutural

Infravermelho (pastilha de KBr): -OH: 3367,71cm™; C-H: aromético: 3001,02cm™; C-H
alquilico: 2947,23cm™; C=N furoxano: 1610,58cm™ e 1550,77cm™ S=0O axial assimétrica e

simétrico: 1355,96cm™ e 1168,56cm™;

RMN *H (300MHz; CDsCls): & 4,61 (H7; 2H; t); 8 3,89 (He; 2H: t); & 2,14 (Hg; 2H: q); & 8,08-
8,05 (Hs; 2H, m); & 7,80-7,75 (Hy; 1H; m); 6 7,66-7,61 (Hy; 2H; m) ppm.

RMN 2C (300MHz; CDsCly): § 129,93 (Cy): 128,76 (C,); 135,90 (Cs); 138,19 (C,); 110,68
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Espectro 21 - Espectro na regido de infravermelho do derivado furoxanico (16) (pastilha de KBr).
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Espectro 22 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do derivado furoxanico (17) (RMN *H; 300
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Espectro 23 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do derivado furoxanico (17) (RMN *H; 300

MHz; CDs;Cl3) — ampliagdo regido aromatica.
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Espectro 24 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do derivado furoxanico (17) (RMN *H; 300
MHz; CH3Cls) — ampliagédo regido alquilica.
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Espectro 25 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do derivado furoxanico (17) (RMN *H; 300
MHz; CH3Cl3) — ampliagéo regido alquilica.
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Espectro 26 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do derivado furoxanico (17) (RMN 3¢: 300

MHz; CH3C|3)
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Espectro 27 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do derivado furoxanico (17) (RMN **C; 300

MHz; CH3Cl3) — ampliag&o regido aromatica.
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1.6.2 Sintese do Lapdesf FUR-FD VI

Reacéo

EHQC’IZ IEDC 0O

QS"G _/'_/ 5|1. ‘S o
'N" M
Mo o o o

17 19 Lapdesf FUR-FD VI

Procedimento

Adicionou-se a um baldo de 50mL, 0,42g (1,50mmol) de derivado ftalimidico (19),
0,45g (1,50mmol) de derivado furoxanico (17), 0,56g (2,72mmol) de N-(3-
dimetilaminopropil)-N*-etilcarbodiimida (EDC), 0,02g (0,14mmol) de dimetilaminopiridina
(DMAP) e 15 mL de diclorometano destilado. O meio reacional foi entdo mantido em
agitacao constante a temperatura de 0°C durante 5 horas, a reacdo foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada (CCD) usando como fase estacionaria (FE) silica gel e
fase movel (FM) 5:5 hexano:acetato de etila (v/v). Ao fim da reacado o solvente foi evaporado
sob pressdo reduzida e o produto resultante foi purificado por coluna cromatografica FE
silica gel e FM 6:4 hexano:acetato de etila (v/v), fornecendo 324,88mg (rendimento de
41,5%) com FF: 176°C-180°C, (PM: 549,51; CyH19N30,S).

Caracterizacéo estrutural
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Infravermelho (pastilha de KBr): C-H alquilico: 2927,94cm™ e 2850,79cm™; C=0 amida:
1650,23cm™; C=0 éster: 1716,58cm™; C-O-C éter: 1085,92cm™; S=O axial assimétrica:
1384,89cm™; C=C aromatico: 1577,77cm™.

RMN *H (300MHz; CDsCls): & 4,58 (H7; 2H; t); & 4,42 (Ho; 2H; t); § 2,27 (Hg; 2H; q); & 8,15-
8,12 (Hs; 2H; dd;); 6 7,87-7,85 (Hy; 1H; tt; Joro= 7,9HZ/Inete= 3HZ); 6 7,65-7,62 (H; 2H; dd;
Jortoe= IHZ/Imeta= 3HZ); & 8,03-8,00 (Hiz; 2H; m); & 7,74-7,70 (Hys; 2H; m); 7,99-7,89 (Hy7 e
Hig; 4H; m) ppm.

