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RESUMO

Na evolucdo do tempo pesquisadores confirmaram que a inflamagdo representa uma
forca uma motriz associada a varias doengas crénicas, incluindo a obesidade, diabetes,
distirbios neurodegenerativos, etc..., em seguimento, surgiu o interesse dos
pesquisadores no desenvolvimento de farmacos anti-inflamatorios mais eficazes, e
especificos para determinados quadros inflamatorios, com capacidades de atuarem sobre
outros mediadores inflamatdrios levando & descoberta de novos candidatos a farmacos
com diferentes mecanismos de acdo, podendo ainda atuarem em mdaltiplos alvos na
inflamac&o. Por outro lado, a dor que é considerada como um dos 4 sinais cardinais da
inflamacéo segundo o médico Aulus Cornelius Celsus, que esta aumentando a cada vez,
tornando-se considerar como um problema global, mesmo que ainda ndo foi alcancado
um tratamento adequado. Assim, no presente trabalho descreve 7 novos compostos
hibridos capsaicina-curcumina, denominados PQM-310 (52a), PQM-311 (52b), PQM-
331 (52c¢), PQM-332 (52d), PQM-334 (52¢), PQM-335 (52f) e PQM-336 (52g) com
padrdo estrutural inédito, os quais foram sintetizados, caracterizados e avaliados por
estudos in silico e farmacologicos. PQM-310 (52a), PQM-311 (52b) e PQM-332 (52d)
reduziram de forma significativa a quantidade de leucocitos. PQM-310 (52a), PQM-
311 (52b), PQM-331 (52c), PQM-332 (52d) e PQM-336 (529) reduziram a producéo
do TNF-a. Logo se fez uma triagem de 2 desses compostos para ensaio de contagem de
IL-1B e de edema de pata induzido por formalina, os quais foram PQM-310 e PQM-
311 que séo considerados como promissores candidatos a protdtipos de farmacos
multialvos anti-inflamatdérios e analgésicos, potentes, e ndo toxicos. Também estudo in
silico das propriedades ADME sugeriu um perfil adequado de absorcdo e
biodisponibilidade de PQM-310 e PQM-311.

Palavras-Chave: Inflamacdo; Atividade anti-inflamatéria; Dor; Hibridos curcumina-

capsaicina; Analgésicos.



ABSTRACT

In the course of time researchers have confirmed that inflammation represents a driving
force associated with several chronic diseases, including obesity, diabetes,
neurodegenerative disorders, etc..., in follow-up, researchers became interested in the
development of more effective anti-inflammatory drugs, and specific for certain
inflammatory conditions, with the ability to act on other inflammatory mediators,
leading to the discovery of new drug candidates with different mechanisms of action,
which could also act on multiple targets in inflammation. On the other hand, pain,
which is considered as one of the 4 cardinal signs of inflammation according to the
physician Aulus Cornelius Celsus, is increasing every time, becoming considered as a
global problem, even though adequate treatment has not yet been reached. Thus, the
present work describes 7 new hybrid capsaicin-curcumin compounds, named PQM-310
(52a), PQM-311 (52b), PQM-331 (52c), PQM-332 (52d), PQM-334 (52¢), PQM-335
(52f) and PQM-336 (52g) with novel structural pattern, which were synthesized,
characterized and evaluated by in silico and pharmacological studies. PQM-310 (52a),
PQM-311 (52b) and PQM-332 (52d) significantly reduced the amount of leukocytes,
PQM-310 (52a), PQM-311 (52b), PQM-331 (52c), PQM-332 (52d) and PQM-336
(529) reduced the production of TNF-a. then, 2 of these compounds were screened for
IL-1B count and formalin-induced paw edema assay, which were PQM-310 and PQM-
311, are considered promising candidates for prototype anti-inflammatory multi-target
drugs and analgesics, potent, and not toxic. Also a study in silico of ADME properties
suggested an adequate absorption profile and bioavailability of PQM-310 and PQM-
311.

Keywords: Inflammation; Anti-inflammatory activity; Anti-inflammatory drugs; Pain;

Curcumin-capsaicin hybrids; Analgesics.
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1 INTRODUCAO

A inflamacdo faz parte da resposta bioldgica natural do organismo a danos
teciduais e estimulos prejudiciais, como invasdo por patdgenos e injdria celular e
tecidual, além de ser uma resposta protetora que envolve células imunes, vasos
sanguineos e mediadores moleculares. Nesse sentido, a inflamacéo ¢é definida como uma
consequéncia natural de algumas doencas que envolvem diferentes tipos de células e
mediadores quimicos interconectados (B. Gustafson, S. Gogg, S. Hedjazifar et al.,
2009), com o objetivo principal de limitar e eliminar as causas de danos celulares, além
de eliminar células atrofiadas e de tecidos necroticos, iniciando, assim, o reparo tecidual
(P. A. Singh, N. Brindavanam, G. Kimothi et al., 2016). A inflamacéo é classificada de
acordo com seu grau de intensidade como inflamagdo aguda autolimitada, de curta
duracéo e benéfica ao hospedeiro e inflamacao cronica, que ocorre no caso de doencas
cronicas e complexas, de longa duracéo e que pode surgir em decorréncia da infiltragdo
direta e abundante de células imunes mononucleares, como mondcitos, macrdéfagos,
linfocitos e celulas plasmaticas, bem como a producdo de citocinas inflamatérias, em
um processo redundante (S. Ahmed, L. Luo, A. Namani et al., 2017).

Dentre os produtos naturais, existe uma grande variedade de substancias que, ao
longo dos anos, foram utilizadas para tratar diferentes doencas pelas culturas populares.
Um destes inimeros exemplos € o acafrdo-da-terra ou cdrcuma, também conhecido
como tumeérico, ou acafrdo-da-india, uma espécie endémica e utilizada no continente
asiatico para preservar alimentos e como corante alimentar. A curcumina (1, Figura 1), é
um produto natural, conhecido como o constituinte principal do acafrdo-da-terra, tendo
sido isolada pela primeira vez hd aproximadamente dois séculos e sua estrutura
determinada em 1910. Ao longo do tempo, a circuma tem sido largamente descrita
como uma planta medicinal, com varias propriedades farmacoldgicas, dentro as quais
destacam-se suas propriedades antioxidante, antiviral, antibacteriana, antimutagénica,
amiloidogénica e anti-inflamatérias (F. Ghasemi, H. Bagheri, G. Barreto et al., 2019).

Outro composto natural interessante é a capsaicina (2, Figura 1), identificada
como o principal constituinte, que confere o sabor apimentado, das pimentas (do inglés
chilli pepper). Esta substancia atua nos neurbnios sensoriais, com 0 objetivo de
transmitir informacGes dos estimulos externos (neste caso; sabor) ao sistema nervoso
central (SNC), que interpreta e elabora uma resposta a esse estimulo inicial (M.

Caterina, M. Schumacher, M. Tominaga et al., 1997). A capsaicina (2, Figura 1) possui
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duas propriedades fundamentais: analgésica e anti-inflamatéria, além de possuir
capacidade terapéutica no tratamento de artrite, neuropatia diabética e lesbes gastricas.
A capsaicina (2) também pode ser utilizada no controle efetivo de algumas doencas
musculares, ndo apenas no alivio da dor, mas na reducdo de efeitos inflamatérios. Além
disso, 2 tem a capacidade de aliviar a inflamacdo dos mioblastos induzida por
lipopolissacarideo (LPS) (K. Shang, T. Amna, M. Amina et al., 2017).

Figura 1 - Estruturas dos produtos naturais bioativos, curcumina (1) e capsaicina

Q).

X =
H
HO OH HO

OCH, , OCH; CH; 2

Fonte: Do autor
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INFLAMACAO: UM POUCO DE HISTORIA

Dados da literatura apontam que ja em 1478 o médico romano Aulus Cornelius
Celsus havia descrito o processo inflamatorio por sinais caracteristicos, que passaram a
ser conhecidos como 0s quatros sinais cardinais da inflamacdo: dor, rubor, edema e
calor (Figura 2) (B. Trancas, N. Santos, 2007). Na histéria mais recente, Henri
Dutrochet, Rudolph Wagner, Rudolf Virchow, Julius Cohnheim e Carl Weigert foram
0S primeiros pesquisadores a estudarem as bases celulares da inflamacdo e a
confirmarem suas manifestagdes cardinais. Em 1858, Rudolf Virchow, um médico
patologista radicado em Berlim, identificou um quinto sinal cardinal, atribuido a perda
de funcdo (Figura 2). Em 1882, Ilya Metchnikoff, um bacteriologista russo, descreveu o
processo de fagocitose, sugerindo que a inflamacdo ndo seria apenas um “evento
liquido”, mas que tinha intensa presenca de ceélulas (D. Wallach, T. Kang & A.
Kovalenko, 2014).

