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RESUMO

As abordagens terap€uticas para o tratamento de condi¢des inflamatorias sdo focadas na su-
pressdo, bloqueio ou inibi¢do de mediadores inflamatorios. Os medicamentos disponiveis no
mercado para essas desordens apesar de efetivos, possuem como limitagoes os distirbios gas-
trointestinais, renais, cardiovasculares ¢ metabolicos, tornando o desenvolvimento de novos
farmacos necessario. O objetivo desse estudo foi desenvolver, caracterizar e avaliar o perfil
anti-inflamatdrio in vitro e in vivo dos derivados: 2-ciano N-fenilacetamida — JM-01; (E) -2-
ciano-3- (1H-indol-3-il) -N-fenilacrilamida — ICMD-01 e (E) -2-ciano-N,3-difenilacrilamida —
JMPR-01 e posteriormente determinar o potencial toxicoldégico do composto mais promissor.
Os compostos foram obtidos por meio de uma reagcdo de amidacao entre anilinas substituidas e
2-cianoacetato de etila, seguido de uma reacao de condensagdo do tipo Knoevenagel com alde-
idos substituidos sendo a elucidacgdo estrutural realizada por técnicas espectroscopicas e espec-
trométricas. Para avaliagdo do potencial anti-inflamatorio in vitro foram realizados os ensaios
de viabilidade celular, dosagens de citocinas e nitrito em culturas de macréfagos J774 e in vivo:
peritonite induzida por zymosan, edema, hiperalgesia inflamatdria, medigdes de citocinas e
prostaglandina E» induzido por CFA. O efeito antinociceptivo e as alteragdes adaptativas mo-
toras dos animais tratados com os compostos foram avaliados pelos ensaios tail-flick e rota rod.
A determinacao da seguranga de uso foi realizada empregando-se os modelos de toxicidade
aguda de dose Unica, atividade hemolitica in vitro e suceptibilidade ulcerogénica. As predigcdes
farmacocinéticas foram realizadas utilizando as plataformas SwissADME e Xenosite. A sintese
dos compostos IM-01, JMPR-01 e ICMD-01 mostrou-se viavel, com rendimentos satisfatorios
facil purificagdo e com resultados espectroscopicos e espectrométricos condizentes a estrutura.
Os resultados in vitro para os compostos apresentaram inibigdes significativas (p<0,05) da pro-
ducao de nitrito e citocinas em concentragdes de até 50 uM para o JIM-01 e JMPR-01 ¢ 100 uM
para o ICMD-01. No teste de peritonite induzida por zymosan todos os derivados apresentaram
inibi¢do da migracdo leucocitaria nas doses de (5, 10 e 50 mg kg!) significativamente diferente
do grupo controle (p<0,05) com atividade superior ao grupo tratado com indometacina na dose
de 10 mg kg’ No edema de pata induzido por CFA o composto com melhor perfil de atividade
antiedematogénica nos tempos de 2 a 6h foi 0o ICMD-01 (50 mg kg™'), apresentando respectiva-
mente inibi¢cdo de 44,45, 57,14 ¢ 67,34%. O ICMD-01 também apresentou redugao significativa
(p< 0,05) dos niveis locais de IL-1p ¢ TNF-a e PGE> quando comparado ao grupo controle.
Para a IL-1B e PGE2 inibi¢ao promovida pelo ICMD-01 é comparavel ao da dexametasona (2mg
kg), enquanto para o TNF-0 0 composto mostrou-se superior. Com relagdo a atividade seda-
tiva, antinociceptiva inflamatoria e central nenhum dos compostos induziram efeitos conside-
raveis. No perfil toxicologico do ICMD-01, ndo foram evidenciados sinais clinicos relevantes
nem morte durante a experimentagdo de toxicidade aguda, além de uma boa tolerabilidade gas-
trica. Também nao foram evidenciados grau excedente de atividade hemolitica. Nas predi¢des
farmacocinéticas puderam-se observar que os compostos JM-01, IMPR-01 e ICMD-01, sdo
potencialmente bem absorvidos pelo TGI e permeédveis a BHE além disso, apresentam pontos
susceptiveis a metabolizacao que podem influenciar no efeito farmacologico. Esses estudos
iniciais contribuem para validacdo do potencial bioldgico desses derivados, tornando-os fortes
candidatos a farmacos anti-inflamatorio com baixo potencial ulcerogénico.

Palavras chave: Fenilacrilamida. Imunomodulagdo. Inflamagao aguda.



ABSTRACT

Therapeutic approaches to the treatment of inflammatory conditions are focused on suppres-
sing, blocking or inhibiting inflammatory mediators. The drugs available on the market for
these disorders, although effective, have as limitations gastrointestinal, renal, cardiovascular
and metabolic disorders, making the development of new drugs necessary. The objective of this
study was to develop, characterize and evaluate the in vitro and in vivo anti-inflammatory pro-
file of the derivatives: 2-cyan N-phenylacetamide - JM-01; (E) -2-cyano-3- (1H-indol-3-yl) -
N-phenylacrylamide - ICMD-01 and (E) -2-cyano-N,3-diphenylacrylamide -JMPR-01 and later
determine the toxicological potential of the most promising compound. The compounds were
obtained through an amidation reaction between substituted anilines and ethyl 2-cyanoacetate,
followed by a Knoevenagel-type condensation reaction with substituted aldehydes, the structu-
ral elucidation being performed by spectroscopic and spectrometric techniques. To evaluate the
anti-inflammatory potential in vitro, cell viability tests, cytokine and nitrite dosages in J774
macrophage cultures and in vivo: zymosan-induced peritonitis, edema, inflammatory hyperal-
gia, cytokine and prostaglandin E; measurements CFA-induced. The antinociceptive effect and
motor adaptive changes of animals treated with the compounds were evaluated by tail-flick and
rota rod tests. The determination of safety of use was performed using single dose acute toxicity
models, in vitro hemolytic activity and ulcerogenic susceptibility. Pharmacokinetic predictions
were performed using the SwissADME and Xenosite platforms. The synthesis of the com-
pounds JM-01, JMPR-01 and ICMD-01 proved feasible, with satisfactory yields easy to purify
and with spectrometric and spectroscopic results consistent with the structure. In vitro results
for the compounds showed significant inhibitions (p<0.05) of nitrite and cytokine production
in concentrations up to 50 uM for JM-01 and JMPR-01 and 100 uM for ICMD-01. In the zymo-
san-induced peritonitis test all the derivatives showed inhibition of leukocyte migration at doses
of (5, 10 and 50 mg kg!) significantly different from the control group (p<0.05) with activity
higher than the group treated with indomethacin at doses of 10 mg kg”’.In CFA-induced paw
edema the compound with the best profile of antiedematogenic activity in times from 2 to 6
hours was the ICMD-01 (50 mg kg™), presenting respectively inhibition of 44.45, 57.14 and
67.34%. The ICMD-01 also showed a significant reduction (p<0.05) of local IL-1p and TNF-a
and PGE2 levels when compared to the control group. For IL-1p and PGE2 inhibition promoted
by the ICMD-01 is comparable to that of dexamethasone (2mg kg™'), while for TNF-a the com-
pound proved superior. Regarding the sedative, antinociceptive and central activity none of the
compounds induced considerable effects. In the toxicological profile of ICMD-01, no relevant
clinical signs or death were evidenced during the acute toxicity experiment, besides a good
gastric tolerance. Also no excess degree of hemolytic activity was evidenced. In the pharmaco-
kinetic predictions it was observed that the compounds JM-01, JMPR-01 and ICMD-01, are
potentially well absorbed by the TGI and permeable to Hb in addition, have points susceptible
to metabolization that can influence the pharmacological effect. These initial studies contribute
to validate the biological potential of these derivatives, making them strong candidates for anti-
inflammatory drugs with low ulcerogenic potential.

Key words: Phenylacrylamide. Imnmunomodulation. Acute inflammation.
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1. INTRODUCAO

A inflamacao ¢ um mecanismo de defesa deflagrado em respostas a condigdes extremas
a homeostase, mediado por substancias pro-inflamatdrias como o 6xido nitrico, citocinas, es-
pécies reativas, aminas vasoativas e eicosanoides. Essas substancias sdo produzidas por células
como macrofagos, linfocitos e mastdcitos e tem como funcao desencadear processos dinamicos,
celulares e bioquimicos promovendo reagdes vasculares e tissulares com o objetivo de extinguir
0 agente patogénico e iniciar os processos de reparo (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN,
2010; HERNANDEZ et al., 2013; KOTAS; MEDZHITOV, 2015; LEE et al., 2017).

O manejo da inflamacao ¢ considerado desafiador, visto a extensdo dos fatores e vias
que exercem influéncia durante o processo. Dentre as citocinas pré inflamatdrias o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-1beta (IL-1B) induzem a condigdes inflamatorias
crOnicas e a progressao de doencas auto-imunes. A maioria desses mediadores sdo produzidos
em resposta a ativacao das vias de sinalizagdo NFkB, p38MAP quinase e JAK/STAT (KUMAR
et al., 2019; TAMIYA et al., 2011; TANIGUCHI; KARIN, 2018).

Apesar da inflamacao ndo ser um processo patologico, pode haver uma exacerbacao
dessa resposta, devido a uma tentativa ineficaz do organismo contra o agente agressor, poten-
cializando a permeabilidade celular, infiltragcdo leucocitaria e liberagdo de mediadores, que con-
tribui com o aparecimento dos sinais cardinais da inflamag¢do (rubor, edema, hipertermia, dor,
e perca da fungdo tecidual) (GROSSER, SMYTH; FITZGERALD 2012; MURAKAMI; HI-
RANO, 2012).

As terapias farmacologicas empregadas no tratamento clinico das comorbidades infla-
matorias englobam as drogas ndo esteroidais (AINEs) e esteroidais (AIEs). As drogas AlEs,
representada pelos glicocorticoides sdo consideradas padrdo ouro, atuando na modulacao imu-
noldgica e nos processos inflamatorios. Entretanto, apresentam efeitos colaterais graves asso-
ciados a distarbios metabdlicos e endocrinos quando utilizado por periodos prolongados
(WANG; HAILE; JONES, 2013).

Os AINEs por sua vez sdo as drogas mais prescritas, sendo consumidos por cerca de
30% da populacdo mundial diariamente com finalidade anti-inflamatéria, analgésica e antipi-
rética (BJARNASON et al., 2018). O uso dessas drogas ¢ limitado devido aos riscos de nefro-
toxicidade e do potencial ulcerogénico que acontece em razao da inibi¢do de prostaglandinas
citoprotetoras pela COX-1. Drogas seletivas para COX-2 foram desenvolvidas, porém muitas

delas foram retiradas do mercado ou passaram a ter uso proscrito por aumentar a incidéncia de
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eventos cardiovasculares (BATLOUNI, 2010; MARCEN; SOSTRES; LANAS, 2016; MON-
TEIRO, 2008).

Esses panoramas tém desencadeado a necessidade de desenvolvimento de novos anti-
inflamatorios. Uma das abordagens que vem sendo utilizada no planejamento de farmacos ¢ a
quimica medicinal, que possibilita a diversidade de estruturas carbdnicas com fragmentos far-
macoforicos importantes para o desenho de diversos compostos bioativos (EDER; SEDRANTI;
WIESMANN, 2014; PLOWRIGHT et al., 2017; TRESADERN et al., 2017). A exemplo, tem-
se os derivados fenilacetamida e fenilacrilamida, obtidos por reacdes de amidacao entre anilinas
substituidas e condensacdes do tipo Knovenagel. Essas classes sdo pouco investigadas para
condi¢des inflamatdrias, porém estudos pioneiros de Gu et. al. (2019), tem indicado atividades
promissoras de seus compostos, que atuam como moduladores do complexo transcricional NF-
kB em células mesengiais HBZY -1 estimuladas por LPS.

Assim, presente estudo teve como objetivo sintetizar e estabelecer as propriedades far-
macoldgica do derivado fenilacetamida (2-ciano N-fenilacetamida — JM-01) e fenilacrilamida
(2-ciano-3-(1H-indol-3-il)-N-fenilacrilamida — ICMD-01 e o (E)-2-ciano-N,3-difenilacrilamida
—JMPR-01 em modelos in vitro e in vivo de inflamag¢do, bem como avaliar a seguranca de uso
através dos ensaios de toxicidade aguda e géstrica. Esses ensaios iniciais podem tornar esses
compostos fortes candidatos a medicamentos anti-inflamatdrios com eficacia preservada e me-
lhores perfis de seguranca relacionados aos danos gastrointestinais associado ao uso prolongado

dos farmacos convencionais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos geral

Sintetizar e avaliar o potencial anti-inflamatoério in vitro e in vivo dos compostos: 2-
ciano N-fenilacetamida (JM-01), (E) -2-ciano-3- (1 H-indol-3-il) -N-fenilacrilamida (ICMD-01)
e o (E) -2-ciano-N,3-difenilacrilamida (JMPR-01).

2.2 Objetivos especificos

Este projeto teve como objetivos especificos:

a) Sintetizar e determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos (aparéncia,

b)

g)

h)

fator de retencao, faixa de fusdo, rendimento, peso molecular, formula molecular e
coeficiente de parti¢cdo tedrico);

realizar a caracterizacgdo térmica pela técnica termogravimétrica (TG) e calorimetria
diferencial exploratoria (DSC) e a elucidagdo estrutural dos compostos por técnicas
espectroscopicas e espectrométricas;

avaliar in vitro a viabilidade celular, inibi¢ao de 6xido nitrico e citocinas pelos com-
postos em culturas de macrofagos J774;

avaliar o perfil anti-inflamatério dos compostos frente aos modelos de peritonite,
hiperalgesia inflamatoria, edema e niveis de citocinas e prostaglandina locais
avaliar o potencial antinociceptivo dos compostos pelos ensaios tail-flick e von frey;,
avaliar a atividade motora dos animais tratados com os compostos pelo ensaio do
rota rod,

avaliar a toxicidade hemolitica in vitro, toxicidade aguda ndo clinica e gastrica do
composto com melhor potencial anti-inflamatorio.

realizar as predigdes farmacocinéticas in silico utilizando as plataformas Swis-

SADME e Xenosite.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Aspectos gerais da inflamacio

A inflamacao ¢ uma reagdo do organismo frente a um agente agressor de natureza qui-
mica, fisica ou biologica, que promove a ativagdo coordenada das vias sinalizadoras com obje-
tivo de instaurar os processos de reparo. Este processo ¢ iniciado pela ativagao de receptores
padrdes (germline-encoded pattern-recognition receptors (PRRs) de superficie celular que re-
conhecem esses estimulos lesivos, ativando uma cascata de sinalizagao intracelular, induzindo
a translocagao de diversos fatores de transcri¢ao, resultando na expressao de diversos mediado-
res inflamatorios (CHEN et al., 2018; MORTAZ et al., 2017).

A nivel tecidual durante a resposta inflamatdria observa-se sinais tipicos como: edema,
rubor, calor, dor, podendo progredir para perca da fun¢do tecidual. Esta resposta inespecifica
visa minimizar as lesdes iminentes ou os quadros infecciosos na tentativa de extinguir o agente
agressor. Este processo de mitigacdo corrobora com reestabelecimento da homeostase dos te-
cidos e a resolucao do processo agudo. O processo agudo quando ndo resolvido pode se tornar
cronico, fazendo parte da patogénese de diversas doengas cronicas incluindo o cancer (PET-
TER; LIBBY, 2007; ZHOU; ONG; HUANG, 2016). Os principais mediadores que influenciam
a resposta inflamatdria e vascular sdo as citocinas, espécies reativas de oxigénio, 6xido nitrico,

proteases, aminas vasoativas, eicosanoides e os fatores de crescimento (CHEN; NUNEZ, 2010).

3.2 Mecanismos deflagradores das respostas inflamatorias

Apesar dos mecanismos das respostas inflamatdrias estarem correlacionados com a na-
tureza do agente deflagrador do estimulo e localidade do 6rgao ou tecido, todos eles convergem
para uma via comum, de forma geral, receptores celulares PRRs reconhecem os padrdes mole-
culares, ativam vias inflamatorias resultando na produgdo de mediadores inflamatorios e na
migracao de células do sistema imunologico (CHEN et al., 2018).

Os padrdes moleculares podem ser estruturas microbianas, denominado padrdes mole-
culares associados a patogenos (PAMPs), que inicia eventos intracelulares desencadeando a
resposta inflamatéria pela ativacdo de receptores codificados por linhagem germinativa (PRRs)
expressos em células imunes e ndo imunes (CHEN et. al., 2018; GUDKOV; KOMAROVA,
2016; TAGHAVIetal., 2017). Ou, de acordo com Xu e Dumman (2018), esses padrdes também
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podem ser oriundos de sinais enddgenos ativados durante um dano celular ou tecidual, na au-
séncia de agentes infecciosos, sendo definido como padrdes moleculares associados ao perigo
(DAMPS).

Dentre as classes de familias de PRRs incluem-se os receptores Toll-like (TLRs), recep-
tores de lecitina do tipo C (CLRs), receptores do tipo induzivel pelo acido retindico (RIG) -1
(RLRs) e receptores do tipo NOD (NLRs). A familia TLR constitui a classe de receptores pa-
drdes mais importantes nos mamiferos, sendo amplamente expressos na membrana celular ou
nos endossomos € sua ativacdo promove uma cascata de sinaliza¢do intracelular, mediado pelo
fator de diferenciagdo mielodide -88 que promove a translocagao de diversos fatores de transcri-
¢do (PA-1, NF-«xB e IRF3) (Figura 1) (ARANCIBIA et a., 2007; CHEN et. al, 2018; CZER-
KIES; KWIATKOWSKA, 2014; WANG, 2018).