RMN C (300 MHz; DMSOQge): & 166,75 (C15); & 165,27 (C10); & 158,94 (C6); & 137,23 (C4);
8 136,26 (C11); & 135,00 (C17); & 131,56 (C14); & 130,12 (C16); & 129,94 (C3 e C12); §
128,41 (C1); 8 127,24 (C2 e C13); 123,69 (C18); & 110,64 (C5); & 68,42 (C9); & 61,33 (C7);
6 30,78 (C8) ppm.
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Espectro 28 - Espectro na regido de infravermelho do composto Lapdesf FUR-FD VI (pastilha de
KBr).
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Espectro 29 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do Lapdesf FUR-FD VI (RMN ‘H; 300
MHz; DMSO ).
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Espectro 30 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD VI (RMN
'H: 300 MHz; DMSOgs) — ampliacdo da regido aromatica.
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Espectro 31 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD VI
(RMN *H; 300 MHz; DMSOygs) — ampliacéo da regiéo alquilica.
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Espectro 32 — Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto
Lapdesf FUR-FD VI (RMN "H; 300MHz; DMSOygg).
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Espectro 33 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD VI (RMN
13C; 300 MHz; DMSOys).
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Espectro 34 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD VI (RMN
13C; 300 MHz; DMSOygg) - ampliacdo entre 70-30ppm.
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Espectro 35 - Espectro de ressonancia magnética nuclear do composto Lapdesf FUR-FD VI (RMN
13C: 300 MHz; DMSOygg) - ampliagdo entre 168-110ppm.
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ANEXOS I

Protocolo CEUA/FCF/CAr n? 02/2013

Interessado: RAFAEL CONSOLIN CHELUCCI

Orientador: Prof?. Dr2. Chung Man Chin

Projeto: Avaliacao da mutagenicidade in vivo de compostos derivados
ftalimidicos

Parecer n? 22/2013 — Comisséo de Etica no Uso de Animais

O Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais, desta
Faculdade, aprovou ad-referendum as adequacdes feitas no protocolo do
projeto de pesquisa “Avaliacdo da mutagenicidade in vivo de compostos
derivados ftalimidicos”, apresentado pelo pés-graduando RAFAEL CONSOLIN
CHELUCCI, sob orientagdo da Professora Doutora Chun Man Chin, do
Departamento de Farmacos e Medicamentos desta Faculdade.

O relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em
AGOSTO de 2013, em formulario para este fim.

Araraquara, 10 de junho de 2013.

Prof. Dr. CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA
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ANEXOS IlI

Protocolo CEUA/FCF/CAr n® 04/ 2012

Pesquisador: RAFAEL CONSOLIN CHELUCCI

Orientador: Prof?. Dr2. Chung Man Chin

Projeto: Obtengao de hibridos lapdesf Fur-Fd e atividade antiinflamatdria, com

potencial atividade neuroprotetora.

Parecer n? 19/2013 — Comissao de Etica no Uso de Animais

A Comissdo de Etica no Uso de Animais desta Faculdade,
reunida em 17 de Abril de 2013, analisou o relatério final do protocolo para
uso de animais na pesquisa: “Obtencao de hibridos lapdesf Fur-Fd e atividade
antiinflamatoéria, com potencial atividade neuroprotetora”, apresentado pelo pos-
graduando Rafael Consolin Chelucci, sob orientacao da Prof2. Dr2. Chung
Man Chin, do Departamento de Farmacos e Medicamentos, desta
Faculdade, e considerou o referido relatorio estruturado dentro dos principios
éticos na experimentacdo animal do Conselho Nacional de Controle de

Experimentagdo Animal - CONCEA, manifestando-se FAVORAVEL a sua

aprovacao.

Araraquara, 22 de Abril de 2013.

) do (s

Prof. Dr. CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA
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ANEXOS IV

Protocolo CEUA/FCF/CAr n® 03/2013

Interessado: RAFAEL CONSOLIN CHELUCCI

Orientador: Prof?. Dr2. Chung Man Chin

Projeto: Obtencao de hibridos lapdesf Fur-Fd e atividade antiinflamatoria,
com potencial atividade neuroprotetora

Parecer n2 09/2013 — Comissao de Etica no Uso de Animais

O Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais, desta
Faculdade, aprovou ad-referendum as adequactes feitas no protocolo do
projeto de pesquisa “Obtencdo de hibridos lapdesf Fur-Fd e atividade
antiinflamatoria, com potencial atividade neuroprotetora”, apresentado pelo
pos-graduando RAFAEL CONSOLIN CHELUCCI, sob orientagdo da
Professora Doutora Chung Man Chin, do Departamento de Farmacos e

Medicamentos, desta Faculdade.
O relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em

JUNHO de 2013, em formulario para este fim.

Araraguara, 18 de marco de 2013.

) o (L

Prof. Dr. CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA

Rafael Consolin Chelucci