Figura 2 - Representacao esquematica dos sinais cardinais da

inflamacao.

—3
CALOR RUBOR INCHACO

Fonte: (adaptado de R. Etienne, F. Pereira Dias Viegas, C. Viegas,
2020)

Neste contexto, os diferentes eventos da inflamagdo foram observados por
primeira vez pelo patologista aleméo Julius Cohnheim (1839-1884), que identificou, ao

microscopio, caracteristicas e alteracdes singulares nos vasos sanguineos de membranas
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transparentes, em razdo de lesdes e resposta inflamatdria. Além disso, foram observados
outros eventos inter-relacionados, como o extravasamento de liquidos e a consequente
formacdo de edema, e a migracdo de células de defesa e a resposta dessas células a
agressdo sofrida. Em 1910, uma série de estudos foram voltados ao entendimento dos
fatores envolvidos na resposta inflamatoria, os quais foram esclarecidos em 1927 por
Thomas Lewis, que comprovou que substancias quimicas, tais como a histamina
induzida localmente pela leséo, era um mediador das alteracdes vasculares que ocorrem
na inflamacdo. A partir deste primeiro passo, outros mediadores quimicos foram
identificados e caracterizados por sua atuacdo na resposta inflamatéria, servindo de
base para a descoberta dos primeiros agentes anti-inflamatérios e seu uso clinico ( F. P.
Luis, A. Aline, D. C. Milene et al., 2010).

A partir de um vasto conhecimento acumulado por décadas de pesquisa e
descobertas nos campos da fisiologia e biologia molecular, surge a partir da decada de
1980 uma visdo mais abrangente do processo inflamatorio, passando a ser reconhecido
como uma forca motriz associada a diversas patologias, incluindo doencas cronicas,
como a obesidade, diabetes, arteriosclerose, cancer e disturbios neurodegenerativos,
como as doencas de Parkinson (DP) e de Alzheimer (DA), que sdo, atualmente
reconhecidas como grandes desafios e potencialmente responsaveis pela morte em larga
escala da humanidade (J. Drouin-Ouellet & F. Cicchetti, 2012) (G. Salinas, U.
Rangasetty, B. Uretsky, & Y. Birnbaum, 2007).

2.2 ASPECTOS CONCEITUAIS E FISIOPATOLOGICOS DO PROCESSO
INFLAMATORIO

O processo inflamat6rio é uma reacdo natural do organismo a danos, injdria ou
lesBes teciduais devidas a presenca de um corpo estranho, trauma (mecanico, quimico
ou térmico), infeccBes, reacBes imunologicas e necrose tecidual. Esta resposta esta
associada a liberacdo de substancias quimicas como as citocinas e quimiocinas (e.g.
TNF-a, lipoxinas, cininas, prostaglandinas, leucotrienos) e proteinas de sinalizagdo
celular no ambiente tecidual e células migratérias com a funcéo de bloguear, inativar ou
eliminar o agente causador (V. Lamontain, T. Schmid, D. Weber-Steffens et al., 2019).

O processo inflamatorio é caracterizado pela producao de fluidos, substancias quimicas
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e células lesadas, com alteragdes vasculares, recrutamento e ativacdo de leucocitos para
induzir o reparo celular, levando as alteracGes teciduais e funcionais que configuram os
cinco sinais principais no processo inflamatorio: calor, vermelhiddo, inchaco (edema),
dor e perda de fungdo (Figura 2). O calor e a vermelhiddo sdo consequéncias da
vasodilatacdo, que aumenta a circulacdo sanguinea na area inflamada (hiperemia),
devido a concentracdo de sangue e ao aumento da temperatura pelo maior fluxo
sanguineo. Ja o inchaco é consequéncia do aumento da permeabilidade vascular que
permite o extravasamento vascular de liquidos e, portanto, a formacdo do edema. A dor
aparece, tanto pela compressdo de terminacGes nervosas pelo edema, quanto pelas
substancias quimicas (citocinas, quimiocinas e prostaglandinas) liberadas no corpo
como resposta a injuria tecidual. Por ultimo, surge a perda de funcdo, que pode ser total
ou parcial, em decorréncia do edema e da dor, principalmente em articulacGes e tecidos
ou membros relacionados ao movimento, limitando ou impedindo a rotina do individuo

e dificultando atividades de maneira geral (E. Barnes, R. Kumar, & R. Davis, 2016).

A inflamacdo aguda (Figura 3) é classificada de acordo com as caracteristicas do
exsudato, de acordo com o tipo, duracdo e intensidade da agressdo. Os mediadores
envolvidos no processo agudo sdo as aminas vasoativas, metabdlitos do &cido
araquidénico, que incluem as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, o fator de
ativacdo plaquetaria (FAP), quimiocinas, fator de necrose tumoral (TNF), e citocinas,
com as interleucinas (IL) IL-1p, IL-6 e IL-18 ) (P. A. Singh, N. Brindavanam, G.
Kimothi et al., 2016) (M. Verdam, F. Guilhon-Simplicio, K. Andrade et al., 2017). Este
processo é, na realidade, uma complexa resposta fisiolégica do organismo para
neutralizar, inativar e eliminar o agente causador da inflamacdo, substituindo os tecidos
danificados por fibrose, culminando com o reparo tecidual e bloqueio da resposta
inflamatéria (P. A. Singh, N. Brindavanam, G. Kimothi et al., 2016). Por outro lado, a
inflamacéo cronica (Figura 3B) é caracterizada pela ocorréncia simultanea da ativacao
inflamatdria e destruicdo tecidual. Em geral, o processo inflamatério crénico evolui
gradualmente, sendo dependendo do tempo da injuria, permanéncia do agressor e
persisténcia de sucessivas inflamagdes agudas e da dificuldade do organismo em
eliminar o dano tecidual ou celular, evoluindo e exacerbando a congestdo, o aumento da
permeabilidade vascular e a producdo de exsudato inflamatdrio, juntamente com a
producédo de linfocitos (M. Verdam, F. Guilhon-Simplicio, K. Andrade et al., 2017). O

processo crénico também pode envolver interagdes complexas entre diferentes células e
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seus mediadores secretados, tais como as citocinas IL-17, IL-12 e IL-23. Neste
contexto, os macréfagos, que sdo células teciduais derivadas de mondcitos circulantes
no sangue e dominantes na inflamagdo cronica, desempenham papel central, estando
dispersos em varios tecidos conjuntivos, além do figado, baco, linfonodos e no sistema
nervoso central (SNC). Os macrofagos constituem o sistema de fagdcitos
mononucleares, que atua como um filtro para materiais particulados, microrganismos e
células senescentes, com fungdo de eliminar microrganismos nas respostas imunes

humorais e celulares (P. Calder, 2015).
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Figura 3 - Caracteristicas do processo inflamatdrio agudo (A) e crénico (B).