Figura 1. Sinalizacdo intracelular via receptores Toll like (TLRS)
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Fonte: adaptado de Chen et al. (2010).

As vias inflamatorias estdo envolvidas na patogénese de diversas doengas cronicas, €
sua ativagao pode ser mediada pela atuacao de algumas citocinas, a exemplo interleucina-1p
(IL-1PB), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), que agem como estimulos
inflamatorios primarios durante o processo de sinalizacdo celular interagindo respectivamente

com os receptores: TLRs, IL -1 receptor (IL-1R), receptor de IL-6 (IL-6R) e receptor de TNF
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(TNFR) (KAMINSKA et al., 2009). A ativagao do receptor propaga a sinalizacdo de importan-
tes vias, podendo citar a da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), do fator nuclear
kappa-B (NF-kB), Janus quinase (JAK) e do ativador da transcri¢io (STAT) (FRAZAO; ER-
RANTE, CONDINO-NETO, 2013; MORTAZ et al., 2017; WALSH; LEE, CHOI, 2016).

33 Via do NF-kB (Fator nuclear kappa B)

O NF-kB ¢ um complexo proteico que apresenta cinco fatores de transcrigdo que em
mamiferos incluem: p50, p52, RelA (p65), RelB e c-Rel. Este complexo possui fungdo essen-
cial em processos bioldgicos e celulares e sua ativacdo acontece pela via candnica deflagrada
por produtos microbianos, citocinas pro inflamatérias como TNFa e IL-1, ou pela via alterna-
tiva, cujo estimulo se dar por citocinas da familia TNF - linfotoxina § (TNFSF3), ligante CD40
(CD40L e TNFSF5), fator de ativacao de células B (BAFF e TNFSF13B) e ativador do receptor
do ligante NF-kxB (RANKL e TNFSF11) (CHEN et. al., 2018; DIAMANT; DIKSTEIN, 2013;
LAWRENCE, 2009).

Ap6s a estimulacao celular ocorre a fosforilagao do IKB (IKK) que consiste de subuni-
dades de quinase catalitica (IKKa e IKKp) e a proteina reguladora ndo enzimatica NEMO. Os
heterodimeros NF-kB sao liberados do complexo NF-kB/IkB e translocados para o nucleo, o
que leva a expressao génica de citocinas € a quimiotaxia de células inflamatorias (Figura 2)

(DIAMANT; DIKSTEIN, 2013; ZHU; GU; SHEN, 2019).

Figura 2. Caminhos candnicos e alternativos da via NF-xB
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Fonte: adaptado de Lawrence (2009).
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3.4 Via da proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK ou MAP quinase)

As cascatas da MAPK sdo vias sinalizadoras importantes que regulam processos celu-
lares como proliferacdo, diferenciagdo, apoptose e respostas induzidas por estimulos como es-
tresse. Sendo assim, distiirbios no funcionamento dessas cascatas estdo envolvidos no desen-
volvimento de doengas inflamatdrias e auto imunes (PLOTNIKOV et al., 2011).

As MAPKSs sao subdivididas em quatro subfamilias, proteina quinase 1 e 2 regulada por
sinal extracelular (ERK1 1 e 2), quinases N-terminais c-Jun 1-3 (JNKI1, JNK2 e JNK3), p38
MAPKSs (p38a, p38b, p38g e p38d) e ERKS (também conhecido como BMK). Cada via de
sinalizagdo inclui trés quinases principais: MAPK Kinase Kinase (MAPKKKSs), MAPK Kinase
(MAPKKs) e MAPK (LIANG; YANG, 2019; CUENDA, 2019).

MAPKKKSs fosforilam e ativam MAPKKSs, que por sua vez fosforilam e ativam MA-
PKs. As ERKSs sao geralmente ativadas por mitégenos e sinais de diferenciag¢do, enquanto esti-
mulos inflamatorios e estresse ativam JNK e p38. A proteina MKK1 e MKK2 ativam ERKI e
2; MKK4 e MKK7, que por sua vez ativam JNK, MKK3 e MKK6 que também ativam p38. A
ativacdo das MAPKs, incluindo ERK1/2, de JNK, conduz a fosforilagdo e ativagdo da transcri-
¢do de p38 e fatores presente no citoplasma ou nucleo, o que inicia a resposta inflamatoria
(ADEWUMI; LOPEZ; DAVIE, 2018; CHEN et al., 2018; DHILLON et al., 2007; KIM; CHOI,
2010).

Figura 3. Caminhos de sinalizacdo da proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK)
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Fonte: adaptado de Kim e Choi (2010).
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3.5 Via JAK-STAT (Janus quinase)

Segundo Ruan et al. (2019) a via JAK/STAT possui papel importante na regula¢ao imu-
noldgica e em processos celulares, sendo constituido pelos receptores relacionados a tirosina
quinase (JAK e STAT). Os receptores ao serem ativados por ligantes como citocinas (IL-2 e
IL-7), fatores de crescimento, fator estimulante de colonia de granulécitos-macréfagos (GM-
CSF) e interferon fosforilam a sua correspondente tirosina quinase JAK.

De acordo com Murray (2007), as familias de proteinas consistem em JAK-1, JAK-2,
JAK-3 e TyK-2, no qual possuem 7 dominios homologos JAK (JH). O dominio JH-1 é um
dominio quinase, ¢ 0 JH-6 ¢ JH-7, s3o dominios de ligacao ao receptor. O fragmento de tirosina
quinase JAK recruta e fosforlila as proteinas da familia STAT: STAT1-4, a, STATSb e 6. Os
STATSs ativados ao entrarem no nucleo ligam-se a genes especificos, modulando também o

processo de transcri¢ao de proteinas de mediadores inflamatorios (O'SHEA; PLENGE, 2012).

Figura 4. Via da sinalizagdo celular JAK/STAT
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Fonte: adaptado de Dodington, Desai e Woo (2018).

Essas vias apresentadas sdo comuns a patogénese de diversas doengas inflamatdrias,

auto-imunes, metabolicas e cancer. Sua ativagdo ¢ um processo complexo mediado por diversos
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fatores no qual levam a transcri¢cao da expressao génica de citocinas, fatores tumorais e de cres-
cimento, quimiocinas e eicosanoides. Essas substincias produzidas modulam respostas fisiopa-
tologicas e celulares e seus mecanismos precisam ser melhor esclarecidos para resolubilidade

dos disturbios patologicos inflamatorios.

3.6 Mediadores inflamatorios

3.6.1 Citocinas

As citocinas sdo as principais substancias envolvidas na modula¢do de um processo in-
flamatorio cronico e agudo, liberadas a partir de células do sistema imunoldgico incluindo mo-

nocitos, macrofagos e linfocitos. Pode-se visualizar resumidamente suas fungdes celulares no

quadro 1.

Quadro 1. Principais citocinas, suas origens e respectivas funcoes celulares.

Citocinas pro e anti inflamatorias

Citocina | Fami- Origem celular Funcgdes celulares
lia
IL-1 B IL-1 | Macrofagos e Mondcitos Pr6- inflamatoria, induz a proliferacao ce-
lular, diferenciagao e apoptose.
IL-1 IL-4 | Linfocito T (helper) Anti-inflamatoria, proliferagdo e diferen-
ciacao de células T e B
IL-6 IL-6 | Macrofagos, células T e adi- | Pro-inflamatoéria, indutora de citocinas e
pécitos diferenciagdo celular
IL-8 CXC | Macrofagos, células endote- | Pro- inflamatoéria, induz a quimiotaxia e a
liais e epiteliais anfigénese
IL-10 IL-10 | Mondcitos, células T e célu- | Anti-inflamatéria (inibicdo de citocinas
las B pro-inflamatorias)
IL-11 IL-11 | Fibroblastos, neurdnios e cé- | Anti-inflamatoéria, diferenciagdo celular e
lulas epiteliais induz a proteina de fase aguda
IL-12 IL-12 | Células dentriticas, macrofa- | Pro-inflamatoria, diferenciacdo celular e
gos e neutrofilos ativacado de células NK
TNFa TNF | Macrofagos, CD4, células | Pro-inflamatoria, induz a produgdo de ci-
NK tocinas, proliferagdo e apoptose
IFN-y INF | Células T, NKT, e células B | Pr¢ inflamatoria (imunidade inata e adap-
tativa)
GM-CSF IL-4 | Células T, macréfagos e fi- | Pro-inflamatoéria, ativagdo de macrofagos,
broblastos neutrofilo e monocitos
TGF- TGF | Macrofagos e células T Anti-inflamatéria (inibicdo de citocinas
pro-inflamatoérias)

Fonte: Chen et. al. (2018); Turner et al. (2014) (Adaptado).
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3.6.2  Proteinas e enzimas importantes no processo inflamatorio

Os indicios clinicos do processo inflamatoério nem sempre sao observados, entretanto,
alguns parametros bioquimicos e hematoldgicos podem ser tteis na detec¢dao da condicdo in-
flamatoria a partir diversos biomarcadores como as proteinas de fase aguda (APPs). Essas pro-
teinas sao sintetizadas em resposta a reagdo inata nao especifica e complexa desencadeada apods
a indugdo por estimulos patologicos (EL-DEEB et al., 2019; MERONI et al., 2019).

Dentre essas proteinas, destacam-se a haptoglobuilina, amiloide sérica A, proteina C
reativa (PCR), fibrinogénio e a glicoproteina alfa-1 (BARRACHINA et al., 2016; PIHL et al.,
2013). De acordo com Aguiar et al. (2013) as (APPs) quando associado a evidéncias clinicas,
sdo uteis no rastreamento de condi¢des inflamatérias, porém ¢ importante salientar que nao ¢
possivel distinguir o mecanismo processual da doenca. O aumento dessas proteinas esta asso-
ciado a casos de infec¢do ou inflamagdo sistémica, a exemplo da artrite reumatoide, infarto
agudo do miocardio, neoplasias dentre outras condigdes. Outras duas enzimas importantes na

modulagdo da atividade inflamatoria sao as cicloxigenases e a 6xido nitrico sintase induzivel.

3.6.2.1 Cicloxigenases e os derivados do dcido araquidonico

O 4cido araquidonico ¢ um fosfolipidio de membrana liberado a partir da acdo catalitica
das fosfolipases. Ao ser produzido, essa sustincia servird como substrato das cicloxigenase
(COX) para formagao das prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TX) ou das lipoxigenase
(LOX), resultando na producao dos leucotrienos (LT) (figura 5). Esses prostanoides apresentam
atividades fisiologicas distintas regulando varios sistemas organicos, além de estarem envolvi-
das na patogenia de doengas inflamatorias (BAUTISTA, VERA, 2010; MASEDA; RICCIO-
TTI; CROFFORD, 2019).

Com relagao a COX, existem trés isoformas identificadas: COX-1, COX-2 e COX-3. A
COX-1 ¢ considerada uma enzima de manuten¢do de condigdes fisioldgicas como a citoprote-
¢do gastrica, manutengdo do fluxo sanguineo renal e agregacdo plaquetaria, expressa em uma
ampla gama de tecidos, incluindo o rim, pulmao, estdmago, intestino delgado e colon
(MASEDA; RICCIOTTI; CROFFORD, 2019; TIWARI et al., 2019).

A COX-2 ¢ uma enzima induzivel, estando associado a processos inflamatorios, carci-
nogénicos e angiogénicos. Essa isoforma ¢ expressa primariamente por células envolvidas no

processo inflamatorio, como macrofagos, monocitos e sinoviocitos. E importante ressaltar que
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a COX-2 também ¢ expressa constitutivamente, sendo corresponsavel pela produgdo das pros-
taciclinas, explicando assim a cardioxicidade associado a sua inibi¢do. Com relagdo aos agentes
indutores da COX-2, tem-se as citocinas (IL-1, IL-2 e fator de necrose tumoral (TNF), além de
fatores de crescimento e endotoxinas (QUI et al., 2019; LAMIE; AZMEY, 2019).

Com relacao a COX-3 acredita-se que seja uma variante alternativa de COX-1 presente
no cortex cerebral, estando possivelmente envolvida na modulagdo da atividade analgésica e
antipirética central. Essa isoforma pode ser o principal alvo de farmacos como acetaminofeno,
fenacetina e dipirona (CHA; SOLNICA-KREZEL; DUBOIS, 2006; CHANDRASEKAHA-
RAN et al., 2002; LIU, QU, YAN, 2015).

Figura 5. Biossintese dos eicosanoides a partir do acido araquidonico
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Fonte: Silva (2017).

A COX-1 e a COX-2 possuem praticamente os mesmos sitios ativos, diferindo apenas
em um Unico residuo na posi¢do 523. Na COX-1, o aminoacido ¢ uma isoleucina, e na COX-2,
valina (Figura 6). Essa diferenca no residuo permite que a COX-2 apresente um bolsao hidro-
fobico maior. O conhecimento dessas estruturas, permite a aplicacdo de estratégias de planeja-
mento de fArmacos com diferentes seletividades, baseado na estrutura do alvo cuja estratégia
denomina-se SBDD (do inglés structure-based drug design), podendo ser desenvolvidos far-

macos com diferentes seletividades a COX (SWIATEK et al., 2017).
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Figura 6. COX-1 e COX-2 diferenciadas pelos residuos de aminoacidos isoleucina e valina,

respectivamente na posicao 523.

Fonte: Swiatek et al. (2017).

3.6.2.2 Oxido nitrico sintase /éxido nitrico

O ¢6xido nitrico (NO) é um neurotransmissor, responsavel pela regulacio de varias fun-
¢oes biologicas no organismo. A produgdo de NO fisiologico, € resultante da conversdo de L-
arginina em L-citrulina pela enzima 6xido nitrico sintase (NOs). Essa enzima ¢ apresentada em
trés isoformas importantes: NO sintase neuronal (nNOS/NOS;) e NO sintase endotelial
(eNOS/NOS:3) expressa constitutivamente na presenca de calcio, cuja ativacdo gera NO em
concentragdes nanomolares e a forma induzida (iNOS/NOS;) que independe de célcio com
maior producdo de NO (faixa micromolar) (VANNINI; KASHFI; NATH, 2015; ALDERTON;
COOPER; KNOWLES, 2001).

Mediadores inflamatorios a exemplo do lipopolissacarideo de produto bacteriano (LPS)
e citocinas, como o interferon y (IFN-y), sdo potentes indutores da expressdo do gene da iNOS.
A ativacdo de todas as isoformas sdo dependentes da sua ligacdo com o cofator calmodulina
(CaM). Para a nNOS e eNOS, esta ligagdo é facilitada pelo influxo de Ca *" intracelular, ja para
iNOS o sitio ativo da CaM esta constantemente ativo, uma vez expresso. Esta atividade conti-
nua, gera a producao nao fisioldgica do NO, cujas fungdes sao aplicaveis na defesa do hospe-
deiro e na lesdo celular, como alteragdes na prolifera¢do celular e indu¢do das fungdes mito-

condriais que induzem a apoptose celular. (WANG et al., 2018; WU et al., 2019). Afim de que
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se possa minimizar os sintomas relacionados ao processo inflamatério, se faz necessario a uti-
lizagdo de medicamentos. Os principais grupos utilizados na terapéutica, sdo os anti-inflamato-

rios nao (AINEs) e os anti-inflamatorios esteroidais, comumente denominado de corticoides.

3.7 Farmacologia da inflamacao

3.7.1  Anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs)

Os AINEs constituem um grupo heterogéneo de compostos aromaticos (Quadro 2), com
a presenca de residuos funcionais importantes para as interagdes nos alvos farmacolédgicos. Em
geral, apresentam-se sob acidos ou bases organicas fracas, atuando nos sitios da inflamacao,
bloqueando a agdo das cicloxigenases, suprimindo a producao das prostaglandinas. Estes far-
macos sdo os principais empregados na terapéutica de doengas inflamatorias, sendo também
responsaveis por um acentuado niimero de eventos adversos (SANDILANDS; BATEMAN,
2016).

Quadro 2. Principais anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs)

(Continua)
Classe terapéutica Representante Mecanismo Estrutura quimica
0 OH
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Fonte: Silva (2017).

Os principais efeitos adversos desses compostos ocorrem em detrimento a sua seletivi-
dade. Os ndo seletivos ao bloquear o sitio catalitico da COX-1 inibem a sintese das prostaglan-
dinas envolvidas nos processos fisioldgicos normais, a exemplo da citoprotecdo géstrica e renal,
sendo responsaveis respectivamente pelos distirbios gastrointestinais e acentuagdo dos quadros
de hipertensdo e insuficiéncia cardiaca. Os inibidores seletivos de COX-2, apesar de um perfil
de segurancga gastrointestinal maior, promove um desequilibrio entre as prostaciclinas e trom-
boxanos, contribuindo para o aumento da incidéncia dos eventos tromboticos, passando a ter

uso proscrito (MOORE et al., 2019).

3.7.2  Anti-inflamatorios esteroidais (AIEs)

Os glicocorticoides sao hormdnios amplamente produzido pelas suprarrenais, atuando

como anti-inflamatorio endogeno e modulador de diversas fungdes metabolicas. A partir dessas
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substancias, foram desenvolvidas analogos sintéticos, utilizado em funcao dos seus efeitos imu-
nosupressivo e anti-inflamatério no tratamento de diversas doengas de natureza inflamatoria.
Contudo, seu uso ¢ limitado devido as diversas reacdes adversas provocadas, restringindo seu
uso quando necessario a um periodo curto de tempo (DEJEAN; RICHARD, 2013; ORDUNA -
VALLS et al., 2016).