Resposta

Inflamatoria

CE ativadas
Neutréfio
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Macrotago M1

Bactéria

Fonte: Adaptado das referéncias: (F. Ghasemi, H. Bagheri, G. Barreto et al., 2019)
( R. Etienne, F. Pereira Dias Viegas, C. Viegas, 2020)

Durante uma resposta inflamatdria, os macréfagos sdo ativados por duas vias diferentes:
uma cléssica e outra alternativa. Na via cléssica, a ativagdo € induzida por endotoxinas, no caso
de uma injuria por patégeno (bactérias, fungos, virus, etc.). Uma vez ativados, os macr6fagos
produzem enzimas lisossomais como a NADPH-oxidase, aumentando sua capacidade de destruir
organismos por fagocitose e secretar outras citocinas que estimulam a inflamacdo, sendo,
portanto, células especialmente importantes na defesa do hospedeiro contra infeccbes
microbianas. A ativacdo alternativa de macrofagos é induzida por citocinas, como as
interleucinas 1L-4 e IL-3, sintetizadas por linfocitos T. Os linfocitos sdo células sinalizadoras e

os principais fatores de inflamacdo em vérias doengas autoimunes e inflamatorias crénicas. A
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ativacdo dos linfocitos B e T ocorre como parte da resposta imune adaptativa em infecgdes e
doencas imunoldgicas, sendo que linfocitos B sdo abundantes no plasma e secretam anticorpos,
enquanto que as células T CD4+ sdo ativadas para secrecdo de citocinas (P. Calder, 2015). No
contexto da inflamacdo, o aumento de linfocitos, de células fagociticas infectadas, a instalacéo
de doencas autoimunes ou a incapacidade de amortecer a resposta imune, além da malignidade,
séo consideradas consequéncias das diferentes modalidades de programas de morte celular, tais
como apoptose, necrose, necroptose, autofagia e piroptose (Figura 4) ( D. Wallach, T. Kang &
A. Kovalenko, 2014) (P. Broz & V. Dixit, 2016) (A. So, 2008).

Figura 4 - Diferentes vias e programas de morte celular associados ao estimulo e supressao da

resposta inflamatoria.
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Fonte: Adaptado das refs.: (D. Wallach, T. Kang & A. Kovalenko, et al., 2014; V. Lamontain,
T. Schmid, D. Weber-Steffens et al., 2019; R. Etienne, F. Pereira Dias Viegas, C.
Viegas, 2020)
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2.3 MEDIADORES QUIMICOS NA INFLAMACAO

No SNC, as micrdglias sdo células de defesa, capazes de regular a homeostase, a defesa
imunologica e a fagocitose de agentes nocivos aos neurdnios. Quando as microglias estdo em
repouso, podem ser ativadas para produzir mediadores inflamatérios, como citocinas,
quimiocinas e prostanoides (Figura 5) (F. Ghasemi, H. Bagheri, G. Barreto et al., 2019). Uma
vez ativada a producdo de mediadores inflamatorios, inicia-se uma resposta inflamatoria
considerada como um estado pré-inflamatdrio no SNC (' S. Ahmed, L. Luo, A. Namani et al.,
2017), que pode se manifestar com febre, mal-estar e fadiga (Figura 5) (T. Zrzavy, R.
Hoftberger, T. Berger et al., 2018). No SNC, a progressdo da inflamagdo acarreta em maior
quantidade de células neuronais danificadas, alterando substancialmente as funcdes cognitivas e
motoras, afetando diferentes areas do cérebro e diferentes tipos de neurdnios, o que explica o
processo neuroinflamatdrio reconhecidamente como uma das caracteristicas mais marcantes e
comuns nas doencas neurodegenerativas (DNs), a exemplo da doencas de Parkinson (DP),
Alzheimer (DA) e Huntington (DH) e das escleroses multipla (EM) e Esclerose Lateral
Amiotréfica (ELA) (F. Ghasemi, H. Bagheri, G. Barreto et al., 2019) (J. Santos, S. Bever, K.
Sullivan et al., 2019). Além disso, muitas outras doencas cronicas sdo atualmente compreendidas
por seu marcante componente inflamatério, como a diabetes tipo 2, arteriosclerose e cancer,
com muitos aspectos de sua origem e progressdao ainda desconhecidos e de tratamento ainda

pouco eficiente e de controle terapéutico desafiador (1. Tabas & C. Glass, 2013).
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Figura 5 - Processo neuroinflamatorio com ativacao e transformacao de microglia e dano
neuronal.
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Fonte: Adaptado da ref.: (Z. Xing, G. Yu, C. Lv et al., 2016) ( R. Etienne, F. Pereira Dias
Viegas, C. Viegas, 2020)

No sistema periférico, a producdo e liberacdo de mediadores quimicos responsaveis pelas
caracteristicas da area inflamada podem suceder quando as células de defesa, (e.g. macrofagos,
monacitos) sdo expostas a lesdes teciduais e, ou a patdgenos. Nesta condicdo, 0s principais
mediadores envolvidos no processo inflamatério sdo a histamina, metabolitos do &cido
araquidoénico (e.g. prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), FAP, bradicinina, 6xido nitrico
(NO), neuropeptideos e citocinas (Figura 5) (M. Verdam, F. Guilhon-Simplicio, K. Andrade et
al. 2017) (F. Ghasemi, H. Bagheri, G. Barreto et al., 2019) (I. Tabas & C. Glass, 2013).
Ademais, o fator de transcricdo NF-x pode ser ativado em decorréncia de estresse oxidativo
(EO) pro-inflamatério, levando a superproducdo de citocinas (Figura 6) (S. Ahmed, L. Luo, A.
Namani et al., 2017). Uma vez instalado, o EO desempenha papel-chave na exacerbacdo da
inflamacdo, modulando a atividade de enzimas quinase e a consequente fosforilagdo da IK pela
ativagdo da IKP quinase (IKK). O complexo Ikp quinase (IKK) é constituido por 2 subunidades,
IKKa e IKKb, que possuem a capacidade de diferenciar o IKp complexado do IKf livre, sendo
que o IKK fica ativado nas células, onde a IKP pode ser expresso. Portanto, a IKP pode atuar
como um inibidor de NF-kp, ativando a via jusante e liberando os heterodimeros p50 e p65 que

sdo responsaveis pela atividade transcricional. Por este motivo, estes fatores heterodimeros sao
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considerados a forma de ligagdo mais comum para o complexo do NF-«kf. Assim sendo, a via de
sinalizagdo do NF-kp desempenha funcdo central na regulacdo da expresséo de genes que sdo
encontrados na maioria das células animais envolvidas nos processos de inflamacao, apoptose e
reposta imune, sendo ainda responsaveis pela producédo de enzimas como 6xido nitrico sintase
(NOS), COX, superdxido dismutase e producao de interleucinas (Z. Xing, G. Yu, C. Lv et al.,
2016).

Figura 6 - O papel do estresse oxidativo na modulagéo de vias de sinalizagéo do processo

inflamatorio.
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Fonte: Adaptado das refs. S. Ahmed, L. Luo, A. Namani et al., 2017; R. Etienne, F.
Pereira Dias Viegas, C. Viegas, 2020

2.3.1 Citocinas

As citocinas sdo proteinas associadas as doencas inflamatorias e sdo liberadas por células
como o0s monocitos e macrofagos, linfocitos T, linfocitos B e mastdcitos, alem de células
endoteliais, fibroblastos e adipdcitos. Existem citocinas que exercem acfes pro-inflamatorias
(Th1) que sdo responsaveis pela eliminacdo das lesdes e citocinas anti-inflamatorias, (Th2) que
sdo capazes de inibir o agravamento do processo inflamatorio e os consequentes resultados

indesejados do processo de cicatrizacdo (P. Calder, 2015).

As quimiocinas pertencem a uma familia de citocinas pro-inflamatérias e sdo
classificadas em 4 subfamilias: Subfamilia a (CXC), B (CC), 6 (CX3C) e subfamilia y (XC). As
quimiocinas exercem atividade de sinalizacdo, atraindo células de defesa como leucdcitos,
mondcitos, neutréfilos e outras células efetoras, com a fungdo principal de orientagdo da
migracdo de células inflamatorias (S. Ahmed, L. Luo, A. Namani et al., 2017). Além disso, as

quimiocinas exercem fungfes no controle da circulacdo homeostética dos leucocitos nos tecidos,
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modulando a circulagdo de linfécitos no sangue e tecidos linfaticos até os linfonodos, onde
ocorre a transformacao dos antigenos. A partir de entdo, os linfocitos de memdria migram para o
tecido inflamado de modo a garantir a imunidade. Por esta fungdo, as quimiocinas S&o
consideradas potentes quimioatratores de eosinéfilos e fatores liberadores de histamina, que séo

de grande importancia em manifestacdes inflamatorias alérgicas (A. Luster, 1998).

O fator de necrose tumoral (TNF) é outra citocina pro-inflamatoria, reconhecido como
um dos principais membros da familia das citocinas, com importantes fungdes patogénicas na
progressdo de processos inflamatérios crénicos, a exemplo da artrite reumatoide (AR). Devido a
presenca altos niveis de TNF-a em pacientes com AR, uma estratégia terapéutica em uso €
baseada na interrupcdo do processo inflamatério com a inibicdo da ativacdo de células T,
macrofagos e fibroblastos pelo TNF-o (M. Ratheesh, S. Sandya, C. Pramod et al., 2016). Além
disso, estd citocina exerce funcdo importante na regulacdo da resposta de hospedeiros aos
desafios microbianos em combate a infec¢bes, amplificando e coordenando sinais pro-
inflamatdrios pela expressdo de moleculas efetoras, podendo provocar a expressao de
quimiocinas e moléculas de adeséo fundamentais para o recrutamento de neutréfilos ao tecido
danificado. Outra funcdo do TNF-a ¢ o favorecimento da regulacdo positiva das moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), da produgdo de interferon y (IFN-y) e da
expressao de receptores de I1L-2 (IL-2R) (H. Hop, A. Reyes, T. Huy et al., 2017).

A IL-17 é uma vasta familia de citocinas pro-inflamatdrias, constituida por IL-17A, IL-
17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25) e IL-17F, sendo todas moléculas estruturalmente
relacionadas, variando em grau de homologia. Em particular, as IL-17A e IL-17F sdo produzidas
por células imunologicas, especialmente por células T, enquanto que as outras IL-17 sdo
produzidas por outras células ndo-T ativadas. Um exemplo desta especificidade sdo as IL-17
produzidas por Thl7, que sdo células identificadas como subclasse de células T CD4 +
auxiliares, que exercem funcbes importantes na proliferacdo de fibroblastos, na producdo de
coldgeno e, também, na patogénese de muitas doencas inflamatorias mediadas por
autoimunidade, incluindo a esclerose sistémica (ES) (Z. Gerlicz-Kowalczuk, B. Dziankowska-
Bartkowiak, A. Wozniacka et al., 2019). A IL-1pB, pertencente a outra familia da citocinas, ¢
capaz de ativar alguns tipos de células como os astrocitos e microglias, ativando a liberacdo de
outras citocinas como IL-1p, IL-6 e IL-18, que implicam na alteracdo funcional e na integridade
neuronal (M. Saadi, A. Karkhah, F. Pourabdolhossein et al., 2020). Em especial, a IL-1p que ¢
produzida principalmente por neutrofilos, quando superexpressa, exerce funcdo em processos de
autoinflamacéo (D. Fanoni, L. Venegoni, B. Vergani et al., 2019), além de efeitos na instalacdo e

progressdo de varias outras doengas inflamatorias, incluindo DNs como a DA e DP (M. Saadi, A.
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Karkhah, F. Pourabdolhossein et al., 2020). Em um estudo recente, evidenciou-se que citocinas
pro-inflamatorias, tais como IL-1pB, IL-6 e IL-12, exercem diferentes fungdes nas células Thl e
Th17, as quais exercem papel importante no desenvolvimento de doengas autoimunes humanas.
Além disso, dados experimentais indicam que a IL-12 atua na diferenciacdo de células Thi,
enquanto que IL-1B, IL-6 e IL-23 estdo particularmente envolvidas no desenvolvimento,
proliferacdo e sobrevivéncia de células Th17 (N. Gholijani, M. Yazdani, & L. Dastgheib, 2019).
A bradicinina é outra citocina inflamatoria (ou pré-inflamatéria), com estrutura nonapeptidica e
que conta com 2 receptores: B1 e B2. Os receptores B1 séo estimulados por qualquer leséo
tecidual, enquanto que os receptores B2, localizados na superficie das células endoteliais,
liberam prostaglandinas e NO, quando ativados. A bradicinina atua como um potente
vasodilatador, aumentando também a permeabilidade vascular, podendo contrair a musculatura
brénquica com uma menor intensidade. Porém, a ativacdo destes receptores pode induzir
inflamacéo pela liberagdo de citocinas pré-inflamatorias e aumento da permeabilidade vascular
(Z. Gerlicz-Kowalczuk, B. Dziankowska-Bartkowiak, A. Wozniacka et al., 2019).

2.3.2 Aminas Vasoativas

As aminas vasoativas constituem familias de mediadores inflamatorios, caracterizadas
basicamente pela histamina e pela serotonina. Ambas apresentam efeitos semelhantes e sdo
encontradas pré-formadas em granulos citoplasmaticos, sendo conhecidas como 0s primeiros
mediadores inflamatorios liberados, responsaveis, em parte, pela vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular. A histamina se diferencia da serotonina por ser uma molécula liberada
por mastdcitos, basofilos e plaguetas com objetivo de auxiliar o organismo na resposta direta a
um agente nocivo, em meio a liberacdo de outros mediadores quimicos como as citocinas. Ja a
serotonina, também conhecida como 5-hidroxitriptamina (5-HT), é produzida em granulos
plaquetarios e sua liberacdo pelas plaguetas sanguineas pode ocorrer durante o processo de
agregacao plaquetéaria (J. Oliveira Janior, C. Portella Junior, & C. Cohen, 2016) (A. Nemmar, B.
Nemery, P. Hoet et al., 2003).

2.3.3 Oxido nitrico (NO) e fator de ativacdo plaquetaria (FAP)

O o6xido nitrico (NO) é uma espécie radicalar, sintetizada em macrofagos, no masculo
cardiaco e em células endoteliais por acdo da enzima do NO sintase, a partir da biotransformacéo

de L-arginina em L-citrulina. O NO, além de atuar como neurotransmissor e exercer varias outras
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fungdes fisioldgicas, incluindo o relaxamento vascular dependente do endotélio, citotoxicidade
mediada por macréfagos, inibicdo da ativagdo, adesdo e agregacdo plaquetéria, relaxamento do
corpo cavernoso peniano, regulacdo da pressdo sanguinea basal, pode atuar durante o processo
inflamatério no relaxamento do musculo liso vascular e na diminuicdo do recrutamento de
leucdcitos para os sitios inflamatoérios (R. Flora Filho & B. Zilberstein, 2000) (E. Fernandes, A.
Cerqueira, A. Soares et al., 2016).

J& o fator de ativacdo plaquetaria (FAP) é um potente mediador inflamatério lipidico,
sintetizado na maioria das células do corpo, mas com expressdo relevante em células
relacionadas a inflamacdo, como granuldcitos, baséfilos, mastocitos, macréfagos, plaguetas e
células endoteliais. O FAP atua como outro mediador quimico da inflamacdo diretamente nas
células alvo, que além de familias de lipideos do tipo FAP, inclui muitas moléculas que tem
menor atividades biologicas semelhantes. O FAP exerce funges na patogénese de varios
processos inflamatorios, incluindo aterogénese, alergias, asma, inflamacdes dermicas e disturbios
autoimunes como a esclerose multipla. Sua atuacdo pode ser autdcrinas e paracrina, quando liga-
se a um receptor acoplado & proteina G (FAPR), mobilizando Ca?" e ativando varias vias de
sinalizagdo, como a sinalizacdo mediada pela fosfolipase C17. O FAP também parece exercer
papel importante na fisiologia vascular pela estimulacdo das plaquetas, participando da
modulacgdo na vasoconstricdo e na broncoconstricdo (P. Barnes & J. Drazen, 2009) (T. Kelesidis,

V. Papakonstantinou, P. Detopoulou et al., 2015).

2.3.4 Eicosanoides: prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos

A membrana celular é constituida, fundamentalmente, por fosfolipidios, além da presenca
estrutural de colesterol e proteinas. Na ocorréncia de uma lesdo a estrutura da membrana, 0s
fosfolipidios sdo degradados pela acdo da enzima fosfolipase A2, presente nos leucécitos e
plaquetas, e ativadas pelas citocinas pro-inflamatérias, a exemplo da IL-1. Uma vez instalada a
lesdo tecidual, a liberacdo de mediadores inflamatérios e a degradacdo dos fosfolipidios de
membrana ativam a producdo de &cido araquidénico (AA), que passa a ser 0 substrato de
diferentes enzimas, gerando as diferentes familias de eicosanoides, por duas vias distintas. Em
uma primeira via, o AA é substrato das prostaglandina-H sintases (PGHS), também conhecidas
como cicloxigenases (COX), sofrendo ciclizacdo e levando a formacdo em cascata de diversas
prostaglandinas (PGs), além dos tromboxanos A2 e B2. Em uma segunda via metabdlica, o0 AA é

alvo da agdo da lipoxigenase (LOX), gerando uma série de leucotrienos (Figura 7) (S.
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Chakrabarti, Y. Wen, A. Dobrian et al., 2011) (P. Prasher, H. Mudila, M. Sharma, & B. Khati,

2019).