Essas substancias de maneira geral atravessam a membrana celular devido a sua elevada
lipossolubilidade, unindo-se a receptores citoplasmaticos especificos. O complexo glicocorti-
coide-receptor ao atingir o nucleo, se une ao DNA estimulando a transcri¢do de RNA mensa-
geiro ¢ RNA ribossdmico, induzindo a sintese de diversas proteinas envolvidas na resposta
inflamatoria (transativacdo) ou inibindo-as (transrepressdo) (Figura 7) (ALVARENGA;
GIORGI; CHAHADE, 2008; DEYM; BISHAYT, 2019).

Figura 7. Mecanismo de a¢ao dos glicocorticoides
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Fonte: Errante et al. (2014).

A nivel celular os glicocorticéides modificam o funcionamento normal dos leucdcitos,
limitando a sintese de mediadores da inflamacao e citocinas responsavel pela iniciagdo, manu-
tencdo e potencializagdo da cascata pro-inflamatéria. Seu mecanismo culmina com a inibi¢ao
da vasodilatagdo e transdug¢do liquida, diminui o exsudato celular e o depdsito na area infla-
mada, inibe a aderéncia dos neutrofilos na area inflamada, além de impossibilitar a liberacao de
A.A, impedindo a producio de mediadores como as prostaglandinas (ORDUNA-VALLS et al.,
2016).
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Esses farmacos possuem acdes mais amplificadas que os AINEs durante o processo in-
flamatorio. Apresenta um amplo espectro de efeitos adversos associados principalmente aos
disturbios metabolicos, disfungdes dos osteoblastos e reagdes idiossincraticas (WANG;
HAILE; JONES, 2013). A terapia farmacologica AINEs e AIES, apesar de eficazes apresentam

riscos, € o seu uso deve ser restrito com base no alivio sintomatico.

3.8 A importancia da quimica medicinal no planejamento de firmacos

Em decorréncia do aumento e senescéncia da populagdo mundial, pacientes necessitarao
de novas estratégias terapéuticas para tratar suas doencas. Desse modo ¢ indispensavel a busca
por novos farmacos que possam ser empregados como alternativos aqueles consolidados no
mercado, com melhores perfis farmacologicos e de seguranca de uso (EDER; SEDRANI; WI-
ESMANN, 2014; PLOWRIGHT et al., 2017)

Uma das ciéncias envolvidas no avango dessas descobertas ¢ a quimica medicinal que
tem como objetivo obter estruturas privilegiadas para diversos alvos, de acordo com os meca-
nismos biomoleculares envolvidos na fisiopatologia de diversas doencas além da compreensao
dos fatores fisico-quimicos que podem estar relacionados a alteragdes na atividade bioldgica
(CAMBELL, MACDONALD, PROCOPIOU, 2018; TRESADERN et al., 2017).

Os projetos de desenvolvimento de novos farmacos sao realizados levando em conside-
racdo técnicas de planejamento, baseando-se em estruturas de proteinas alvos, fragmentos bio-
ativos e ligantes enddgenos. Essas estratégias sdo denominadas respectivamente de Structure-
based Drug Design (SBDD), Fragment based drug design (FBDD) e Ligant based Drug Design
(LBDD), cuja contribuicao podera racionalizar a etapa de descoberta, reduzindo o desgaste nos
fracassos durante o processo de inovagao (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; HERDI-
ANTO et al., 2019).

A técnica SBDD ¢ uma abordagem em que o conhecimento acerca da biomacromolecula
alvo do farmaco ¢ explorada para o desenvolvimento do seu agonista/antagonista. Comumente,
essas informagdes poderdo ser obtidas por técnicas como a cristalografia de raio-x, RMN ou
previstas por modelos computacionais de modelagem. Quando ndo ha informacdes tridimensi-
onais do receptor, a técnica LBDD podera ser empregada baseando-se em moléculas que se
ligam ao alvo biologico. Por fim, uma outra técnica de racionalizagdo consiste no embasamento
de fragmentos considerado farmacoforos (FBDD) para diversas atividades biologicas. As rela-
¢oes estrutura atividade e a modelagem de farmacéforos sdo ferramentas de suma importancia

durante os processos de planejamento (APAROY; REDDY; REDDANNA, 2012).
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3.9 Estratégias de modificacdo molecular

As estratégias de modificagdo molecular representam uma ferramenta til na busca de
novos compostos biologicamente ativos. Este processo ¢ frequentemente empregado na otimi-
zacdo de estruturas privilegiadas na tentativa de melhorar as propriedades bioldgicas. A hibri-
dizacao molecular e o bioisosterismo sao dois dos mais importantes processos de modificagao,
sendo amplamente utilizados nos projetos de diversas classes terapéuticas (SERAFIM et al.,

2014).

3.9.1 Hibridizagdo e conjuga¢do de farmacé6foros

De acordo Zhang et al. (2019) e Viegas-Junior et al. (2007) a hibridizacdo molecular
(HM) € uma estratégia da quimica medicinal que busca otimizar o desenho de novos farmacos.
Essa técnica tem como objetivo combinar grupamentos farmacoforicos de duas entidades qui-
micas com a mesma fung¢ao bioldgica (ou duas ou mais partes estruturais com diferentes bioa-
tividades) levando ao projeto de novos compostos. Esses novos derivados apresentam as mes-
mas caracteristicas pré selecionadas dos seus precursores, porém busca-se respostas farmaco-
logicas potencializadas devido a uma maior afinidade, poténcia ou mecanismos duais.

Também pode ser obtido compostos multifuncionais através da conjugagdo de farmaco-
foros (CF) empregando um espacgador quimico ou linker para conectar fragmentos ou subuni-
dades bioativas. Esses compostos sdo considerados ligantes hibridos porém ndo alteraram sig-
nificativamente a arquitetura do prototipo (ZHANG; SAATHOFF; ELE, 2017). A esquemati-
zacdo da (HM e (CF) encontra-se na figura 8.

Figura 8. Desenho de hibrido por conjugacdo de farmacdéforos e hibridagao molecular
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Fonte: autoria (2019).
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3.9.2  Bioisosterismo

O conceito de bioisosterismo resultou do principio de isosterismo postulado por Lang-
muir em 1919, em estudos de comportamento quimico e reatividade de &tomos e grupos com o
mesmo numero de elétrons na camada de valéncia, a exemplo do (N2 e CO). Em 1951, Friedman
introduziu o termo bioisosterismo para descrever a influéncia dos isosteros sob a atividade bi-
ologica. Com isso, o bioisosterismo estd correlacionado a estruturas heterociclicas, atomos,
grupos funcionais presentes em compostos bioativos, que tem volume molecular, forma, distri-
buicdo eletronica e propriedades fisico-quimicas semelhantes (LIMA; BARREIRO, 2017; ME-
ANWELL, 2011).

Esta modificagdo molecular ¢ baseada na intercambialidade desses fragmentos, com o
objetivo de melhorar os perfis farmacocinéticos, farmacodindmicos e toxicoldgicos. Essa apli-
cacdo na quimica medicinal ¢ interessante no desenvolvimento de novos farmacos, entretanto
¢ importante associar ao conhecimento das subunidades moleculares farmacoforicas e auxofo-
ricas do prototipo (LANGDON; ERTL; BROWN, 2010; SILVERMAN; HOLLADAY, 2014;
WERMITH et al., 2007).

O bioisosterismo pode ser classificado em duas categorias: classicos e ndo classicos. O
classico constitui atomos, grupos e radicais cujas camadas periféricas de elétrons possuem a
mesma valéncia, sendo estes dispostos em 4tomos ou grupos, mono, di, tri ou tetravalentes
(quadro 3). O bioisosterismo nao classico ndo atende a regra do hidreto (Quadro 4) no entanto
apresentam equivaléncia fisico-quimica que os tornam potencialmente capazes de afetar os sis-
temas bioldgicos pela capacidade de serem reconhecidos por um biorreceptor, a exemplo tem-
se as trocas de formas ciclicas e ndo ciclicas e a inversdo de grupos funcionais (retro ésteres)

(GRAHAM et al, 2014; LIMA; BARREIRO, 2017; STROPPA et al., 2017).

Quadro 3. Exemplos de bioisosteros classicos: grupos e atomos

Monovalente Divalente Trivalente Tetravalente
F, OH, NH», CH3 OR -CHz- -CH- =C=
Cl, SH, PH», SiR3, SR -0- =N- =Si=
Brx -S- =P_ =N'=
| - Se- =As- =p=
~ Te- =Sb_ =As'=
=Sb+=

Fonte: adaptado de Lima e Barreiro (2017).



Quadro 4. Exemplo de bioisdsteros ndo classicos
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-CO- - COOH- - SO,NH, -H -~ CONH- - COOH-
~-CO2- -SO3H- -PO(OH)NH -F ~NHCO- -ROCO-
-SO- Tetrazol
- SO,NR- - SO,NHR- -OH Catecol
- CON- 3-Hidroxi-isoxa- -CH,OH Benzimidazol
zol
-(CH)CN- | 3-Hidroxi-cro- -NHCONH:>
meno

Fonte: adaptado de Lima e Barreiro (2017).

Com relagdo aos exemplos de bioisosterismo cldssico comumente empregados no de-

senvolvimento de farmacos, tém-se a substitui¢do de fungdes enol e éter por grupos metilénicos.

Incialmente foi visto que essas fungdes eram responsaveis pela labilidade quimica dos eicosa-

noides, que ao serem substituidos permitiu a criagao do iloprost, bioisosteros classico ativo

capaz de atuar como agonista dos receptores de prostaciclinas, como agentes antiplaquetarios.

Posteriormente, também foi realizado outra substitui¢do bioisosterica desse composto entre o

grupo divalente CH»/O na posi¢do C-3, com o objetivo de prevenir a - oxidagdo, que inativa
os prostanodides e analogos, dando origem ao cicaprost (Figura 9) (BARREIRO; FRAGA, 2017;
MEANWELL, 2011).

Figura 9. Bioisosterismo classico divalente CH>/O de andlogos a prostaciclinas (iloprost e

cicaprost).

-

@g

< ’H/“‘/R.JCH

prostaciclina

Fonte: adaptado de Lima e Barreiro (2017).
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O bioisosterismo de anéis ¢ uma estratégia de modificagdo molecular amplamente em-
pregada no desenvolvimento de novas drogas anti-inflamatorias. O protdtipo piroxicam apre-
senta um anel fenilicos que foi substituido por um anel tiofénico e piridina resultando respecti-
vamente na descoberta do tenoxicam e isoxicam (Figura 10). Essas técnicas foram empregadas
na tentativa de melhorar a poténcia e perfil de seguranga gastrica desses compostos, entretanto
esses compostos permanecem indutores de danos a mucosa gastrica (SHU; ROUZER; MAR-
NETT, 2014)

Para os compostos inibidores seletivos da COX-2, celecoxib e eterocoxib foram reali-
zadas substitui¢des bioisostéricas anelares (Figura 10 B). Comparando-se as duas estruturas,
pode-se observar um sistema ciclico tertfenilo formado por um anel heterociclico central pirazol
para o celecoxib e uma piridina para o eterocoxib. As demais modifica¢des foram resultantes
da troca do grupo CHj3 para uma NH», ambos monovalentes, concebendo a subunidade metilsul-

fona a partir do fragmento sulfonamidas, originando o etoricoxib.

Figura 10. Bioisosterismo de anéis de fArmacos anti-inflamatoérios derivados dos oxicams (A)

e de inibidores seletivos de COX-2 (B).

(A)
OH OH OH O = |
S N\

N N N N N
/N\ \ /N\
S CH,4 S CHs

V72N VRN

o’ Yo o’ Yo

Piroxicam Tenoxicam

BIOISOSTERISMO DE ANEL

Fonte: adaptado de Lima e Barreiro (2017).
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(B)

grupos monovalentes

Celecoxib Etoricoxib

Fonte: adaptado de Lima e Barreiro (2017).

3.10 Derivados fenilacetamida e fenilacrilamida como potenciais agentes terapéuticos

Nos ultimos anos, foi realizado uma extensa investigacao de diferentes fragmentos pri-
vilegiados incluindo a fung¢do fenilacetamida e fenilacrilamida (Figura 11). Os compostos com
essas fungdes sdo obtidos inicialmente por uma reagdo de amidagao, seguida por condensagdes
com diversos constituintes quimicos. Muitos desses derivados possuem efeitos bioldgicos inte-
ressantes e potenciais, a exemplo de atividade antimicrobiana, antimalarico, anticonvulsivante,
antineoplasica e anti-inflamatéria (FARANI-MOHAMMADI, HEIDARIAN; ALIABADI,
2014) (Quadro 5).

Figura 11. Funcdes N-fenilacetamida e N-fenilacrilamida

0 H ﬁ T
| | 1
C—N H
R R
N-fenilacetamida N-fenilacrilamida

Fonte: autoria (2019).
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Quadro 5. Atividades biologica de derivados N- fenilacetamida (1) e N-fenilacrilamida (2).

(Continua)
Atividade Biologica Estrutura Quimica Autor
N\
Antimalarico @ “EALJM Mahesh et al.
(Inibidor de Falcipain -2) RN
— (2019).
(M
2-(4-(benzoil)-1,4-diazepan-1-il) -
N-fenilacetamida
Antitumoral

(Cancer de Colon)

Li et al. (2016).

(1
2,2- di (1H-indol-3il)-N-fenilaceta-
mida
Inibidor de Sirtuina Humana e = : éﬁé N"
(Antitumoral/Anti-inflamatério) N
e Yang et al. (2017)
(1
2 -(4,6-dimetilpirimidin-2-il) tio) -
N- fenilacetamida
SO TP
Antimicrobiano ) ) :. i I ' El-Gammal
(2010).
(1
(etilcarbamotioil) hidrazinil) -2-
oxo- N- fenilacetamida
Y\
g
Anticonvulsivante (CH%'E'NH_@
Ra
(1) Soyer et al.
-(1H-imidazol-1-yl)-N-phenylace- (2004).

tamide
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o]
N?—H
Anti-inflamatorio (Inibidor de ! Valdenaire et al.
( @:ﬁ) aldenaire et a
CRTH,) i (2014)
) (E) -2-ciano-3- (1H -indol-3-il)
acrilamida
% T
L —
N/ \ [+] .
Antitumoral (Inibidor de A . Lietal. (2012)
HDAC) @
) 3- (1,3-difenil- /H -pirazol-4-il) -

N- fenilacrilamida

~ O
Anticancer il O Liu et al. (2019)

2

(E) -2-metil-3-ferrocenil- N- acrila-
mida

Com relagdo a atividade anti-inflamatéria desses derivados, ha poucos estudos empre-
gando essa classe. Estudos preliminares de Gu et al. (2019) sintetizou uma serie de chalconas
sintéticas fenilacrilamida, no qual apresentou mecanismo antioxidante via ativagao Nrf2, indu-
zindo a expressdo de proteina e mRNA de enzimas antioxidantes e jusantes, indicando seu po-
tencial anti-inflamatoria.

Também foi avaliado o potencial anti-inflamatério do derivado (E) -2-ciano-3- (/H -
indol-3-il) acrilamida frente aos receptores CRTH: acoplados a proteinas G. Esses receptores
ao serem ativados agem promovendo quimiotaxia, levando ao recrutamento de granulocitos e
células LTH> para o loca da inflamagdo. Segundo Valdenaire et al. (2014) inibigao desse recep-
tor pelo composto desta classe, pode ser util no manejo de doengas inflamatoérios como a asma.

Diante disso, consideramos a hipotese dos derivados JIM-01, JMPR-01 e ICMD-01 apre-
sentar a atividade anti-inflamatoéria, dando continuidade a investigacao da atividade bioldgica
desses compostos, atualmente pouco explorada. Como proposta para esses derivados serdo em-

pregadas técnicas de hibridagao molecular e bioisosterismo de anel.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Quimica

4.1.1. Procedimento geral para obtencao dos compostos

O JM-01 e 0 ICMD-01, foram sintetizados segundo a metodologia previamente relatada
por Silva (2018) com adaptagdes. Ja o derivado JMPR-01 foi obtido a partir de uma rota linear,
através da uma condensacdo proposta por Knoevenagel utilizando como intermediarios o JM-

01 e o 4- carboxibenzaldeido (Sigma Aldrich) (Esquema 1).

Esquema 1. Obtencao dos compostos 2-ciano-N-fenilacetamida (JM-01), 2-ciano-3-(1H-indol-
3-il)-N-fenilacrilamida (ICMD-01) e (E)-2-ciano-N,3-difenilacrilamida (JMPR-01).

JM-01

Anilina, 170°C, 20 h
—,-
e Hk

CN
3-indol-carboxialdeido 2-carboxibenzaldeido
NEt; Tolueno, NEt3 Tolueno,
110 °C 110 °C
96h 24h
ICMD-01 JMPR-01

4.1.2 Sintese do 2-ciano N-fenilacetamida — JM-01

Em um balao de 50 mL foram adicionados 0,5000 mL (0,0047 mols) de 2-cianoacetato
de etila com 0,4300 mL de anilina na propor¢ao de 1:1 na presenca de 5,000 mL de dimetilfor-
mamida — DMF sob agitacdo magnética com temperatura de aquecimento de 170 °C durante
aproximadamente 20 horas. O andamento da reacdo foi acompanhado por CCDA, e ao ndo
observar produto de partida finalizou-se a reacdo com agua destilada, filtrando-se o precipitado.

Os cristais obtidos foram purificados através de recristalizacdo em etanol/agua).
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4.1.3  Sintese do 2-ciano-3- (1H-indol-3-il) -N-fenilacrilamida — ICMD-01

Em um baldo de 50 mL foi solubilizado 0,2206 g (0,0014 mols) de JM-01 em 10 mL de
tolueno e 6 gotas de NEt3 deixando a mistura reacional em agitacdo magnética e temperatura
ambiente por 5 minutos. Transcorrido esse tempo, adicionou-se 0,2000 g (em equivaléncia mo-
lar) de aldeido inddlico e elevando a temperatura para aproximadamente 110 °C. A reagdo foi
acompanhada por CCDA, finalizando-a ap6s 96h for¢ando a precipitacdo com 4gua destilada.

Os cristais filtrados foram posteriormente purificados em uma mistura de etanol/agua 1:1.

4.14  Sintese do (E) -2-ciano-N,3-difenilacrilamida -JMPR-01

Em um baldo de 50 mL foi solubilizado 0,2206 g (0,0014 mols) de JM-01 em 10 mL de
tolueno e 6 gotas de NEt3; deixando a mistura reacional em agitacdo magnética e temperatura
ambiente por 5 minutos. Transcorrido esse tempo, adicionou-se 0,2000 g (em equivaléncia mo-
lar) o carboxibenzaldeido elevando a temperatura para aproximadamente 110 °C. A reacgdo foi
acompanhada por CCD, finalizando-a ap6s 24h forcando a precipitagcdo com agua destilada. Os

cristais filtrados foram posteriormente purificados em uma mistura de etanol/agua 1:1.

4.2 Caracterizacao fisico-quimica

Foram avaliados pardmetros como: solubilidade em diferentes solventes organicos, apa-
réncia, fator de retencdo (Rf) — por meio de cromatografia de camada delgada analitica (CCDA)
em placas de silica gel, faixa de fusao (F.F) — através do aparelho Quimis Modelo Q-340M e
rendimento utilizando a equacdo matematica (1). A determinagdo da formula molecular, peso
molecular e coeficiente de particdo tedrico (log P) foi realizado utilizando o programa

Chemdraw Ultra 12.0

. n°® de mols do produto obtido x100
rendimento (%)= . (1)

n° de mols do produto de partida

4.2.1  Caracterizagdo térmica

4.2.1.1 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas de calorimetria exploratéria diferencial foram obtidas em mddulo explorato-

rio diferencial do calorimetro DSC Q20 (TA® - Instruments, New Castle, Delaware, EUA).
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Foram utilizadas amostras de 2,00 + 0,05 mg, acondicionadas em cadinhos de aluminio herme-
ticamente fechados, analisadas na razio de aquecimento de 10 °C min™' com temperatura de 25

°C a 400 °C, sob uma atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL min™'.

4.2.1.2 Termogravimetria (TG) e sua derivada (DTG)

As curvas termogravimétricas foram obtidas em um modulo termogravimétrico modelo
Pyris 1 TGA (Perkin Elmer®, Boston, Massachusetts, EUA). Foram utilizadas amostras de 5,00
+ 0,05 mg, acondicionadas em cadinhos de alumina para cada amostra, utilizando uma razao
de aquecimento de 10 °C min™!, com temperatura de 25 °C a 900 °C, sob uma atmosfera de
nitrogénio, com fluxo de 50 mL min™!. Utilizou-se a derivada da curva termogravimétrica para

auxiliar na interpretacao do namero de etapas.

4.3 Elucidacao estrutural

4.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono (RMN de
1H e RMN de 13C DEPT-Q) foram obtidos através do aparelho Brucker Avance Spectrometer
(AC-500), com frequéncia de 500 MHz para 'H e 125 MHz para '*C. O tratamento dos espectros
foram realizados pelo software MestReC 4.8.6.0. Essas andlises foram realizadas em parcerias
com a Universidade Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) pelo Laboratdrio de Diversidade Mole-

cular e Quimica Medicinal sob a coordenacao do Professor Dr. Arthur Eugen Kiimmerle.

4.3.2  Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Espectros de FT-IR foram obtidos em espectrofotometro (modelo IRPrestige-21, SHI-
MADZU -Japao) pela técnica de refletancia total atenuada (ATR) na faixa espectral de 4000 a

700 cm-1. Apos analise os dados foram tratados com auxilio do software Origin 8.0.

4.3.3 Espectrometria de massas

As medidas das massas exatas (EM) foram obtidas em espectrometro de Massa MALDI-

TOF Autoflex III (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA). Laser Nd: YAG, smartbeam 1, 355
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nm Freq. laser: 100 Hz, Programa: FlexControl Versao 3.0 (Bruker Daltonics) Placa MALDI:
MTP 384 ground steel (Bruker), Adaptador p/ placa: MTP target frame III (Bruker). Exportagao
dos dados foi realizada no Programa Flex Analysis Versao 3.0 (Bruker Daltonics) e a Calibragao

externa utilizando matriz alfa-ciano e mistura padrao de peptideos (Bruker).

4.4 Avaliacao farmacologica

4.4.1  Local da pesquisa e procedimentos

Os testes farmacologicos foram desenvolvidos no Laboratério de Ensaios Farmacologi-
cos da UEPB sob responsabilidade da Professora Dra. Vanda Lucia dos Santos e no Laboratorio
de Farmacologia e Terapéutica Experimental (LAFTE) da Universidade Federal da Bahia, sob

responsabilidade da Professora Dra. Cristiane Flora Villarreal.

442  Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss Webster € Mus Musculus adultos, ma-
chos, pesando entre 25 ¢ 30g obtidos do Instituto Gongalo Moniz e do biotério da Universidade
Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas, sob temperatura e
umidade ambiente (23 + 2°C), respeitando-se o ciclo claro-escuro de 12h, alimentando-se com
racdo e agua ad libitum. Os procedimentos de cuidados e manuseio de animais estavam em
estrita conformidade com as recomendagdes do Guia para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratorio dos Institutos Nacionais de Saude e do Colégio Brasileiro de Experimentacao Ani-
mal com comité (CEUA/ICS UFBA: 135/2018) com vigéncia até 02/2023. Todo esforco foi
feito para minimizar o numero de animais usados e qualquer desconforto proveniente do expe-
rimento. Para os ensaios, os animais foram divididos em grupos experimentais (controle nega-

tivo, positivo e teste) de 6 a 9 animais.

4.43  Preparo das substancias

Para realizacao dos testes farmacoldgicos, as moléculas foram dissolvidas em solugdo
salina acrescidas de DMSO (5%) imediatamente antes da utiliza¢do e administradas por via oral

(gavagem).
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4.4.4  Ensaios farmacoldgicos in vitro

4.4.4.1 Viabilidade celular em culturas de macrofagos J774

A citotoxicidade dos compostos foi determinada utilizando a linhagem celular J774
segundo a metodologia proposta por Mosmann (1983), adaptado conforme Espirito-Santo
(2017). As células foram semeadas em placas de 96 pogos (2 x 10° células/pocos) em meio
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Life Technologies®, GIBCO-BRL, Gaithers-
burg, MD, EUA), suplementado com 10% de soro bovino fetal (Gibco®, USA), e 50ug/mL de
gentamicina (Novafarma, Andpolis, GO, Brasil). As células foram incubadas por 2h a 37° a
uma atmosfera de 5% de CO, Os compostos a serem testados foram adicionados nas
concentragdes de (100, 50, 25, 12,5 € 6,25) uM aos pogos em triplicatas, e novamente incubados
por 72h. Como controle positivo, foi usado a violeta de genciana (Synth, Sao Paulo, Brasil) a
10 uM. Por fim, adicionou-se 20 pL/pogo de Alamarblue (Invitrogen®, Carlsbad, CA) a placa
incubando-se novamente durante 12h. As leituras colorimétricas foram realizadas a 570 a 600

nm.

4.4.4.2 Avaliagdo da produgdo de citocinas e oxido nitrico

Para determinacdo de citocinas e producdo de 6xido nitrico (NO), células J774 foram
semeadas em placas de cultura de 96 pogos na concentragio de (2x10°) células/pogo em meio
DMEM suplementado com 10% de FBS e 50 pg/mL de gentamicina, sendo incubado por 2
horas a 37°C e 5% de CO,. As células foram entio estimuladas com LPS (500 ng/mL, Sigma)
e IFN-y (5§ ng/ml; Sigma) na presenca dos compostos, nas concentracdes nao citotoxicas esta-
belecidas pelo ensaio de viabilidade celular, veiculo ou dexametasona (40uM) e encubadas no-
vamente 37" C. Os sobrenadantes das células foram coletadas 4 horas (para dosagem de TNF-
) e 24 horas (para quantificagdo de IL-1p e nitrito) sendo mantidas a -80 “C. As concentra¢des
de citocina em sobrenadantes de culturas de macrofagos foram determinadas por ensaio imu-
noenzimatico (ELISA), usando o kit DuoSet da R & D Systems (Minneapolis, MN, EUA), de
acordo com as instrugdes do fabricante. A quantificagdo do 6xido nitrico foi realizada pelo

método de Griess de acordo com Green et al. (1982).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0022175983903034?via%3Dihub#!
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4.4.5  Avaliagdo da atividade biologica in vivo
4.4.5.1 Peritonite induzida por zymosan

Camundongos (n=5) em jejum prévio de 6 horas, divididos em grupos: controle nega-
tivo, controle positivo e grupos testes foram tratados respectivamente com (solucao salina 10
mL kg), indometacina 10 mg kg! e os derivados nas doses de (5, 10 € 50 mg kg™'), por via oral.
Apds 30 minutos, foi injetado 0,25mL de zymosan a 2% na cavidade intraperitoneal. Quatro
horas ap6s a indugado da inflamagao, os animais foram eutanaseados por deslocamento cervical.
Em seguida foi administrado 2 mL de solu¢do tampao fosfato (PBS pH 7.2) na cavidade intra-
peritoneal, massageando levemente o abdomen e através de incisdo coletou-se o fluido perito-
neal para realizar a contagem de leucocitos totais em camara de Neubauer, sob anélise por mi-

croscopia Optica (CUNHA, 1989).

4.4.5.2 Edema de pata, hiperalgesia inflamatoria e dosagens de citocinas e prostaglandinas

locais em inflamag¢do induzida por CFA

Os camundongos foram levemente anestesiados com halotano e receberam 20 uL de
adjuvante completo de Freund (CFA 1 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis inativados em
85% de 6leo de parafina e 15% de mannidemonoleato; Sigma) na regido plantar da pata traseira
direita como previamente relatado por Lima et al. (2013). Hiperalgesia, edema, citocinas infla-
matorias locais e prostaglandina E> foram medidos por filamentos de von Frey, plestismdmetro
e ELISA respectivamente, conforme descrito abaixo. Os camundongos, separados em grupos
(n = 6) foram tratados com os compostos em diferentes doses v.o (25, 50 € 100 mg kg™'), solugio
salina + 5% DMSO 10 mL kg™ (controle) e dexametasona 2 mg kg™, i.p 40 minutos antes do
CFA. Para as dosagens de citocinas e PGE; foi escolhida a dose responsavel pelo efeito maximo

atribuida pelo teste do pletismometro.

> Avaliagao da hiperalgesia inflamatoria

O limiar para a estimulagdo mecanica foi medido com filamentos de Von Frey (Stoel-
ting, Chicago, IL, EUA). Em uma sala silenciosa, os animais foram colocados em gaiolas de
acrilico (12 x 10 x 17 cm) com piso de grade de arame, 30 minutos antes do inicio do teste. O
ensaio consistiu em evocar um reflexo de flexao da pata traseira com um de uma série de fila-

mentos com rigidez logaritmicamente incremental (0,0045—-28,84 g). Uma resposta positiva foi
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caracterizada pela remocao da pata seguida de movimentos de pestanejar claros. Um espelho
inclinado colocado sob a grade forneceu uma visdo clara das patas traseiras dos camundon-
gos. Um método up-down foi usado para registrar o limiar, que foi representado como o peso
do filamento (g), no qual o animal responde em 50% das apresentacoes (CHAPLAN et al.,
1994).

> Edema de pata induzida por CFA

O volume de cada pata de camundongo foi medido (mm?) com um plestismémetro (Ugo
Basile, Comerio, Italia) antes do tratamento e apos a injecao de CFA, como descrito anterior-
mente por Lima et al. (2013). A quantidade de inchago da pata foi determinada para cada animal

e os dados foram representados como variagio do volume da pata (A mm?).

> Medigdo de citocinas por ELISA

Os niveis de citocinas na pata foram determinados como descrito por Lima et al. (2013).
Os tratamentos foram realizados 40 minutos antes da injecdo de CFA. Os tecidos da pele foram
removidos das patas 4 e 24 h apos o CFA, em camundongos anestesiados terminalmente com
halotano de cada grupo experimental. As proteinas teciduais foram extraidas de 100 mg de te-
cido/mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), na qual NaCl 0,4 M, Tween 20 a
0,05% e inibidores de protease (PMSF 0,1 mM, cloreto de benzetonio 0,1 mM, EDTA 10 mM
e aprotinina A / 100 20 KI mL) foram adicionados (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO,
EUA). As amostras foram centrifugadas por 10 min a 3000 g e o sobrenadante foi congelado a
-70 ° C para quantificacdo posterior. Os niveis de fator de necrose tumoral o (TNF-a) e inter-
leucina-1p (IL-1P) foram estimados usando kits ELISA de imunoensaio disponiveis comerci-
almente para camundongos (R&D System, Minneapolis, MN, EUA), de acordo com as instru-

¢oes do fabricante.

> Medig¢do de PGE> em pele de pata

O tecido plantar foi coletado 3 h ap6s a injecao intraplantar de CFA (20 pL/pata). As
patas foram injectados com indometacina (50 pg/pata), 10 minutos antes da recolha de tecidos
para bloquear produgdo de a PGE; durante o processamento do tecido. Os niveis de PGE: fo-

ram determinados por radioimunoensaio, como descrito anteriormente por Cunha et al.
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(2010). Resumidamente, as amostras de tecido plantar foram homogeneizadas em uma mistura
de 3,0 mL de solvente de extragdo (isopropanol/ acetato de etila/HCI 0,1 N, 3:3:1) e 3,0 mL de
agua destilada que continham 20pg/mL de indometacina. Os homogenatos foram centrifugados
a 1500 x por 10 min a 4 °C. A fase orgénica foi aspirada e evaporada até a secura em um eva-
porador centrifugo. O sedimento foi reconstituido em 500 pL de tampao fosfato 0,1 M (pH 7.,4)
contendo 0,8% de azida de sodio e 0,1% de gelatina. Concentragdo da PGE > nestas amostras
foi entdo medida por RIA utilizando um kit disponivel comercialmente. Os resultados sdo ex-

pressos em picogramas de PGE » por miligrama de proteina.
4.4.5.3 Tail flick

O teste do movimento da cauda em camundongos foi conduzido Segundo Gama et al.
(2013). Antes do experimento, cada animal estava habituado ao cilindro de contengdo por 20
minutos /dia por 5 dias consecutivos. No dia do experimento, os camundongos separados em
grupos (n= 6), foram tratados com morfina i.p (5 mg kg’), o composto na dose de (50 mg kg')
e salina (10 mL mg kg’) v.o. Apds os tratamentos, os animais foram colocados no cilindro de
contencdo e a ponta da cauda (2 cm) foi submersa em banho-maria a 50 = 0,5 © C. A laténcia
do reflexo de retirada da cauda foi medida em segundos. Cada submersao foi terminada apos
16 segundos para minimizar possiveis danos a pele. A laténcia da retirada da cauda foi medida

antes (baseline) e apds os tratamentos.

4.4.5.4 Ensaio de fun¢do motora

Para avaliar possiveis efeitos ndo-especificos de relaxante muscular ou sedativos dos
compostos, camundongos foram submetidos ao teste de rota-rod. O aparelho de rota-rod (In-
sight, Ribeirao Preto, SP, Brasil) consiste de uma barra com didmetro de 3 cm, subdividida em
cinco compartimentos. A barra girou a uma velocidade constante de 6 rotagdes por minuto. Os
animais foram selecionados 24 horas antes, eliminando aqueles animais que ndo permaneceram
na barra por dois periodos consecutivos de 120 s. Os animais foram separados em grupos (n=6)
e tratados, respectivamente com o composto na dose de 50 mg kg! v.o e diazepam i.p (10 mg
kg") 40 minutos depois foram colocados numa haste rotativa. A resisténcia a queda foi medida
por até 120 s. Os resultados sdo expressos como o tempo médio (s) que os animais permanece-

ram no rota-rod em cada grupo (GAMA et al., 2013).
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4.4.6  Avaliagdo da toxicidade in vivo

4.4.6.1 Toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda oral foi realizado segundo metodologia descrita no Guia
423 das diretrizes da OECD (Organization for Economic Cooperation and Development). Fo-
ram utilizados grupos de 3 animais fémeas. Os animais do grupo controle, receberam o veiculo
(v.o DMSO 5% acrescido de salina) enquanto que os animais do grupo tratados com ICMD-01
receberam uma dose de 2000 mg kg v.o. Foram realizadas observagdes comportamentais sis-
tematicas nos tempos de 15min, 30 min, 1h, 2h, 4h e 8h apds a administragdo e, a partir de
entdo, diariamente, até o décimo quarto dia, por meio do screening hipocratico segundo Al-
meida (1999) (Anexo A). Parametros como massa corporal, consumo de agua e ragao foram
observados a cada 24 horas durante 14 dias. Ao final do experimento, os animais foram pesados
e anestesiados para coleta de punc¢do cardiaca para andalise bioquimica e em seguida submetidos
a eutandsia, sendo os 6rgaos (figado, baco, rins e estomago) retirados, pesados e avaliados mi-

croscopicamente.