Figura 7 - Esquema representativo da lesdo tecidual, alteragéo da estrutura de membrana e

instalacéo e progressdo do processo inflamatoério, com a transformacéo de células de defesa e

producdo de mediadores inflamatérios.
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Khati, 2019) (R. Etienne, F. Pereira Dias Viegas, C. Viegas, 2020)

A principal funcdo das prostaglandinas esta relacionada a geracdo da resposta

inflamatoria, cuja producgdo é exacerbada pela ativacdo da cascata do &cido araquidonico (AA),

oriundo da degradacdo fosfolipidica. Uma vez produzidos, os eicosanoides participam do

aparecimento e progressdo dos sinais cardinais da inflamacdo aguda, condicdo em que as

prostaglandinas exercem uma vasta gama de funcGes em diferentes processos fisiologicos e

patoldgicos,

incluindo vasodilatacdo ou vasoconstricdo, contracdo ou relaxamento da
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musculatura brénquica ou uterina, hipotensao, ovulacdo, metabolismo 6sseo, aumento do fluxo
sanguineo renal, inibicdo da secrecdo gastrica, resposta imunoldgica, hiperalgesia, regulacdo da
atividade quimiotatica celular, resposta enddcrina e angiogénese (M. Coutinho, M. Muzitano, &
S. Costa, 2009). Até o momento sdo conhecidas trés isoformas de PGHS (ou COX), sendo elas
COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-1 é uma enzima constitutiva, expressa em varios tecidos e
formada por 17 aminoécidos na por¢do amino-terminal, que, sob condic@es fisioldgicas, produz
PGs necessarias a modulacdo das fungbes citoprotetores gastrintestinais, renais e a homeostase
vascular, sendo a fonte dominante de prostanoides, nome dado aos mediadores inflamatorios
derivados de COX. A COX-2, por sua vez, apresenta 18 aminoacidos na porcdo carboxi-terminal
e esta presente, predominantemente, no cérebro e medula espinhal. Atualmente, a maioria dos
autores concordam que a COX-2 é uma enzima induzida na maioria dos tecidos, a excecdo dos
rins e no epitélio, ou seja, sua producdo é dependente da reacdo de células inflamatdrias, tais
como fibroblastos, macrofagos, mondcitos e celulas sinoviais, quando ativadas em resposta a
varios agentes que incluem as citocinas, endotoxinas, fatores de crescimento e promotores de
tumor. Desta forma, o processo inflamatdrio agudo ativa a expressdo dos genes regulados pela
NF-kp de COX-2, que se soma a COX-1 na producdo de outros prostanoides que atuam como
potentes agentes vasodilatadores, aumentando a permeabilidade vascular. Neste processo de
inducdo da COX-2, a bradicinina e a histamina desempenham papel-chave, exercendo seus
efeitos por meio de receptores acoplados a proteina G e ativando diferentes vias de sinalizacao
intracelular. Portanto, ambas isoformas, COX-1 e COX-2, podem participar na liberacdo de
prostanoides durante a inflamac&o, contribuindo para a geracdo de prostanoides autorreguladores
e homeostaticos (M. Coutinho, M. Muzitano, & S. Costa, 2009) (J. Mitchell, P. Akarasereenont,
C. Thiemermann et al., 1993).

Em 2002, Simmons e cols. Descreveram a COX-3 ultima isoforma de COX descoberta,
como uma variante do gene da COX-1, sendo predominantemente expressa no cérebro, coracéo e
medula espinhal (D. Simmons, R. Botting, M. Robertson et al., 1999). Esta enzima é inibida por
farmacos analgésicos e antipiréticos como o acetaminofeno (paracetamol), fenacetina, antipirina,
dipirona e tem sido descrita como alvo particular de agentes anti-inflamatérios ndo-esteroidais,
como o paracetamol. Entretanto, alguns estudos de metabolismo do paracetamol sugerem que
este possa sofrer uma reacdo de desacetilacdo por acdo de uma hidrolase de &cidos graxos,
gerando um metabdlito amino, que sofreria conjugacdo com AA no cérebro e na medula para
produzir o N-aracdonoil-fenolamina (AM404), identificado como um potente agonista de
receptores transientes de potencial vaniloide 1 (TRPV1, do inglés Transient receptor potential
vanilloid 1). Foi descoberto que este metabolito pode ainda atuar no sistema endocanabinoide

que, juntamente com a COX-1 e TRPV1, estd presente em vias modulatorias da dor e de
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termorregulacdo, sugerindo ser este um mecanismo mais provavel de acdo analgésica e
antipirética do paracetamol (D. Barriere, C. Mallet, A. Blomgren et al., 2013) (E. HOgestatt, B.
Jonsson, A. Ermund et al., 2005). Outros estudos sugerem que outros fArmacos, como a dipirona,
possam atuar sobre a COX-3 e que este represente 0 mecanismo preferencial de seus efeitos
analgésicos e antitérmicos, embora seja ainda controverso (D. Simmons, R. Botting, M.
Robertson et al., 1999) (D. Aronoff & E. Neilson, 2001).

De todas as prostaglandinas conhecidas, a PGE2, PGI2 (prostaciclina), PGD2 ¢ PGF2a
(Figura 8) sdo particularmente relevantes pelo seu papel na inflamagéo (Prasher et al., 2019). A
producdo destes prostanoides € onipresente nos tecidos, mas sdo especialmente abundantes nos
sitios de inflamacédo, agindo como mediadores lipidicos autocrinos (atuando na prépria célula
produtora) e paracrinos (atuando em células préximas), visando manter a homeostase local (M.
Batlouni, 2010) (C. da Costa, R. Rufino, & J. E Silva, 2009).

Figura 8 - Biossintese das prostaglandinas e dos tromboxanos pela acdo da enzima

cicloxigenases (COX), na cascata do &cido araquiddnico.
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Os tromboxanos (TX) séo eicosanoides que, estruturalmente, resultam da substituicéo
do anel ciclopentano encontrado nas prostaglandinas por um anel oxano de seis membros. Esta
classe de metabolitos do AA € derivada da PGH2, pela acdo da TXA2 sintase, enzima presente
no reticulo endoplasmatico e que é expressa, especialmente, nos pulmdes e nas plaquetas. Os
tromboxanos podem ser subdivididos em duas familias dependendo dos substituintes do anel
oxano: tromboxanos A (TXA) e tromboxanos B (TXB, Figura 8). Os TXA séo sintetizados por
varias células, incluindo os neutrofilos, plaquetas, macrofagos e fibroblastos pulmonares e
células epiteliais (C. da Costa, R. Rufino, & J. E Silva, 2009) (S. Tilley, T. Coffman, & B.
Koller, 2001). Uma vez formados, os TXA2 exercem fungédo central na ativagao e proliferacdo de
células T, facilitando o desenvolvimento de células T citoliticas efetoras, além de atuarem como
potentes agentes vasoconstritores e de agregacdo plaquetéaria. Sobre as plaquetas, os TXA2
induzem mudancas morfologicas, que levam a extensdo de pseuddpodes e adesdo a outras
plaquetas na superficie celular danificada, regulando o tonus vascular, além de contribuir para a
formacdo de trombos. De forma semelhante as prostaglandinas, os TXA2, tém uma meia-vida
muito curta, de cerca de 30 segundos, sendo rapidamente metabolizado a TXB2 (Figura 8), que
constitui sua forma inativa. Além deste, sdo conhecidos outros tromboxanos derivados do
TXA2, mas de menor relevancia fisiologica (C. Rodrigues, 2020) (J. Ritter, R.J. Flower, H. Rang
et al., 2020). Em uma segunda via de metabolizacdo do AA, paralela a via das COXs, a enzima
lipoxigenase (LOX) promove a adicdo de uma funcdo hidroperdxido a molécula de AA, gerando
0 &cido monoidroperdxido eicosotetraenoico (HPETE, Figuras 9), além do acido hidroxi-
eicosatetraenoico (HETE), que exerce funcdo quimiotaxica, e dos leucotrienos (LTs), que, a
semelhanca dos prostanoides, sdo mediadores lipidicos, porém eminentemente de agdo pro-
inflamatdria. Uma vez formado, o HPETE pode ser alvo da acdo de 3 isoformas de LOX, (e.g. 5-
LOX, 10-LOX e 12-LOX) que funcionalizam o substrato em diferentes posicGes da cadeia
oriunda do AA. No contexto da inflamacdo, o 5-HPETE tem merecido especial atencdo, uma vez
que € o principal produto em basofilos, leucécitos polimorfonucleados, macr6fagos, mastdcitos e
qualquer tecido envolvido em uma resposta inflamatéria. A semelhanca do que ocorre com a
COX, a enzima 5-LOX tem uma funcdo dupla, sendo capaz de reagir tanto como desoxigenase,
convertendo o AA em 5-HPETE, quanto como oxidase, gerando os leucotrienos A4 (LTA4),
como primeiros membros da série de LTs produzidos pela 5-LOX. Uma vez formado, o LTA4
passa a ser substrato da LTB4 sintetase (ou LTA4 hidrolase) para ser convertido no derivado
diidroxilado LTB4, ou na presenca de glutationa S-transferase 2 microssomal (MGST2, ou LTC4
sintetase) é bioconvertido em LTC4. Adicionalmente, enzimas com acéo de dipeptidase podem
atuar sobre o LTC4, removendo um fragmento glutamato e produzindo LTD4, que, por sua vez,