4.4.6.2 Susceptibilidade ulcerogénica

A metodologia de susceptibilidade ulcerogénica foi realizada de acordo com Bakr, Gho-
neim e Azouz (2019), com adaptagdes. Incialmente os animais foram divididos em dois grupos
(n=5) e submetidos a um jejum de 12h. O grupo controle foi tratado com salina acrescida de
DMSO 5% e o grupo teste com o ICMD-01 (50 mg kg'). Os animais receberam a dose especi-
fica por via oral durante 7 dias sucessivos, respeitando-se o prazo de 24h. Ao final do sétimo
dia, os animais foram eutanaseados por aprofundamento anestésico (xilazina 20 mg kg’ e que-
tamina 150 mg kg ip) e os estdmagos retirados e abertos ao longo da curvatura maior. As
lesdes ulcerativas foram quantificadas macroscopicamente através da utilizacdo de uma lupa
OLYMPUS SZ2-LGB para determinagdo do indice de lesdo ulcerativa (ILU), conforme o nu-
mero e severidade das lesdes, seguindo a formula (2) (GONZALES et al., 2001).

ILU= ) (lesdes de nivel 1 x 1) + (lesdes de nivel 2 x 2) + (lesdes de nivel 3 x 3) (2)
Nivel 1 = pontos hemorragicos e ulceragdes até 1 mm; nivel 2 = ulceragdes até 2 mm; nivel 3

= ulceragdes a partir de 3 mm.
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4.4.7  Avaliagao da toxicidade in vitro

4.4.7.1 Atividade hemolitica

A preparagdo das hemadcias para o teste de citotoxicidade seguiu a metodologia descrita
por Cruz-Silva et al (2000), com algumas modificacdes. Para tal, utilizou-se eritrécitos huma-
nos frescos (tipo O+) doado pela propria analista. A quantidade necessaria foi coletada pelo
laboratorio de Analises Clinicas da UEPB e acondicionado em tubos com heparina. O plasma
foi retirado apds centrifugagdo a 2500 rpm por 5 minutos. Posteriormente, a suspensdo de he-
macias foi lavada com solugdo salina 1% trés vezes. As hemadcias foram ressuspensas com a
mesma solucdo e o volume foi ajustado para 10%. Em seguida, colocou-se 2 mL desta suspen-
sdo em tubo de ensaio e homogeneizadas com 2 mL do composto diluido na concentragdo de
500ug/mL, aguardou uma hora e centrifugou por 5 minutos a 2500rpm. A leitura foi realizada
em espectrofotometro (540 nm), utilizando como branco a solu¢do salina 1%, para confirmar
os resultados da leitura visual. O controle negativo utilizado foi a suspensdo de heméacias 10%

mais a solugdo salina e controle positivo uma solugdo de acido acético a 2%.

4.5 Predicoes farmacocinéticas

As predicdes farmacocinéticas foram obtidas pelas plataformas eletronicas SwissA DME
(Swiss Institute of Bioinformatics, Sui¢a) e Xenosite (Universidade de Medicina de Washing-
ton, Estados Unidos), disponibilizadas gratuitamente. Como suporte tedrico foram consultadas
as referéncias de Daina, Michelin e Zoete (2017) e Zaretzki, Matlock e Swamidass (2013). Para
interface dos modelos preditivos € necessario que a as estruturas estejam no formato smiles,

podendo ser gerado pelo Chemdraw Ultra 12.0.

4.6 Analise estatistica

Os dados sao apresentados como média + erro padrao das médias (EPM) das medidas
feitas em 5 a 6 animais em cada grupo. As comparacdes entre trés ou mais tratamentos foram
feitas usando ANOV A unidirecional com teste post-hoc de Tukey, ou para medidas repetidas,

ANOVA two-way com teste post-hoc de Bonferroni, como apropriado. Para os testes de toxi-
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cidade aguda e suceptibilidade ulcerogénica foi realizado o teste T. Todos os dados foram ana-
lisados utilizando o Software de Computador Prism 5 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). As

diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando p <0,05.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese e caracterizacio fisico-quimica dos derivados fenilacetamida (JM-01) e

fenilacrilamida (JMPR-01 e ICMD-01)

Para obtencdo dos compostos 2-ciano-N-3-difenilacrilamida (JMPR-01) e 2-ciano-3-
(indol-3-yl)N-fenilacrilamida (ICMD-01) foi utilizado o intermediério 2-ciano-N-fenilacetami
da (JM-01) previamente sintetizado e caracterizado por Silva (2018). As moléculas finais foram
obtidas através de uma reac¢do de condensagdo proposta por Knoevenagel apresentadas no es-
quema 2. O ICMD-01 foi ressintetizado, mudando-se as condi¢des reacionais na tentativa de

otimizar a rota sintética. O composto JMPR-01 ¢ inédito e seguiu a mesma proposta de meca-

nismo reacional.

Esquema 2. Mecanismo reacional da sintese dos derivados fenilacrilamida (ICMD-01 e JMPR-

01).
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A condensac¢do de Knoevenagel ¢ uma reacao organica importante na formacao da liga-
¢ao dupla carbono-carbono entre a fungao carbonila e grupos metilénicos ativados. Os produtos
o, B-insaturados obtidos por esse tipo de condensagdo tém sido amplamente utilizados como
intermediarios na sintese de farmacos, produtos quimicos, cosméticos, alimenticios e agroqui-
micos. Comumente essa reacdo ocorre sob presenca de catalisadores como bases organicas,
acidos de Lewis, liquidos i6nicos e organometalicos (APPATURI; SELVARAJ; HAMID,
2018; LI et al. 2019; WACH et al. 2015).

Com relagdo ao solvente para reacdo escolheu-se fazer a substituicdo do etanol pelo
tolueno devido a sua natureza aprotica que favorece a atividade catalitica em temperaturas mais
altas. Esta substitui¢do do solvente permitiu o ganho no rendimento da reacdo em razdo do
aumento da reatividade favorecido pelo efeito de ressonadncia das ligagdes m da carbonila do
aldeido facilitando o ataque nucleofilico do carbanion metilénico para formacao da ligacao
C=C.

O catalizador utilizado foi trietilamina (NEt3), cuja fungdo no meio reacional foi abstrair
um proéton do carbono ligado diretamente a nitrila e a carbonila, que por efeito mesomérico
negativo encontra-se deficiente de elétrons adquirindo uma carga parcialmente positiva. O
efeito eletronico exercido pelos ligantes torna o hidrogénio mais acido, facilitando a perca do
préton para formagao do carbanion. Em seguida ocorre a condensagao de Knovenagel resultante
do ataque nucleofilico do carbono do grupo carbonilico do aldeido pelo carbono deficiente de
elétrons.

A trietilamina protonada transfere seu préton para o oxigénio do aldeido, forma uma
hidroxila e restitui a base. O término da reagdo se processa com a protonagao da hidroxila e sua
saida plena em forma de 4gua. Esse processo permite que o carbono oxide e culmine com a
formacao da ligagdo dupla.

Apbs a sintese, foram determinadas as propriedades fisico-quimicas dos compostos, es-
tando estas intrinsecamente relacionadas a estrutura e interagdes moleculares. A determinagao
desses parametros ¢ de grande importancia para atividade farmacologica, nas fases farmacéu-
tica, farmacocinética e farmacodinamica. Sendo assim, foram determinados parametros como
coeficiente de parti¢ao teorico (LogP) e massa molar (MM) utilizando o programa Chemdraw
12.0, além da faixa de fusao (FF), fator de retencao (Rf) e rendimento (tabela 1) e solubilidade
(tabela 2).
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos: IM-01, JMPR-01 e ICMD-01

Compostos  Aparéncia MM Rend. FF Rf! FM* Log
(g/mol) (%) ©O) )
JM-01 P6 marrom 160,06 78,82 200-202  0,36" CoHsN.O 1,14
escuro

ICMD-01 P6 amarelo 248,09 62,33 273-275  0,45" CisHisN;O 2,62
JMPR-01 Pocinzaclaro 287,11 72,37 230-232  0,60' CicHi2N2O 2,43

*FM = Férmula molecular; 'Rf: sistema hexano/AcOEt 7:3.

Tabela 2. Solubilidade dos compostos JM-01, JIMPR-01 e ICMD-01 em diversos solventes

organicos.
Compostos Acetato Acetona DMSO Etanol Cloroférmio
JM-01 Sim Sim Sim Sim Sim
ICMD-01 Sim Sim Sim Sim Sim
JMPR-01 Sim Sim Sim Sim Sim

Fonte: dados da pesquisa (2019).

O coeficiente de parti¢ao (LogP) ¢ definido como a razdo entre a concentracao de soluto
no solvente de parti¢do (imiscivel com agua) e sua concentragdo em agua. De acordo com Warin
(2010) o papel da descricao de lipofilicidade ¢ de grande importancia na qualidade geral dos
candidatos a farmacos, sendo o LogP implementado na regra de cinco de Lipinski (Ro5)
(RYCKMANS et al., 2009).

Observando-se os LogP dos compostos, verifica-se valores menores que 5, estabele-
cendo uma das condigdes favoraveis para o processo de absor¢do. E importante salientar que
uma droga para ndo ter um comprometimento farmacocinético, deve obedecer a outros para-
metros como: nao mais de 5 doadores de ligacdo de hidrogénio, ndo mais que 10 aceptores de
ligacao de hidrogénio e uma massa molecular menor que 500 Da, sendo esses parametros nao
violados pelos compostos (CARON; VALLARO; ERMONDI, 2018).

Todas as moléculas sintetizadas apresentaram rendimentos acima de 50% comprovando
a boa exequibilidade da reproducgdo da rota sintética e facil purificacao. Em relagdo a faixa de
fusdo, pode-se observar uma variacao de temperatura de aproximadamente 2°C. Esse intervalo
relativo ¢ medido entre o inicio e o fim do processo de fusdo dos cristais, e sua pequena variagao
¢ caracteristico de compostos puros (ROSA et al., 2016). A confirmacao do ponto/faixa de fusao

dos compostos e os seus respectivos graus de pureza foi realizado por técnicas termoanaliticas.
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5.1.1  Caracterizagao térmica DSC ¢ TG

As técnicas termoanaliticas sdo amplamente utilizadas nos estudos de compostos far-
maceéuticos, com finalidade diversas, desde a estabilidade térmica, pureza e ponto de fusdo a
determina¢do de polimorfismos e estudos de compatibilidade (COLMAN et al., 2016; ZAN-
GARO et al., 2019). Para este estudo, esta andlise teve como objetivo identificar o ponto de
fusdo e o grau de pureza dos compostos sintetizados.

As curvas de DSC do JM-01 e JMPR-01 apresentaram pico endotérmico bem definido
caracteristico da sua fusdo, ocorrendo a uma temperatura de 200,26 °C (AH =222,5J gl) e
202,08 °C (AH =295,7 J g'!) respectivamente. J4 o composto ICMD-01 apresenta dois eventos
térmicos, o primeiro ocorre em 123,16°C (AH = 126,1 J g'!), relacionando-se a desidratagio da
amostra, e o segundo pico endotérmico apresentado em 238,89 (AH = 125,8 J g!) caracteristico
da sua fusdo (Figura 12). Com relagdao ao grau de pureza, os compostos JM-01, JMPR-01 e
ICMD-01 apresentaram respectivamente o seguinte percentual mol %: 99,42, 99,82 e 97,47.

Figura 12. Calorimetria diferencial exploratoria (DSC) dos compostos: IM-01 (A), JMPR-01
(B) e ICMD-01 (C).
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Fonte: dados da pesquisa (2019).
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As curvas termogravimétricas dos compostos JM-01 e JMPR-01 apresentaram uma

unica etapa degradacgdo entre 143,15 - 278,33 °C e 174,35 - 319,92°C, respectivamente, com

perdas de massa de 88,41 e 96,74%. J4 o composto ICMD-01, apresentou duas etapas, a pri-

meira entre 32,55 — 137,48 °C, caracteristico da perda de umidade (7,14%) e uma etapa final

entre 235,79 - 428,63 °C, com perda de massa de 54,84% (Figura 13). Ao final da andlise foi

verificado, exceto para o composto JM-01, a presenca de residuos inorganicos que ndo se de-

compde na sua totalidade até 900 °C, de 0, 3545 % (JMPR-01) e 30,66 % (ICMD-01).

Figura 13. Curvas termogravimétricas dos compostos JM-01 (A), IMPR-01 (B) e ICMD-01
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Tabela 3. Dados termogravimétricos e calorimétricos dos compostos JM-01, JMPR-01 e

ICMD-01.

TG DSC
Estagio . o Massa Tpico AHJ
Compostos ik b Faixa Temp. (°C) (%) Eventos ©C) o)

IM-01 Primeira 143,15-278,33 88,41 1 200,26 2225
JMPR-01 Primeira 174,35 -319,92 96,74 1 202,08 2957
Primeira 32,55-137,48 7,174 1 123,16  126,1

ICMD-01
Segunda 235-79 — 428,63 54,84 2 238,89  125,8

Fonte: dados da pesquisa (2019).

5.2 Elucidacao estrutural

A elucidacdo estrutural dos compostos JIMPR-01 e ICMD-01 foi realizada por meio dos
métodos espectroscopicos: infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
e carbono (RMN 'H e 13C), além de espectrometria de massa (EM). Os valores espectrais obti-
dos foram comparados com os dados encontrados na literatura de acordo com Pavia, Lampman
e Kriz (2010).

Na analise do espectro de IV do composto JMPR-01, foi possivel visualizar respectiva-
mente bandas de absorgdo entre 3317 cm™ e 1596 cm™! sugestivas de estiramento axial e dobra-
mento de ligacdo -NH- referente a amida secundaria. J& o espectro de IV do ICMD-01 apresen-

tou uma tinica banda 3275 cm! caracteristico de estiramento N-H de amina e amida secundaria.
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Supostamente houve uma sobreposicao de bandas em razdo de absor¢des em frequéncias apro-
ximadas.

Para a funcao carbonila os derivados sintetizados apresentaram valores de absor¢ao den-
tro de um intervalo de 1640 a 1682 cm™. De acordo com Pavia, Lampman e Kriz (2010) as
amidas primarias e secunddrias em fase s6lida tem absor¢des C=O largas entre 1890 a 1620 cm’
!, Também foram observados os valores da banda de absorgdo do grupamento nitrila (CN) no
intervalo de 2208 a 2260 cm’!, faixa tipica de absor¢do para esse grupamento (Tabela 4; Figura

14 e 15).

Tabela 4. Dados do IV dos compostos JIMPR-01 e ICMD-01

Composto IV (valores em cm™)

3317 (estiramento N-H da amida secundéria); 3053 (estiramento

JMPR-01 =C-H); 2227 (estiramento CN); 1682 (estiramento C=0); 1596
(dobramento N-H da amida), 1531 e 1440 (estiramento C=C e aro-
matico);

3275 (estiramento N-H da amida e amina secundaria); 3060 (esti-

ICMD-01 ramento =C-H); 2206 (estiramento CN); 1651 (estiramento C=0);

1600 (dobramento N-H da amida), 1575 e 1435 (estiramento C=C
e aromatico); 1497 (dobramento N-H da amina);
Fonte: dados da pesquisa (2019).

Figura 14. Espectro de IV do JIMPR-01
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Figura 15. Espectro de IV do ICMD-01
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Apbs a identificagdo por IV, foram realizadas as andlises de RMN de 'H e '*C (Tabela
5, Figura 16 e 17). Os espectros de RMN 'H evidenciam singletos referentes ao grupo NH da
amida, com deslocamento quimico de 10,43 ppm para o JMPR-01 e 10,17 para o ICMD-01.
Esses sinais encontram-se fora da faixa caracteristica de 5,0 a 9,0 ppm em razao do efeito de
anisotropia, que torna o H mais desblindado. Para o ICMD-01 também ¢ possivel identificar o
pico de NH inddlico em 12,54 ppm.

As duas moléculas apresentaram o singleto em 8,30 e 8,62 ppm, indicativo de conden-
sacdo entre o aldeido e o grupo metilénico, culminando com a formagao do grupo vinilico
(C=CH), sendo considerados sinais diagndsticos da sintese. Os sinais dos hidrogénios aromati-
cos para o JMPR-01 apresentaram sinais de deslocamentos quimicos em forma de tripleto e
multipleto dentro de uma faixa variante de 7,12 a 8,05. Para o ICMD-01 pode-se distinguir os
sinais caracteristicos dos hidrogénios do anel indolico, que se encontram entre 7,29 a 8,04 ¢ do
anel fenilacetamida, encontrados entre 7,70 — 7,13 ppm. Todos os sinais dos aromaticos foram

identificados sob forma de dubletos, tripletos e multipletos.
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Tabela 5. Dados dos espectros de RMN 'H dos compostos JMPR-01 e ICMD-01

Composto Deslocamento (6 em ppm DMSOds S00MHz; J em Hz)

010,43 (1H, s, NH amida); 8,30 (1H, s, C=CH); 8.05 — 7.96 (2H, m, Ar feni-

JMPR-01 lacetamida), 7.72 — 7.66 (2H, m, Ar fenilacetamida), 7.67 — 7.57 (3H, m, Ar
fenilacetamida), 7.39 (2H, t, J=7.9 Hz, Ar fenilacetamida), 7.19 — 7.12 (1H,
m, Ar fenilacetamida).

0 12,43 (1H, s, NH indol); 10,17 (1H, s, NH amida); 8,62 (1H, s, C=CH);

ICMD-01 8,55 (1H, s, C=CH indol); 8,04-7,98 (1H, m, Ar indol); 7,70 (2H, d, J=17,9,
Ar fenilacetamida); 7,59 (1H, m, Ar indol); 7,37 (2H, m, Ar fenilacetamida);
7,29 (2H, m, Ar indol); 7,13 (1H, m, Ar fenilacetamida).

Fonte: dados da pesquisa (2019).

Figura 16. Espectro de RMN 'H do JMPR-01
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Figura 17. Espectro de RMN 'H do ICMD-01
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Fonte: autoria (2019).

Os resultados de RMN de !*C para os compostos JMPR-01 e ICMD-01, apresentam
respectivamente, sinais caracteristicos de deslocamento e absor¢des de carbono vinilico em
151,27 e 142, 2 ppm, carbonila: 160,97 e 161,7 ppm, nitrila: 116,68 ¢ 119,1 ppm, carbonos
adjacentes em 107,81 e 110,2 ppm e C-N- aromatico em 138,68 ¢ 140,4. Os demais carbonos
do JMPR-01, correspondem ao anel aromatico, com faixas compreendidas de 121 e 132 ppm.
O ICMD-01 apresenta dois anéis aromaticos, um inddlico, cujos carbonos encontram-se numa
faixa de 121 a 137 ppm, e o anel fenilacetamida, com carbonos na faixa de 121,1 e 131 ppm.
Todos os picos identificados estao dentro dos seus respectivos intervalos encontrados na litera-

tura citadas (Tabela 6; Figura 18 e 19).
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Tabela 6. Dados dos espectros de RMN de *C dos compostos JIMPR-01 e ICMD-01

Composto Deslocamento (6 em ppm DMSOds 125 MHz; J em Hz)

§ 160,97 (C, C=0), 151,27 (C, C=C), 138,68 (C, N- Ar), 132,94, (C, Ar),
JMPR-01 13237 (C, Ar), 130,52 (C, Ar), 129,77 (C, Ar) 129,24 (C, Ar), 124,84 (C,
Ar), 121,02 (C, Ar), 116,68 (C, CN), 107,81 (C, adjacente a CN).

0 161,98 (C, C=0); 143,2 (C, C=C); 140,4(C, N- Ar); 137,0(C, Anel ind6-

ICMD-01 lico); 131,1(C, Ar); 129,1(C, Anel inddlico); 128,1(C, Ar); 124,4(C, Anel in-
dolico); 123,8(C, Anel inddlico); 122,1(C, Ar); 121,1(C, Anel ind6lico);
119,1(C, CN); 113,2(C, Anel inddlico); 110,3(C, adjacente a CN).

Fonte: dados da pesquisa (2019).

Figura 18. Espectro de RMN *C do JMPR-01
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Figura 19. Espectro de RMN *C do ICMD-01
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Fonte: autoria (2019).

Com relagdo aos espectros de massas realizados todos mostram-se condizentes as res-
pectivas massas dos compostos ICMD-01 e JMPR-01 (Figura 20 e 21) corroborando com as
demais analises espectroscopicas de elucidacdo estrutural. Na tabela 7 encontra-se os dados das

massas dos ions moleculares (m/z), a massa calculada e as massas reais.

Tabela 7. Dados das respectivas massas dos ions moleculares dos compostos JMPR-01 ¢

ICMD-01.

Composto Massa exata (m/z)  [M+H]"(/ [M+Na]* @ Massa obtida
JMPR-01 248,09 249,09 249,02
ICMD-01 287,11 310,11 310,08

@ Analise feita na presenca de Na. Fonte: dados da pesquisa (2019).



Figura 20. Espectro de massa do JMPR-01
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Figura 21. Espectro de massa do ICMD-01
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Fonte: autoria (2019).

Todas as analises espectroscopicas e espectrométricas mostram-se concordantes as es-

truturas pré estabelecidas para os compostos sintetizados JMPR-01 e ICMD-01. A partir disso,

foram iniciados os testes farmacologicos de avaliagao do seu potencial anti-inflamatorio in vitro

€ in vitro.
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5.3 Avalia¢do Farmacologica

5.3.1  Ensaios farmacologicos in vitro

5.3.1.1 Citotoxicidade em macrofagos J774, dosagens de oxido nitrico e citocinas.

A avaliagdo farmacologica dos compostos fenilacetamida (JM-01) e fenilacrilamida
(JMPR-01 e ICMD-01) foram investigados por uma série de ensaios in vitro. Os efeitos desses
compostos na viabilidade celular foram determinados pelo ensaio Alamar Blue colorimétrico
24 horas ap0s a adigdo dos derivados. O alamar blue possui como ingrediente ativo a resarzurina
que age como um corante indicador de comprometimento do metabolismo celular evidenciado
pela mudanca de coloragdo quando reduzido por enzimas mitocondriais (RAMPERSAD,
2012).

Como pode ser observado na figura (22C), o ICMD-01 nao apresentou indicios de cito-
toxicidade nas células J774 em nenhuma das concentragdes testadas. Porém o JM-01 (22A) e o
JM-PR-01 (22B) na concentra¢do de 100 uM induziu efeitos citotdxicos. Sendo assim foram
empregadas as concentragdes de até 50 uM para o JM-01 ¢ JIMPR-01 ¢ 100 uM para o ICMD-01 nos

ensaios subsequentes de dosagens de 6xido nitrico e citocinas.

Figura 22. Efeito citotoxico do composto JM-01 (A) JM-PR-01 (B) e ICMD-01 (C) frente a

linhagem de macréfagos murinos J774.
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Os dados sdo expressos como média = SEM; n = 4 determinagdes por grupo. * Significativamente diferente das
culturas tratadas com veiculo (p<0,05). ANOVA seguida do teste de comparagdo multipla de Tukey.

A viabilidade celular ¢ um dos indicadores mais importantes na avaliagao toxicologica
in vitro, sendo capazes de indicar o potencial citotdxico da substancia em teste. A determinagao
da concentragdo nao causadora da morte celular, permitiu mensurar de maneira fidedigna os
efeitos modulatérios do JM-01, JMPR-01 e ICMD-01 sobre os macréfagos. Os macrofagos ao
serem expostos ao LPS e a IFN-y tem seu equilibrio intracelular modificado. Isso acontece em
razao da ativacao de receptores padroes de superficies da familia Toll (TLR) que desencadeia
varios processos de sinalizacao celular deflagrados por proteinas adaptadoras citosolica como
fator de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88) e ou IFN-y [Trif] indutor de dominio Toll/IL-1R,
ocasionando instantaneamente a deflagracdo de respostas inflamatdrias agudas em macrofagos
(WANG et al., 2019).

O NO, mediador amplamente expresso pelos macréfagos estimulados, pode ser mensu-
rado a partir da quantificagdo de nitrito. Como mostrado na figura 23A, 23B e 23C o JM-01,
JMPR-01 e ICMD-01 apresentaram respectivamente reducdes significativas (p<0,05) da pro-
dugao de nitrito nas concentragdes de 50 uM, 50 — 3,125 uM e 100 e 50 uM. Como padrao foi

utilizado a dexametasona (40 uM).
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Figura 23. Modulag¢io da produgado de 6xido nitrico pelo JM-01 (A), IMPR-01 (B) e ICMD-
01 (C) em culturas macrofagos J774.
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Os dados sdo expressos como média £ SEM; n = 6 determinagdes por grupo. * Significativamente diferente das

culturas tratadas com veiculo estimuladas com LPS + IFN-y (p <0,05). ANOVA seguida do teste de comparagao
multipla de Tukey.

O NO ¢ uma molécula gasosa, sintetizado pela NOs, que utiliza como substrato a L-

arginina, NADPH e oxigénio. Embora exista trés isoformas distintas da enzima responsavel
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pela sintese do NO (endotelial, neuronal e induzivel), apenas a iNOs ¢ ativado por produtos
microbianos em células inflamatorias, a exemplo dos macrofagos. Essa biomolécula tem fun-
¢oOes diversas nas respostas fisiologicas e patologicas no organismo. Sua modulagao pelo JM-
01, JIMPR-01 e ICMD-01 em condi¢des inflamatorias podera restringir respostas imunologicas
envolvidas na defesa do hospedeiro, diminuindo os danos celulares induzidos pela produgao de
espécies reativas de oxigénio. (KAWAKAMI; KOIKE; AMANO, 2018; KORHONEN et al.,
2005).

Com relacdo as citocinas pro-inflamatorias também expressas pela ativagdo dos macro-
fagos, o tratamento com o JMPR-01 e ICMD-01, respectivamente nas concentragdes 50-3,125
uM e 100 e 50 puM, foi capaz de suprimir substancialmente (p<0,05) a liberacdo de TNF-a e IL-
1B (Figura 24 e 25), essas duas moléculas foram escolhidas em razao dos melhores efeitos mo-
dulatérios frente a inibicdo de nitrito. A diminuig¢ao da liberagdo dessas citocinas pelos com-
postos em teste, pode limitar o processo inflamatorio em razdo da diminuicao da ativacao da
via NF-kB, que atua como um fator transcricional desempenhando uma fungao primordial na
inducdo de genes inflamatérios de moléculas pro-inflamatorias (GAO et al., 2012;

JAWORSKA; JANOWSKI, 2019).

Figura 24. Modulac¢io da expressdo de IL-1 (A) e TNFa (B) pelo composto ICMD-01 em

cultura de macrofagos.
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Os dados sdo expressos como média £ SEM; n = 6 determinagdes por grupo. * Significativamente diferente das
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multipla de Tukey.
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Figura 25. Modulagio da expressdo de IL-1B (A) TNFa (B) pelo composto JMPR-01 em cul-

tura de macréfagos.
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culturas tratadas com veiculo estimuladas com LPS + IFN-y (p <0,05). ANOVA seguida do teste de comparagdo
multipla de Tukey

De acordo com Gu et al. (2019) o derivado de uma chalcona sintética (6a) da classe
fenilacrilamida inibiu de forma dependente da dose a produgao de NO e a atividade de NF-kB
em células mesangiais induzidas por LPS. Este mecanismo envolvia a ativagdo do fator Nrf2
(nuclear factor erythhroid 2 related factor 2) que parece ser um dos principais envolvidos na
expressao de proteinas antioxidantes, além de atuar na modulacao das respostas inflamatorias
e imunes.

Os genes antioxidantes dependentes de Nrf2, como heme-oxigenase-1 (OH-1) NADP
desidrogenase quinona (NQO-1) bloqueiam TNF-a, além de diversas proteinas quimiotaticas
de monocitos e proteinas inflamatérias de macrofagos, suprimindo diversos mediadores infla-
matorios. A ativacdo de Nrf2 previne a regulagdo positiva transcricional de LPS de citocinas
pro-inflamatorias incluindo a IL-18 e TNFa (AHMED et al., 2017; KOBAYASHI et al. 2016).

Dessa forma pode-se inferir que esses derivados podem estar ativando a via do Nrf2,
inibindo de forma indireta a producao de nitrito e de citocinas (IL-1B ¢ TNFa) nas culturas de
macrofagos em concentragdes nao citotoxicas. Baseando-se na potencialidade anti-inflamatéria
in vitro dos compostos JM-01, JMPR-01 ¢ ICMD-01 buscou-se dar continuidade ao estudo
através dos ensaios in vivo, com objetivo de avaliar a interferéncia dos sistemas biologicos e as

possiveis altera¢des na atividade farmacologica.
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5.3.2  Ensaios farmacologicos in vivo

5.3.2.1 Peritonite induzida por Zymosan

O ponto de partida dos ensaios in vivo se deu através do ensaio de peritonite induzida
por zymosan, que tem como objetivo quantificar o recrutamento de leucdcitos para cavidade
peritoneal avaliando o efeito dessas novas drogas durante a resposta celular. Para este ensaio,
foi utilizado o zymosan como agente flogistico que constitui um complexo proteina-carboidrato
extraido da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisae.

Este agente ¢ composto principalmente de B-glucanos além de uma mistura nao uni-
forme de mananas, quitina, lipidios e varias proteinas. A base bioquimica para o desencadea-
mento da resposta inflamatéria pelo zymosan ¢ multifatorial devido a mistura complexa de
componentes da parede celular dos fungos. Entretanto, sabe-se que o B-glucano ativa o receptor
da dectina-1 e o receptor do tipo Toll-2 (TLR2) primordialmente, iniciando respostas fisiopa-
tologicas por DAMPs liberados secundariamente a lesdo tecidual (CASH; WHITEM GREA-
VES, 2009; LIMA et al., 2017; RODRIGUEZ et al., 2016).

O plasma extravasado possui fatores quimiotaticos de primeira linha que irdo mediar o
influxo subsequente de leucocitos, acarretando seu acimulo no tecido inflamado. De fato, o
zymosan induziu o influxo celular no peritonio dos camundongos em teste, cuja concentragao
foi significativa ap6s 4h da indugdo intraperitoneal.

Como pode ser observado (Figura 26) os compostos em todas as doses testadas apre-
sentaram atividade anti-inflamatoria, inibindo de maneira substancial a migragao leucocitaria,
respectivamente nas doses de 5, 10 e 50 mg kg”! com percentual de 56,1; 68,9 ¢ 78,3 % para o
IM-01; 61,8; 68,5 e 90% para o JMPR-01, e 53,5, 63,2 ¢ 77,6 % para o ICMD-01. Todos os
compostos apresentaram atividade superior ao grupo tratado com indometacina na dose de 10

mg kg', no qual apresentou inibigdo de 45,3%.
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Figura 26. Influéncia do tratamento com os compostos JM-01, ICMD-01 e JM-PR sob a con-

tagem total de leucécitos, para o modelo da peritonite induzida por zymosan (2%).
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Valores sdo expressos em média + desvio padrdo da média, n = 5. *** p < 0,05 significativamente diferente do
grupo controle (ANOV A seguido pelo teste de Dunnett).

A migracao leucocitdria ¢ um processo dinamico, rigorosamente regulados por quimio-
cinas, citocinas e moléculas de adesdo da familia selectina. Esses componentes promovem o
processo de rolamento celular dos PMN, em especial os neutrofilos ao sitio da injuria. Os com-
postos JM-01, JMPR-01 e ICMD-01, podem atuar minimizando a diapedese por diversos me-
canismos diretos ou indiretos, que atuem no sistema de adesdo ou na expressao de ICAM-1
(molécula de adesdo intercelular) L-selectina (Leukocyte endotelial cell adhesion molecule,
LECAM; CD62L), E-selectina (Endothelial lekocyte adhesion molecule-1, ELAM-1; CD62E)
e P-selectina (CD62P).

Os leucocitos ao se ligar nas selectinas, retarda o movimento de fluxo livre ao longo do
endotélio. A efetividade da adesdo se dar quando as células se ligam a CXCL-1, CXCL-2 ou
CXCL-8. As moléculas de adesao sao amplamente induzidas pelas citocinas e 6xido nitrico
produzidas por macréfagos e células residentes, logo, confrontando a potencialidade dos com-
postos in vitro frente a inibigdo de NO, sugere que os compostos podem apresentar atividade
anti-inflamatoria relacionada a capacidade de suprimir a agdo e/ou libera¢do de NO e citocinas,
em especial TNF-a e IL-1p.

Estudo de Yang et al. (2016) observou a inibicdo de ICAM-1 induzida por TNF-a em

células epiteliais de pigmento de retina humano tratadas com licopeno. Ja o de Lee et al. (2007)
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determinou a atividade anti-inflamatoéria de uma chacona sintética verificando a inibigao de
ICAM-1 e TNF-a e IL-1B em tecido colonico de camundongos tratados com trinitrobenzeno
sulfonico. Esses estudos mostram que a ativacao positiva de Nrf2 modula citocinas pro infla-
matorias e inibe a expressdo de moléculas de adesdo desempenhando papel de grande impor-
tancia na regulagdo da diapedese no tecido inflamado.

Segundo Takashi et al. (2019), o zymosan tem como constituinte a fitoesfingosina que
ao ativar o receptor CD300b estimula a producao de NO por células inflamatdrias provocando
o recrutamento de neutrofilos. Ha evidencia que o NO derivado da iNOs regula a produgdo de
quimiocinas CXC, MIP-2 e KC durante o processo inflamatorio, além de modular citocinas
inflamatorias a exemplo do TNF-a, favorecendo a migracdo de PMN. Segundo Vieira et al.
(2018) e Hamada et al. (2018), o NO ¢ de grande importincia na interagao leucécito-endotélio
€ a supressao enzimatica ¢ capaz de acarretar com agdes anti-adesivas, além de regulador da
transmigracao de neutrofilo através da fibronectina dependente de MMP-9. Esses achados ci-

entificos podem justificar a possibilidade de mecanismo de acdo dos compostos em testes.