pode ter uma unidade de glicina removido para gerar o LTE4. No entanto, existem 2 classes de


about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank

35

leucotrienos: cisteinil-leucotrienos (LTC4, LTD4, LTE4) e leucotrieno B4. Estes 2 tipos de
leucotrienos sdo, em geral, substancias pro-inflamatérias, atuando como comunicadores
celulares, sendo reconhecidos por receptores acoplados a proteina G, receptores nucleares e
proteinas que facilitam a transferéncia de intermedidrios de uma célula a outra, podendo,
também, atuar em receptores PPARs (do inglés peroxisome proliferator-activated receptors).
Suas fungdes estdo associadas a estimulacdo de leucécitos, em complemento a a¢éo dos HETEs,
a contracdo do musculo liso e ao aumento da permeabilidade vascular, contribuindo para a
formacéo dos edemas caracteristicos da resposta inflamatéria (G. Folco & R. Murphy, 2006) (W.
Smith & I. Song, 2002).

Os leucotrienos mais investigados sdo aqueles presentes e mais ativos em células
inflamatdrias, como leucdcitos polimorfonucleares, neutréfilos, mondcitos, baséfilos, mastécitos,
eosinofilos e macréfagos em diferentes 6rgdos como pulmao, bago, coragdo e no cérebro. De
todos os leucotrienos conhecidos, o LTB4 é o mais estudado como alvo terapéutico na
inflamacéo, ocupando posicao de destaque na literatura e descrito como o LT de papel central na
patogénese de varias doencas inflamatdrias, com destaque para as doencas alérgicas. O LTB4 é
produzido pelos leucdcitos por acdo de mediadores inflamatdrios e é capaz de promover a adesao
e ativacdo de outros leucdcitos do endotélio, facilitando sua ligacdo e passagem pelos tecidos.
Nos neutrofilos, o LTB4 é reconhecido pelos receptores BLT1 e BLT2, atuando como potente
agente quimiotatico e promovendo a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a
liberacdo de enzimas lisossomais (W. Smith & I. Song, 2002) (J. Sharma & L. Mohammed,
2006) (Smith e Song, 2002) (Sharma e Mohammed, 2006). Ademais, foi possivel detectar o
LTB4 no fluido de lavado broncoalveolar de individuos asmaticos apds estimulagdo com
antigeno especifico, porém sem uma conclusdo clara do seu papel no processo asmatico, uma
vez que sua inalacdo ndo produziu alteracdo na funcdo pulmonar, nem alteracdo na hiper-
responsividade brénquica. Desta forma, a funcdo do LTB4 permanece, ainda desconhecida. Ao
contrario, os LTC4 e LTD4 estdo muito bem caracterizados por seus efeitos broncoconstritores
de alta poténcia, que juntamente com LTE4, menos potente, sdo descritos como 0s responsaveis
pelas acdes bioldgicas da substancia de reacdo lenta da anafilaxia (SRS-A). Além disso, estes 3
LTs sdo direcionados ao receptor LC1, presente na musculatura lisa do brénquio, podendo ser
blogueado pela maioria dos antagonistas de receptores de LTs (MK571, ONO1078, ICI-204-
219) (L. Moreira Lima, C. Manssour Fraga, & E. Barreiro, 2002) (“2019 ALZHEIMER’S
DISEASE FACTS AND FIGURES Includes a Special Report on Alzheimer’s Detection in the
Primary Care Setting: Connecting Patients and Physicians”, 2019).
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Figura 9 - Biossintese de Leucotrienos pela a¢do de lipoxigenase na cascata do acido

araquidénico.
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2.3.5 Um pouco sobre a Pesquisa e a Evolugdo dos Anti-Inflamatorios Nao-Esteroidais
(AINES)

Atualmente, sabe-se que, ao contrario da COX-1 constitutiva, a COX-2 € uma enzima
induzida, produzida em resposta a instalacdo de um processo inflamatorio, mediada por
sinalizacdo quimica e associada a disfuncdes patoldgicas diversas, como carcinogénese,
neoplasias, injaria tecidual, infeccbes diversas, reacbes a agentes quimicos e bioldgicos,
manifestacdes alérgicas, coagulos sanguineos dentre outros. Porem existem relatos que apontam
que a COX-2 também é uma enzima constitutiva, principalmente em tecidos do sistema
cardiovascular (P. Patrignani & C. Patrono, 2015) (W. Asghar & F. Jamali, 2014). Portanto,
muitas estratégias e regimes terapéuticos sdo baseados no uso de farmacos anti-inflamatérios que
impedem ou controlam a fisiopatologia destas doencas pela inibicdo da COX-2. Neste contexto,
os farmacos anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINES), sdo considerados menos toxicos e mais
seguros do que os anti-inflamatdrios esteroidais, sobretudo em tratamentos por longos periodos,
COX-2 e a consequente
diminuicdo da formagdo de mediadores do processo inflamatério, principalmente

prostaglandinas e tromboxanos (V. Lamontain, T. Schmid, D. Weber-Steffens et al., 2019) (J.
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Mitchell, P. Akarasereenont, C. Thiemermann et al., 1993) (T. Kirichenko, I. Sobenin, D.
Nikolic et al., 2016).

Na Otica da Quimica Medicinal, o &cido acetilsalicilico (AAS, 3, Figura 10) representa o
primeiro farmaco racionalmente planejado e obtido por otimizacdo molecular, visando a
modulacdo das propriedades adversas de seu precursor, o acido salicilico (AS, 4, Figura 10).
Além do AAS, a salicina (5), o ibuprofeno (6) e o diclofenaco (7) (Figura 10) sdo exemplos
classicos de farmacos utilizados na terapéutica para o tratamento da inflamacéo (J. Mitchell, P.
Akarasereenont, C. Thiemermann et al., 1993) (M. Batlouni, 2010) (A. Sallmann, 1986). No
entanto, a maior desvantagem clinica desses farmacos estéa relacionada aos efeitos colaterais, que
incluem ulceragdo géstrica e duodenal, hipersensibilidade, alem da possibilidade de recorréncia
(M. Coutinho, M. Muzitano, & S. Costa, 2009).