5.3.2.2 Edema de pata induzida por CFA

A atividade anti-inflamatéria dos compostos também foi avaliado pelo modelo de infla-
macao da pata induzida pelo Adjuvante Completo de Freund (CFA). Os compostos foram tes-
tados inicialmente em uma dose de 50 mg kg™ e administrados por via oral, 40 minutos antes
do CFA. Como pode-se visualizar graficamente (Figura 27) o pré tratamento com o ICMD-01
apresentou diminui¢do edematogénica significativa (p <0,05) nos tempos de 4 a 6h, ndo man-
tendo a atividade por 24h. O JMPR-01 apresentou uma atividade tardia no tempo de 6h, porém
ndo se manteve ativo nos demais tempos. O JM-01 nao mostrou atividade satisfatoria neste

ensaio.
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Figura 27. Influéncia do tratamento com os compostos JM-01, ICMD-01 e JM-PR (50 mg kg
7y sob 0 edema de pata induzido por CFA.
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Os dados sdo expressos como média = SEM; n = 6 animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo
controle (p<0,05). ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni.

O CFA quando administrado por inje¢do intraplantar nos animais induz a uma resposta
inflamatoria persistente, local estavel, provocando dor severa em torno da area inoculada. Este
complexo ¢ constituido de uma suspensdo de Mycobacterium tuberculosis acrescidos de 6leo
mineral, que garante uma a¢do de depodsito, formagdo de granulomas ricos em macrofagos e
células imunocompetentes, além de uma acdo a distancia sobre 6rgdos linfoides (SANTOS et
al., 2013; FEHRENBACHER; VASKO; DUARTE, 2012).

Esse agente flogistico ¢ comumente empregado em modelos cronicos de artrite reuma-
toide, devido a potencializagdo da resposta inflamatoria produzida. Este mecanismo envolve a
fenestragdo de microvasos e o extravasamento de elementos para o tecido intersticial, favore-
cendo a migracdo de células do sistema imunoldgico, como os macrdéfagos e linfocitos (KUM-
MAR et al., 2016). A resposta celular provocada induz a liberagao exacerbada de uma série de
mediadores inflamatorios, como citocinas, aminas vasoativas, fatores quimiotaticos, interferons
e prostaglandinas. Esses mediadores em quadros agudos sdo responsaveis pela destrui¢ao da
matriz dssea e cartilagens, além de sensibilizar as terminagdes nociceptivas (KUMAR et al.
2019).

Estes resultados sugerem que a atividade dos compostos JMPR-01 e ICMD-01 frente a
inibicdo edematogénica, pode estar envolvido com a inibi¢do de mediadores como as prosta-
glandinas, bradicinina, serotonina, citocinas pro-inflamatdrias, espécies reativas de oxigénio e
oxido nitrico, principais responsaveis com a altera¢do da permeabilidade vascular e favoreci-

mento do edema. /n vitro, sabe-se que os compostos em estudos modulam TNF-a, IL-1 e NO.
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Juntamente com o ensaio de edema de pata, foi verificado os efeitos dos compostos na
hiperalgesia inflamatdria pelo ensaio de von frey (Figura 28). Ap6s o estimulo com CFA foram
utilizados filamentos que fornecem uma forca calibrada a pata do animal avaliando-se a sensi-
bilidade mecanica. Esse ensaio ¢ amplamente empregado na medi¢ao precisa da mecanosensi-
bilidade em animais na pesquisa da dor (MCMACKIN et al., 2016). Como resultado, observou-
se que o ICMD-01 foi o tinico composto a apresentar um aumento no limiar nociceptivos na 2h
apos a sua administragdo. As demais substancias em teste nao mostraram atividade em nenhum

dos tempos.

Figura 28. Influéncia do tratamento com os compostos JIM-01, ICMD-01 e JMPR-01 na hipe-

ralgesia inflamatoria avaliada pelo von frey.
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Os dados sdo expressos como média + SEM; n = 6 animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo
controle (p<0,05). ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni.

A dor ¢ considerada um fendmeno multifatorial complexo, envolvendo diversos fatores
neurobiologicos. Pode ter base inflamatoéria, sensorial, afetivo-emocionais e cognitivos. Como
os nao apresentaram atividade analgésica periférica mostrada pelo von frey, investigamos a
possibilidade de um mecanismo antinociceptivo central investigado pelo ensaio tail flick, que
avalia a responsividade de retirada da cauda do animal frente ao estimulo térmico de calor irra-
diante. O aumento no tempo de reacdo ¢ um parametro importante para atividade analgésica
central pela supressao das respostas dos neurdnios espinhais, semelhante aos farmacos opiodides
a exemplo da morfina (BROJENI; RASHVAND; HAGHPARAST, 2019). O JM-01, JMPR-01
e ICMD-01 ndo apresentaram atividade para este modelo, descartando-se a atividade analgésica

central (Figura 29). Também ndo verificou-se alteracdes motoras ou sedativas avaliadas pelo
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ensaio rota rod (Figura 30). Com base nesses resultados, pode-se presumir que essas substan-
cias ndo apresentam mecanismos centrais, nas condi¢des testadas e ndo alteram a adaptabilidade

a atividade motora nem provocam outro tipo de efeito como o relaxamento muscular.

Figura 29. Avaliagdo da atividade analgésica central dos JIM-01, JMPR-01 e ICMD-01 pelo

ensaio tail flick.
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Os dados sdo expressos como média + SEM; n = 6 animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo
controle (p<0,05). ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni.

Figura 30. Avaliacdo da atividade motora de camundongos tratados com JM-01, ICMD-01 e
JMPR-01
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Os dados sdo expressos como média + SEM; n = 6 animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo
controle (p<0,05). ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni.

Em razdo do melhor efeito nos resultados do modelo inflamatorio in vivo de edema da
pata e hiperalgesia inflamatéria induzida por CFA, o ICMD-01 foi novamente testado nas doses
de 25, 50 € 100 mg kg™ afim de que se pudesse estabelecer a relagdo dose-resposta (figura 31).

Como controle positivo foi utilizado a dexametasona (2 mg kg™).
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No edema o grupo tratado com a dose de 25 mg kg™, apresentou percentual de inibi¢do
na 2, 4 e 6h de: 30,55, 60,0 e 28,58 %. O grupo tratado com a dose de 50 mg kg™ inibiu em
(44,45; 57,14 € 67,34%) € o grupo tratado com 100 mg kg de (55,55; 54,28 € 51,02%) quando
comparados ao grupo controle. As duas maiores doses apresentam perfis de atividade seme-
lhante nos trés tempos, sem diferenca estatistica, reduzindo o edema nos tempos de 2 a 6h.
Esses resultados permitem estabelecer a dose terapéutica para esse composto em 50 mg kg
correspondendo ao seu efeito méximo. O grupo tratado com ICMD-01 mostrou resultados com-
paraveis ao grupo tratado com dexametasona que apresentou inibi¢ao média de 61,85% (Figura

31).

Figura 31. Curva dose resposta do farmaco ICMD-01 frente ao ensaio de edema de pata indu-

zida por CFA.
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Os dados s@o expressos como média = SEM; n = 6 animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo
controle (p<0,05). ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni.

Para os resultados da atividade antinociceptiva as duas doses (25 e 50 mg kg') ndo mos-
traram-se significativas (p<0,05) (Figura 32). A diminui¢do do limiar nociceptivo s6 foi man-
tida por 2h na dose de 50 mg kg!. Acredita-se que o firmaco pode ser alterado devido aos
efeitos de metabolismo ou de fato s6 apresente atividade anti-inflamatoria. Estudos preditivos
do perfil farmacocinético in silico de todos os derivados estudados foram realizados afim de
que se pudesse melhor esclarecer as possiveis intercorréncias de ADME (absorc¢ao, distribuigao,

metabolizacdo e excrecao).
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Figura 32. Curva dose resposta do farmaco ICMD-01 em diferentes doses frente ao ensaio de
hiperalgesia induzida por CFA (von frey).
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Os dados sdo expressos como média = SEM; n = 6 animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo
controle (p<0,05). ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni.

Para validar o perfil anti-inflamatorio foram mensurados o potencial modulador do
ICMD-01 (50 mg kg™ v.0) frente a produgdo de citocinas pro-inflamatorias e prostaglandina E»
(PGE) in vivo. As citocinas constituem um grupo diversificado de mediadores extensamente
liberados durante a inflamagao. O composto ICMD-01, apresentou inibi¢ao estatisticamente
significativa (p< 0,05) dos niveis locais de IL-1B e TNF-a (Figura 33) quando comparado ao
grupo controle. Para a IL-1f a inibi¢do promovida pelo ICMD-01 ¢ comparavel ao da dexame-

tasona, enquanto para o TNF-a o composto mostrou-se superior.

Figura 33. Efeitos do ICMD-01 nos niveis de citocinas da pata durante a inflamac¢ao induzida

por CFA.
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Os dados sdo expressos como média = SEM; n = 6 animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo
controle (p<0,05). ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey.
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A TL-1P esta associada ao aumento da excitabilidade e sensibilizagdo das terminagdes
nociceptivas, além de induzir a processos de apoptose durante respostas inflamatorias e
carcinogénicas. O TNF-a, constitui uma citocina pleiotrépica, que induz a produgao de outras
citocinas como IL-1 e IL-6, promovendo a quimiotaxia, recrutamento celular, aumento de per-
meabilidade vascular e hiperalgesia (OPRETZKA et al., 2019; ZEESHAN et al, 2019).
Também foi avaliado o efeito do ICMD-01 sobre os niveis locais de PGE> durante a inflamagao
provocada pelo CFA. Conforme mostrado pela analise, o ICMD-01 (50 mg kg!) inibiu os niveis
de PGE> na pata inflamada (p <0,001) quando comparado ao grupo controle, com resultados

semelhantes ao do grupo tratado com dexametasona (2 mg kg™') (Figura 34).

Figura 34. Efeitos do ICMD-01 nos niveis de PGE> da pata durante a inflamacao induzida por
CFA.
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Os dados sdo expressos como média = SEM; n = 6 animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo
controle (p<0,05). ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey.

Ap6s a estimulacdo inflamatoria a extensa liberagdo de citocinas propiciam a transcri¢ao
de COX-2 em razdo da ativacao do fator NFkB (MOREIRA et al., 2019). A COX-2 por sua vez
¢ a enzima responsavel pelas reagdes de peroxidagdo que irdo dar origem as prostaglandinas
(LEWANDOWSKA-POLAK, 2019; SURESH et al., 2019). A PGE; ¢ um dos principais me-
diadores envolvidos no aparecimento dos sinais e sintomas processo inflamatorio, provocando
aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacdo e edema, além de aumentar a sensibilidade
das terminagdes nociceptivas provocando dor (HUSSEIN et al. 2012; OU et al., 2019).

Com base nestes resultados, sugere-se o potencial anti-inflamatdrio desses novos deriva-
dos, em especial o ICMD-01 nos modelos in vivo e in vitro. Esses compostos podem apresentar
mecanismos envolvendo a inibi¢do de citocinas pro-inflamatorias, 6xido nitrico e prostaglandi-

nas. Essa classe quimica apesar de pouco estudada para inflamagao mostra atividade satisfatoria,
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evidenciada pela atividade comparéavel a dexametasona, anti-inflamatorio esteroidal com uso
restrito devido aos diversos efeitos deletérios sob fun¢des metabodlicas, endocrinas e imunes,
sendo assim utilizado por periodos curtos de tempo.

Os ensaios farmacologicos evidenciaram a potencialidade terapéutica ndo clinica do
ICMD-01, tornando-o forte candidato a um medicamento anti-inflamatorio. Um dos maiores
desafios para inserir um novo agente no mercado ¢ garantir um menor perfil de toxicidade co-
mumente visualizado pelos agentes disponiveis, como os danos gastrointestinais, cardiovascu-
lares e nefrotoxicos. Para continuidade desses estudos com o ICMD-01, foram realizados a
toxicidade aguda de dose tnica, susceptibilidade ulcerogénica e determinagdo do potencial he-

molitico em culturas de hemacias.

5.4 Avaliagao toxicologica

54.1 Toxicidade aguda de dose tinica

Para avaliar o perfil de seguranca do ICMD-01 foi realizado o teste de toxicidade oral
aguda segundo o protocolo 423 da OEDC (2001). Esse ensaio tem como intuito avaliar a segu-
ranca de uso de compostos naturais e sintéticos subsidiando os riscos a saude apos sua exposi-
¢d0. Desta forma administrou-se uma dose equivalente a 2000 mg kg™, avaliando sinais tipicos
de toxicidade e mortalidade nas primeiras horas, seguido de 14 dias de observagdo. Também
foi realizado o screening hipocratico comportamental de acordo com o protocolo de Almeida
(1999), durante as primeiras 4 horas apos a administragao do farmaco.

Como resultado, a dose de 2000 mg kg~/ ndo provocou morte e a triagem farmacologica
apenas evidenciou diminui¢do responsiva ao estimulo doloroso na cauda do animal e mic¢ao
aumentada com indicios de excregdo, visualizado pela urina com coloragao amarela caracteris-
tica do farmaco. Passada 24 horas nao foi detectado nenhuma dessas alteracoes.

Com relagdo ao consumo e evolugdo ponderal, ndo foi apresentado diferencas signifi-
cativas entre os animais tratados e o grupo controle (Tabela 8 ¢ 9). Dos o6rgaos analisados
apenas o baco apresentou diferenca estatistica no peso (p <0,05), porém sem alteragdes macros-
copicas (Tabela 9). Para os achados laboratoriais, foram observados uma redugao significativa
dos niveis séricos de transaminase glutamico-oxalacética (AST) e dos triglicerideos (Tabela 10)
e de algumas discrasias hematologicas, como a o aumento de plaquetas (PLT) e dos niveis de

células brancas (WBC) (Tabela 11). Baseando-se na auséncia de sinais clinicos relevantes no
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screening toxicoldgico, bem como auséncia de morte durante o periodo de observagdo, o com-
posto ICMD-01 mostra possuir baixa toxicidade nas condicdes testadas. Pelo método de classe
essa substancia enquadra-se na classe 5, ou seja, substancia com DLso superior a 2000 mg kg™’

e menor que 5000 mg kg

Tabela 8. Consumos dos animais submetidos ao teste de toxicidade, tratados pelo composto

ICMD-01 (2000 mg kg'), durante 14 dias.

Consumos Controle ICMD-01
Consumo de ragao (g) 20,77 £ 1,758 18,00 + 1,472
Consumo de agua (mL) 16,31 £0,8097 17,77 £0,7438

Os dados sdo expressos como média = SEM; n = 13 determinagdes por grupo. * Significativamente diferente do
grupo controle tratado com salina + Tween 5% (p <0,05).

Tabela 9. Peso relativo dos 6rgaos e evolugdo ponderal de camundongos fémeas tratadas com

0 ICMD-01, na dose de 2000 mg kg™ via oral, apds 14 dias.

Orgios Controle ICMD-01
Coragdo 0,4000 £ 0,03947 0,4437 +£0.01750
Pulmao 0,5720 + 0,04087 0,5242 +0.05810
Rins 1,069 + 0,009841 1,085 £ 0,03896
Figado 4,944 +0,1774 5,517 +£0,1541
Bago 0,3046 + 0,06818 0,5117 £ 0,02060*
Evolu¢ao ponderal (g) 5,3333 +0,881900 3,6670 +1,333333

Os dados sdo expressos como média = SEM; n = 3 determinac¢des por grupo. *Significativamente diferente do
grupo controle tratado com salina + Tween 5% (p <0,05).

Tabela 10. Determinacao dos parametros bioquimicos no soro de camundongos do grupo con-
trole e tratados com o ICMD-01 na dose de 2000 mg kg™ por via oral apds 14 dias.

(Continua)

Dosagens Bioquimicas Controle ICMD-01
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Ureia (mg/dL) 59,00 + 5,196 61,33 £5,364
Creatinina (mg/dL) 0,3567 £0,04807 0,4100 +0,06110
AST (U/L) 121,0 £ 5,568 86,67 + 3,528%**
ALT (U/L) 86,00 + 18,93 85,67 £ 18,10
Acido tirico (mg/dL) 2,033 +0,03333 2,067 +0,08819
Colesterol total (mg/dL) 88,33 + 6,839 76,33 + 5,840
HDL (mg/dL) 42,00 + 1,528 41,00 £ 0,5774
Triglicerideos (mg/dL) 206,0 + 4,583 157,0+11,79*
Glicose (mg/dL) 264,7 +10,59 257,71+ 14,24

Os dados sd@o expressos como média = SEM; n = 3 determinagdes por grupo. * Significativamente diferente do
grupo controle tratado com salina + Tween 5% (p <0,05).

Tabela 11. Determinacao dos parametros hematologicos dos camundongos do grupo controle

e tratados com 0 ICMD-01 na dose de 2000 mg kg' por via oral apos 14 dias.

Dosagens Bioquimicas Controle ICMD-01
RBC 7,280 + 1,135 9,670 £ 0,2765
HGB 11,17 + 1,507 14,80 + 0,2646
HCT 33,63 £5,341 45,87 +0,4631
PLT 508,7 £129,8 1201 £ 69.34**
WBC 3,533+ 1,162 10,03 +1,372*

Os dados sao expressos como média + SEM; n = 3 determinagdes por grupo. * Significativamente diferente do
grupo controle tratado com salina + Tween 5% (p <0,05).

5.4.2  Estudo de susceptibilidade ulcerogénica

Em razao da supressdo de PGE; pelo ICMD-01, foi avaliado a possibilidade do com-
posto apresentar como efeitos secundarios a inducao de ulceras pépticas. Esses eventos sao

amplamente induzidos por farmacos anti-inflamatdrios ndo seletivos, que agem suprimindo a
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produgdo de prostaglandinas citoprotetoras da mucosa pela COX-1. Entretanto, ndo houve di-
ferenca estatistica entre o grupo tratado com o ICMD-01 (SEM 3,8 +0,7348) e o grupo controle
(£ SEM 2,6 £ 0,6000) para o indice de lesdes ulcerativas (ILU) (Figura 35), indicando baixo
potencial ulcerogénico quando utilizado por um periodo correspondente a 7 dias na dose tera-

péutica de 50 mg kg

Figura 35. Imagens dos estdmagos do grupo controle (A) e tratados com ICMD-01 50 mg kg’
(B).
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-

onte: dados da pesquisa (2019)
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5.5 Avaliacao toxicologica in vitro

5.5.1 Atividade hemolitica

A avaliagdo da atividade hemolitica em eritrocitos ¢ utilizada para determinar a poten-
cialidade dos compostos em causar lesdes na membrana plasmaticas das hemadcias pela forma-
¢do de poros que favorece um desequilibrio osmoético ou pela sua ruptura total. A interagdo de
substancias quimicas com eritrocitos pode acelerar o envelhecimento ou levar a um processo
prematuro de destrui¢do celular (SILVA, 2017).

Para o ensaio foi empregado a concentragdo de 500ug-mL-’, obtendo um grau de hemo-
lise de 4,7%. Esse achado demonstra que o composto ICMD nao apresenta citotoxicidade sig-
nificativa (poder hemolisante abaixo de 10%). Esse ¢ um ponto positivo na investigagdo, visto
que, as pesquisas realizadas com produtos naturais e/ou sintéticos tém sido concentradas nao
s6 na busca de compostos com atividade farmacologica, mas também que garantam seguraca

de uso.
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5.6 Predicoes farmacocinéticas

Os mecanismos farmacocinéticos de absorcao, distribui¢ao, metabolizagao e excregao
(ADME), vem sendo descritos como as principais causas de fracassos no desenvolvimento de
moléculas promissoras candidatas a medicamentos. As metodologias modernas de modelagem
in silico que avaliam as propriedades farmacocinéticas, tornam-se interessantes durante o pla-
nejamento, otimizando o processo de pesquisa de novas entidades quimicas, identificando os
principais problemas de ADME que compromete as fases posteriores do desenvolvimento (HO-
NORIO; MODA; ANDRICOPULO, 2013).

Nesse contexto, dentre as ferramentas computacionais alternativas, tem-se o Swis-
SADME que oferece acesso a um pool de modelos preditivos e robustos para propriedades fi-
sico-quimicas, farmacocinéticas, farmacologicas, quimica medicinais através de métodos pro-
ficientes como: ilogP, boiled-egg (ovo cozido) e radar de biodisponibilidade (DAINA; MICHI-
ELIN; ZOETE, 2017).

De acordo com Daina e Zoete (2016) modelo do boiled-egg avalia dois comportamentos
farmacocinéticos cruciais no processo de descobertas de drogas: a absor¢ao gastrointestinal e o
acesso ao cérebro. Sendo assim, pode-se deduzir o comportamento de estruturas quimicas de
baixa massa molecular a partir do calculo da lipofilicidade e de polaridade. Este modelo pode
ser aplicado a uma variedade de configuragdes durante a selecdo de compostos de uma quimi-
otecas nas etapas iniciais do estudo pré-clinico.

Com relagdo ao comportamento dos derivados JM-01, ICMD-01 e JMPR-01 (Figura
36) observa-se uma alta probabilidade de servem absorvidas pelo trato gastrointestinal e de
permearem a barreira hematoenceélica (BHE), podendo ser visualizado graficamente pelos
pontos referentes a area fisico-quimica do cérebro (gema). Essa condi¢do nos deu direciona-
mento de uma possivel atividade analgésica central ou indicios de neurotoxicidade. Os ensaios
in vivo nas doses estabelecidas para os ensaios farmacoldgicos descartaram esses efeitos, po-
rém, no teste de toxicidade aguda com ICMD-01 foi percebido uma diminui¢ao da resposta ao
estimulo de pressao a cauda do animal sem sinais de sedagao.

A barreira hematoencefalica (BHE) ¢ um dos mecanismos de prote¢do mais essenciais
no sistema nervoso central (SNC), permitindo seletivamente a passagem de pequenas moléculas
lipossoluveis através da membrana endotelial capilar e limitar a passagem de agentes patogéni-
cos e toxinas. Apesar da BHE ser indispensavel no mecanismo de defesa, também ¢ um obsta-
culo durante o estado de doenga, uma vez que limita o fornecimento de medicamento a area

cerebral (UPADHYAY, 2014; ZHOU et al., 2018).
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Figura 36. Perfil de absor¢ao dos compostos derivados fenilacriatoacetamida: JM-01, JM-PR-

01 e ICMD-01 pelo modelo in silico (Boiled-egg) via SwissADME.
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Fonte: adaptado de SwissADME (2019).

Também pode-se observar que os compostos nao sao possiveis substratos da glicopro-
teina P (gp-P) ou proteina de resisténcia a multiplas drogas (MDR1). Essa informacao ¢ rele-
vante devido a atuacdo da gp-P como bomba de efluxo, impedindo que a substancia atinja a
concentragdo terapéutica no corpo humano, ou permeie a barreira HE. Com relagdo ao meca-
nismo de reconhecimento do substrato/ndo substrato pela gp-P ainda se permanece incerto, en-
tretanto ha estudos que sugerem locais especificos na cavidade de ligagdo principal importantes
na ativagio da enzima (AZEREDO; UCHOA; COSTA, 2009; MUKHAMETOV; RAEVSKY,
2017; MONTANARI; ECKER, 2015).

A ferramenta SwissADME também permite identificar se as estruturas sdo inibidoras do
sistema enzimatico citocromo P450 (CYPs) (Tabela 12). Esse sistema constitui uma importante
familia de monooxigenases, capaz de biotransformar 90% dos xenobidticos. Dentre as princi-
pais isoformas envolvidas no metabolismo, destacam-se CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19,
CYP2D6 (ZARETZKI; MATLOCK; SWAMIDASS. 2013).



89

Tabela 12. Inibi¢do potencial in silico das isoformas do complexo citocromo P450 pelos com-

postos JIM-01, JM-PR-01 e ICMD-01.

Inibidor JM-01 JMPR-01 ICMD-01
(CYP)
1A2 Sim Sim Sim
2C19 Nao Sim Sim
2C9 Nao Sim Sim
2D6 Nao Nao Sim
3A4 Nao Nao Sim

Fonte: adaptado de SwissADME (2019).

Compostos que exercem atividade sobre a mesma familia de enzimas do CYPs, quando
administrados concomitantemente, podem alterar o clearance sist€émico de outros farmacos. No
caso dos compostos JM-01, JIMPR-01 e ICMD-01 ha um risco potencial de interagdes decor-
rentes da inibi¢do das isoformas especificas, cujo mecanismo pode ser decorrente da competi-
cao direta pelo sitio de ligagcdo da enzima. Essas intera¢cdes podem levar a reagdes adversas ou
reducao da efetividade do farmaco coadmistrado.

O entendimento acerca de como os firmacos sao metabolizados também ¢é importante
na determinagdo do perfil farmacocinético e suas interferéncias na eficacia e seguranga dos
compostos em estudos. Dessa forma foi utilizado o servidor da web Xenosite para prever quais
sitios de metabolizagdao dos derivados sdo modificados durante o metabolismo mediado pela
superfamilia de enzimas heme CYP. Esse modelo preditivo permite compreender mecanismos
farmacoldgicos ou identificar possiveis falhas de natureza farmacocinética.

Observando-se as figuras 37 (A, B e C) a previsdo in silico mostra que todos os com-
postos sdo susceptiveis a oxidacao no anel aromatico com maior reatividade ao ataque nucleo-
filico na posicao para livre. Esses metabolitos formados durante o processo de metabolismo de
fase I tornam as moléculas mais polares podendo facilitar o processo de excrecao. A isoforma
CYP3A4 ¢ majoritariamente a mais importante durante o processo, sendo envolvida na reagdo
metabdlica oxidativa da maioria das drogas devido a sua capacidade de acomodar compostos

de diferentes tamanhos em seu sitio ativo (PANNEERSELVAM et al., 2015; ZHOU, 2018).
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Figura 37. Predicdo dos sitios de metaboliza¢dao do JM-01 (A), ICMD-01 (B) e JMPR-01 (C)
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Como ilustrado verifica-se areas de maior reatividade ao ataque do sistema enzimatico,
em especial os anéis aromaticos (fenilacetamida e indolico). Essa circunstancia podera influen-
ciar na atividade farmacologica dos compostos, favorecendo o processo de excre¢do ou forma-
¢do de metabolitos ativos que asseguram e potencializam a atividade anti-inflamatoria. O en-
tendimento desse parametro ¢ importante devido que administrag¢do oral representa a via prefe-
rida de administracdo de medicamentos e a possibilidade das substancias sofrerem reacdes de

metabolizagao pode influenciar na biodisponibilidade oral.
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5.6.1  Proposta de bloqueio metabolico

Os derivados ICMD-01 e JMPR-01 mostraram os melhores perfis de atividade nos en-
saios in vitro e in vivo, sendo potencialmente alvos do sistema CYP450, em especial pela iso-
forma 3A4, que metaboliza cerca de 50% dos farmacos. Com isso, foi pensado no bloqueio
metabdlico nas regides susceptiveis a oxidacdo nos anéis fenilicos e inddlicos (Figura 38 A e
B). A proposta de inserc¢ao e halogénios tem sido extensivamente empregada como estratégias
de modificacdo molecular, para favorecer a atividade bioldgica ou melhorar a estabilidade qui-
mica e/ou metabdlica. Para esses compostos, foi pensado na adi¢ao do fluor devido ao menor
comprometimento da lipofilia, ja que este &tomo apresenta o menor valor das constantes de
hidrofobilidade de Hanch (r = 0,14) dentre os halogénios (HERNANDES et al., 2010; SED-
GWICK et al., 2019; SHAH; WESTWELL, 2007).

Figura 38. Predicao dos sitios de metabolizagdo do JMPR-02 (A) e ICMD-02 (B) protegido

pelo atomo de flaor © via Xenosite.

Fonte: adaptado de XenoSite (2019).
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Fonte: adaptado de XenoSite (2019).

Apesar do maior volume molecular do fltior quando comparado ao hidrogénio, estudos
mostram que este pode ser considerado um imitador de hidrogénio razoavel, causando
influéncias estéricas ndo consideraveis quando comparado o modo de ligacdo do composto a
um alvo farmacolégico, entretanto, sua eletronegatividade pode influenciar nas propriedades
fisico-quimica das estruturas moleculares, podendo haver mudangas no perfil de atividade.
Sendo assim € necessario avaliar in vivo posteriormente se houve ganho na resposta bioldgica,
ou se ha comprometimento na intera¢cdo com enzimas importantes na modulagdo da resposta
inflamatéria (PARK; KITTERINGHAM; O'NEILL; 2001; SHAH; WESTWELL, 2007).

A base quimica do aumento da estabilidade metabdlica e a melhoria na
biodisponibilidade podera ser explicada pelo impedimento ao ataque por enzimas oxidativa em
posicdes mais reativas. Como pode-se observar na figura 32, a ligacdo C-F ¢ mais resistente ao

ataque do que a ligacdo C-H. Além disso, a substitui¢do nesses locais ajacentes ou distais ao
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local do ataque também afeta o metabolismo do farmaco em decorréncia dos efeitos eletronicos
(PARK; KITTERINGHAM; O'NEILL; 2001; XING et al., 2019).

Em sistemas saturados devido ao efeito indutivo do flior poderd haver de fato a
diminui¢do da suscpetibilidade de grupos adjacencetes ao ataque metabdlico pelas diversas
isoformas das enzimas do CYP, entretanto, ha indicios que o atomo de flior colocado orto a
um grupo fenoélico, podera aumentar a sua reatividade como nucleodfilo em reagdes de metilagao
e glicuronidagdo. Sendo assim necessario expandir a série com outros substituintes afim de que
se melhore o perfil farmacocinético € ndo comprometa aspectos farmacodindmicos
(SWALLOW, 2015).

A importancia do flaor na determinagdo da estabilidade metabolica foi amplamente
empregado no desenvolvimento de anti-inflamatorios, a exemplo do inibidor seletivo de COX-
2, o celecoxib. De acordo com Shah e Westwell (2007) Os prototipos flourados apresentavam
semi-vidas exarcebadamente longas, e a substituicdo do grupo por um metil reduziu
drasticamente a meia vida em ratos de 220h para 3,5h, o que mostra, que a depender da
aplicabilidade essa substituicdo pode ser ultil para o desenvolvimento de drogas com maior
tempo de acao no organismo.

Os derivados fenilacrilamida (JMPR-01 e ICMD-01) mostram resultados bastante
promissores para atividade anti-inflamatoéria, além de um baixo potencial toxicoloégico, o que
viabiliza as pesquisas clinicas. Os estudos farmacocinéticos in silico permite o direconamento
dos possiveis metabolitos formados e as principais intercorrencias que poderao influenciar na

atividade farmacologica.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

Os derivados 2-ciano N-fenilacetamida (JM-01), 2-ciano-3-(1H-indol-3-il)-N-fenila-
crilamida (ICMD-01) e (E) -2-ciano-N,3-difenilacrilamida (JMPR-01), tiveram rota
sintética viavel, com rendimentos satisfatorios acima de 50%, facil processo de puri-
ficacdo e respectivos graus de pureza 99,42, 97,47, 99,82 % mol.

As moléculas sintetizadas tiveram suas estruturas comprovadas por técnicas espec-
troscopicas de RMN de 'H e RMN de '3C DEPT-Q, e IV e espectrometria de massas,
com padrdes de deslocamento e absorbancia em acordo com a literatura consultada.
Nos ensaios in vitro os compostos JMPR-01 e ICMD-01, em concentragdes ndo cito-
toxicas mostraram inibigdes significativa (p <0,05) da produgdo de nitrito e citocinas
(IL-1B e TNFa).

No ensaio de peritonite induzida por zymosan todos os derivados apresentaram inibi-
¢d0 da migracdo leucocitaria substancial (p <0,05) nas doses de (5, 10 € 50 mg kg™)
comparavel a indometacina na dose de 10 mg kg™’.

No edema de pata induzida por CFA o composto com melhor perfil nos tempos de 2-
6h foi 0 ICMD-01, estabelecendo a dose de 50 mg kg™! como a terapéutica ndo-clinica,
com atividade semelhante ao grupo tratado com dexametasona.

O ICMD-01 foi capaz de suprimir significativamente (p <0,05) citocinas pro-inflama-
torias (IL-1B e TNFa) e prostaglandina E; in vivo. Direcionando em parte a atividade
anti-edematogénica em razao da supressao desses mediadores.

Com relacdo a atividade antinociceptiva inflamatéria e central, avaliados pelos mode-
los de von frey e tail-flick os compostos ndo apresentaram atividade consideravel nas
condicoes de dose estabelecidas.

Na toxicidade aguda o ICMD-01 ndo provocou morte e nem sinais relevantes no scre-
ening hipocratico comportamental, podendo-se estabelecer que a DLso € superior a
2000 mg kg’ e menor que 5000 mg kg’

Na atividade hemolitica o ICMD-01 ndo apresentou citotoxicidade (potencial hemoli-
sante abaixo de 10%).

O ICMD-01 também nao induziu a formacao de ulceras, apresentando baixo potencial

ulcerogénico.
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Nas predi¢des farmacocinéticas puderam-se observar que os compostos JM-01,
JMPR-01 e ICMD-01, sao potencialmente bem absorvidos pelo TGI e permeéveis a
BHE além disso, apresentam pontos susceptiveis a metabolizacdo que podem influen-
ciar no efeito farmacologico.

Em conclusao este estudo demonstra pela primeira vez as propriedades anti-inflama-
torias in vivo desses derivados. Com base nos resultados sugere-se que em parte os
efeitos farmacoldgicos poderdo estar relacionados a supressdo de mediadores como
citocinas, 6xido nitrico e prostaglandinas.

Esses estudos iniciais podem tornar o ICMD-01 um forte candidato a medicamento
anti-inflamatorios, com respostas farmacoldgicas potencializadas e menores efeitos
indesejaveis relacionados aos danos gastrointestinais associado ao uso prolongado dos

farmacos convencionais.
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1. Protocolo utilizado na triagem farmacoldgica comportamental

ANEXO A
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Atividade farmacolégica

Quantifica¢ao dos efeitos
(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso

até 30° 1h 2h

3h

4h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloeregao

Movimento intenso das vibrissas
Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedagdo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
¢ — Outros comportamentos
Ambulacdo

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabega
Contorgdes abdominais
Abducdo das patas do trem posterior
Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia

Constipagao

Defecagdo aumentada
Respiragdo forcada
Lacrimejamento

Micgéo

Salivagao

Cianose

Tono muscular

Forga para agarrar

3 —MORTE

Observacdes complementares:

Fonte: Almeida et al. (1999).