Figura 10 - Estruturas do acido acetilsalicilico (AAS, 3), &cido salicilico (AS, 4), salicina (5),
ibuprofeno (6) e do diclofenaco (7).
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A busca por novos anti-inflamatérios, mais potentes, eficientes e menos tdxicos,
estimulada pelo interesse de mercado da Industria Farmacéutica Mundial, despertou varios
estudos académicos e na industria voltados ao desenvolvimento de novos candidatos a farmacos,
culminando com a descoberta de varias classes quimicas, grupos e atributos funcionais e
possiveis mecanismos de acdo alternativos, desejaveis ao perfil terapéutico desejado. Um
exemplo representativo deste desafio cientifico foi a descoberta da indometacina (8, Figura 11),
lancada no mercado em 1963, sendo prescrita como farmaco antirreumatico (M. Coutinho, M.
Muzitano, & S. Costa, 2009) (M. Batlouni, 2010). Nesta mesma época, foram descobertos os
derivados de é&cidos antranilicos, ou fenematos, com propriedades anti-inflamatérias e
analgésicas, levando ao desenvolvimento de farmacos indicados para o tratamento de artrite,
dores musculares e dismenorreia, representados pelo acido meclofendmico (9), acido
flufendmico (10), &cido tolfendmico (11) e acido mefenamico (12) (Figura 11), que atuam como
inibidores ndo-seletivos de COX-1 e COX-2 (D. Simmons, R. Botting, P. Robertson et al., 1999)
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(P. Pentik&inen, P. Neuvonen, & C. Backman, 1981) (P. Budoff, 1979). Entretanto, devido aos
seus sérios efeitos adversos sobre a mucosa gastrica, muitos destes farmacos foram restritos ao
uso humano, sendo mantida sua indicacdo preferencial para uso veterinario. Desta diversidade
quimica, incluindo derivados indolacéticos, arilacéticos, pirazolonas, arilpropanoides, outros
subgrupos de AINEs, com diferentes mecanismos de acdo e graus de seletividade COX-1/COX-
2, foram langados no mercado, a exemplo do cetorolaco (13), sulindaco (14), aceclofenaco (15)
tolmetina (16, Figura 11) (M. Batlouni, 2010) (P. Pentik&inen, P. Neuvonen, & C. Backman,
1981) (X. Polyana, 2012) (J. Grindel, 1981). Além destes, os farmacos mais ativos na inibigdo da
COX-1 foram desenvolvidos como o naproxeno (17), cetoprofeno (18) e flurbiprofeno (19,
Figura 11), ganhando destaque na terapéutica (D. Simmons, R. Botting, P. Robertson et al.,
1999) (M. Batlouni, 2010) (P. Pentik&inen, P. Neuvonen, & C. Backman, 1981) (N.
Chandrasekharan, H. Dai, K. Roos et al., 2002) (T. Shen, 1982).

Figura 11 - Estruturas quimicas da indometacina (8), acido meclofenamico (9), &cido
flufenédmico (10), acido tolfendmico (11), acido mefenamico (12), cetorolaco (13),
do sulindaco (14), aceclofenaco (15), tolmetina (16), naproxeno (17), cetoprofeno
(18) e do flurbiprofeno (19), representantes de diversas classes quimicas de
AINEs, com diferentes indices de seletividade na inibicdo de COX-1 e COX-2

utilizados na terapéutica atual.
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Uma outra classe de AINEs seletivos para COX-1, com destaque por sua importancia
terapéutica, foi da familia dos oxicans (20), exemplificada pelo piroxicam (21). Entretanto, a
despeito do piroxicam (21) e vérios de seus derivados apresentarem efeitos analgésicos e
antipiréticos pronunciados, foram evidenciados efeitos colaterais gastrointestinais relevantes,
estimulando modificacbes e otimizagdes em seu padrdo estrutural na busca por um perfil
terapéutico mais adequado. Como resultado, foram desenvolvidos diversos outros oxicans, mais
seguros e eficientes, levando a descoberta de diversos inibidores ndo-seletivos de COX-1 e
COX-2, exemplificados pelo meloxicam (22), ampiroxicam (23) e droxicam (24) (Figura 12). A
excegdo do meloxicam (22), que foi identificado como um inibidor preferencial da COX-2, todos
estes oxicans foram lancados no mercado com a promessa de maior eficacia e menos efeitos
géstricos adversos (P. Prasher, H. Mudila, M. Sharma et al., 2019) (M. Coutinho, M. Muzitano,
& S. Costa, 2009) (M. Batlouni, 2010) (X. Polyana, 2012) (J. Grindel, 1981).

Figura 12 - Estrutura quimica basica dos oxicans (20), piroxicam (21), meloxicam (22),
ampiroxicam (23) e droxicam (24), exemplos de destaque de AINEs inibidores ndo-
seletivos de COX-1 e COX-2.
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Com objetivo de contornar os efeitos adversos dos inibidores de COX-1, sobretudo sobre
a mucosa gastrica, além do melhoramento da eficacia terapéutica, a partir da década de 1970
surgiu um esforco conjunto da academia e da indulstria farmacéutica na busca por inibidores
seletivos da COX-2. Neste novo panorama, foram descobertos e langados no mercado novos
AINEs, com diferentes graus de seletividade para COX-2, que receberam a classificacdo geral de

COXIBES, exemplificada pelo celecoxibe (Celebrex®, 25), lumiracoxibe (Prexige®, 26) e
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rofecoxibe (Vioxx®, 27), além da nimesulida (28) e do etodolaco (29) (Figura 13) (M. Batlouni,
2010) (W. Smith & 1. Song, 2002) (N. Chandrasekharan, H. Dai, K. Roos et al., 2002) (L.
Humber, 1987) (C. Vidal, A. GoOmez-Herndndez, E. Sanchez-Galan et al.,, 2007). O
desenvolvimento destes novos farmacos, representaram, a época, uma revolugdo no tratamento
da inflamagdo e no planejamento de novos candidatos a farmacos. Entretanto, a despeito da
evolucdo em termos de controle da inflamagdo de um modo geral, 0 monitoramento em fase 1V,
de farmacovigilancia, destes novos inibidores seletivos de COX-2 revelou efeitos toxicos
importantes, principalmente no sistema cardiovascular e renal, levando a restrigcdes de uso. Em
casos mais graves, como ocorreu com o Prexige (26), responsavel pela maior incidéncia de
varias disfuncbGes adversas como pancreatite, hepatite, hemorragia, arritmia e hipertensao, e
com o Vioxx (27), responsavel pela ocorréncia de cardiopatias, ambos foram retirados do
mercado (P. Prasher, H. Mudila, M. Sharma et al., 2019) (M. Coutinho, M. Muzitano, & S.
Costa, 2009).

Figura 13 - Estruturas quimicas do celecoxibe (25), lumiracoxibe (26), rofecoxibe (27),
nimesulida (28) e etodolaco (29), representantes do desenvolvimento dos COXIBES
como AINEs inibidores seletivos da COX-2.
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2.3.6 Alguns Aspectos e Tendéncias Atuais no Planejamento de Novos Farmacos Anti-
Inflamatérios

O reconhecimento dos efeitos adversos associados aos COXIBEs, e especialmente ao
rofecoxibe (27), levou ao aumento no rigor de exigéncias e na forma de avaliacdo para a
aprovacdo de novos AINEs seletivos por parte dos érgaos reguladores como o FDA (Food and
Drug Administration) nos Estados Unidos. Além disso, os avangos da fisiologia e biologia
molecular ocorridos nas 2 Gltimas décadas, e de um melhor entendimento da complexidade e da

multifatorialidade de aspectos bioquimicos e celulares que norteiam o processo inflamatorio,
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passaram a pavimentar o caminho para 0 surgimento de uma nova premissa de planejamento
racional de candidatos a farmacos anti-inflamatdrios, visando ao estudo de ligantes que fossem
capazes de operar por mecanismos de acdo novos ou, preferencialmente, em multiplos alvos, ao
contrario da alta seletividade explorada até entdo. Nesta nova abordagem, passou-se a preconizar
ligantes que pudessem atuar, concomitantemente, em mais de um alvo molecular e,
preferencialmente, em vias bioquimicas distintas associadas a uma mesma fisiopatologia, como
uma forma mais eficiente de se modular a patogénese da inflamacdo (M. Bolés, J. Perea, & J.
Avila, 2017) (T. de Melo, R. Chelucci, R. Pires et al., 2014) (M. Heneka, M. O'Banion, & M.
Obanion, 2007) (M. Katselou, A. Matralis, & A. Kourounakis, 2014) (R. Knowles, 2014). Nesta
hipotese, considerando que a inflamacdo depende de uma série de eventos interconectados e
interdependentes, poder-se-ia intervir em multiplos eventos celulares e moleculares com a agéo
de uma unica molécula bioativa, com maior eficacia terapéutica, menor risco de interacéo
medicamentosa (associada ao uso de coqueteis de farmacos como previsto na polifarmacologia)
e menor toxicidade. Desta nova estratégia, surgiram os ligantes anti-inflamatorios de acdo dupla,
capazes de modular a via das COXs, inibindo a producdo de prostaglandinas pro-inflamatorias,
concomitantemente a modulacdo da via da LOX, bloqueando a producéo de leucotrienos, mas
evitando interferir na producdo de lipoxinas, resultando em menor efeito sobre a mucosa
gastrica. Um exemplo de sucesso desta nova estratégia é a descoberta da licofelona (30, Figura
14), primeiro candidato a farmaco contra a osteoartrite, com propriedades anti-5-LOX e anti-
COX-2. Entretanto, apesar dos resultados promissores em comparagdo aos AINESs ja aprovados e
do melhor perfil cardiovascular e gastrointestinal nos ensaios clinicos de fase Il e Ill, até o
momento ndo foi aprovada para comercializacdo (P. Prasher, H. Mudila, M. Sharma et al., 2019)
(L. Fischer, M. Hornig, C. Pergola et al., 2007) (J. Li, C. Guo & J. Wu, 2019).

Um outro exemplo que merece destaque é a 15-desoxi-Al12,14-prostaglandina J2 (15d-
PGJ2, 31, Figura 14) descoberta por Fitzpatrick e Wynalda em 1983. Esta prostaglandina é
obtida da conversdo da PGD2 em PGJ2 pela B-eliminacdo do grupo hidroxila na posi¢do C-9,
seguida de desidratacdo independente da albumina que, em varios modelos animais, demonstrou
atividade anti-inflamatéria. Estudos subsequentes evidenciaram os efeitos potenciais desta nova
PG sobre doencas inflamatdrias, como artrite reumatoide, aterosclerose, infarto do miocéardio,
lesdo cerebral, pancreatite aguda e lesdo gastrointestinal, capaz de reduzir as atividades
fagociticas dos macro6fagos da medula 6ssea in vitro e a producdo de citocinas secretadas pelos
mondcitos, regulando o recrutamento de mondcitos da medula éssea durante a inflamacéao
crénica do figado (J. Li, C. Guo & J. Wu, 2019). Numa abordagem recente, estudos com

nanocépsulas carregadas com 31 evidenciaram sua capacidade em reduzir a migracdo de
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neutréfilos e modular, concomitantemente, a producdo de IL-1B, TNF-a e IL-12, diminuindo
significativamente a inflamacdo. J& em fase clinica de avaliacdo, foi demonstrado que 31 é
capaz, também, de ligar-se a IxkB quinase (IKK), quinase capaz de fosforilar a IkBa que é
considerada como principal inibidor da ativagdo de NF-«f, sugerindo que possa desempenhar um
papel importante na inibicdo da ativacdo de NF-kf e em vias de proteinas quinase (J. Li, C. Guo
& J. Wu, 2019) (K. Chen, J. Li, J. Wang et al., 2014).

Os PPARs (do inglés Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) s&o um subgrupo da
familia dos receptores nucleares, com maior atividade nas células cerebrais e imunolégicas. De
fato, a literatura os descreve como reguladores importantes da fisiologia cerebral, com fungdes
na regulacéo dos processos inflamatdrios e na expressao de genes relacionados ao metabolismo
lipidico e glicémico, incluindo a diferenciacéo celular. Pelos dados disponiveis, acredita-se que a
combinagao dos subtipos gama de PPAR (PPARY) e seus ligantes, a exemplo da 15d-PGJ2 (31),
podem ser considerados alvos terapéuticos para o tratamento da maioria das doencas
neuroinflamatodrias (C. Vidal, A. Gomez-Hernandez, E. Sanchez-Galan et al., 2007) (H. Wang,
W. Kan, T. Cheng et al., 2014) (J. Scher & M. Pillinger, 2005).

Figura 14 - Estruturas quimicas da licofelona (30) e da 15d-PGJ2 (31), formada pela B-

eliminacéo seguida de desidratacdo da PGD2.
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Uma busca na literatura cientifica no periodo dos ultimos 10 anos, revelou numerosos
trabalhos envolvendo o planejamento e descoberta de novos candidatos a AINES sintéticos, porém
evidenciou que a maioria destes trabalhos ainda estd centrada em inibidores seletivos de alvos
classicos como COX-1, COX-2, 5-LOX, além de inibidores de citocinas e quimiocinas como
interleucinas e TNF-a. De fato, estas enzimas e substancias desempenham papel de destaque numa
grande diversidade de eventos inflamatorios patolégicos, incluindo doencas neurodegenerativas,
cancer, diabetes, arteriosclerose, infeccbes microbianas e parasitarias, mas poucos trabalhos ainda
exploram novos alvos ou perfis de acdo multialvo inovadores, a exemplo de inibidores de proteinas
quinase, ligantes do sistema endocanabinoide e de receptores opioides, moduladores de estresse
oxidativo e producdo de espécies radicalares de nitrogénio (ERNs) e oxigénio, modulacdo da
resposta de microglia e astrocitos no SNC, dentre outros (A. Vallée, Y. Lecarpentier, R. Guillevin,
& J. N. Vallée, 2017) (E. Abdollahi, A. Momtazi, T. Johnston, & A. Sahebkar, 2018) (F. lannotti,
V. Di Marzo, & S. Petrosino, 2016) (S. Pisanti, A. Malfitano, E. Ciaglia et al., 2017) (J. Paloczi, Z.
Varga, G. Hasko, & P. Pacher, 2018).

No contexto da constante busca por novos anti-inflamatdrios mais seguros e eficazes, foram
desenvolvidos novos ligantes sem o0s inconvenientes de intolerancia e toxicidade gastrica
caracteristicos dos AINEs. Estes novos candidatos a farmacos foram racionalmente planejados pela
combinacdo de uma subunidade estrutural capaz de liberar 0xido nitrico (NO) as subestruturas
classicas de AINEs ndo-seletivos. Esta nova classe de ligantes com perfil anti-inflamatorio é
conhecida como NO-AINEs, em reconhecimento ao NO como um dos agentes mais importantes na
mediacdo do fluxo, neurotransmissdo, reacdes imunes e na contracdo muscular. A importancia do
NO foi reconhecida pelo prémio Nobel em Fisiologia e Medicina de 1998, concedido a Robert F.
Furchgott, Louis J. Ignarro e Ferid Murad por seus estudos sobre o papel do NO na fisiologia do
sistema cardiovascular, no controle da resisténcia periférica vascular, também na inibicdo da
agregacao plaquetaria impedindo a formacdo de trombos e, consequentemente, prevenindo 0s
processos de tromboses e doencas aterotrombdticas (R. Furchgott, L. Ignarro, & F. Murad, 1998).
Mais tarde, na década de 2000, os AINEs liberadores de NO sanguineo passaram a receber especial
atencdo, batizados como doadores de 6xido nitrico inibidores de COX (CINODs, do inglés COX-
inhibiting nitric oxide donators), cuja importancia terapéutica foi proposta pela primeira vez por
Wallace e cols. em 1994 (J. Wallace, C. Brian, C. Cicala et al., 1994) (J. Wallace & G. Cirino,
1994) (J. Hoogstraate, L. Andersson, O. Berge et al., 2003).
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Dentre os representantes desta classe estdo derivados de analgésicos e anti-inflamatérios
classicos como o NO-acido acetilsalicilico (32), NO-paracetamol (33), NO-flurbiprofeno (34), NO-
prednisolona (35, Figura 15) (F. Stefano & E. Distrutti, 2007), além de outros de estrutura inédita
como o naproxicinode (36, Figura 15) que foi desenvolvido para fornecer eficécia semelhante aos
AINEs ndo seletivos e seletivos, ao mesmo tempo em que fornece um perfil de segurancga
aprimorado com base na liberacdo de NO, que é conhecido por ter efeitos favoraveis no sistema
cardiovascular (CV) e efeitos gastrointestinais protetores (J. Wallace & G. Cirino, 1994) (M.
Muscara & J. Wallace, 2008) (Schnitzer et al., 2010) (W. White, T. Schnitzer, G. Bakris et al.,
2011).

Figura 15 - Estruturas de AINEs doadores de NO, representados pelo NO-4cido
acetilsalicilico (32), NO-paracetamol (33), NO-flurbiprofeno (34), NO-
prednisolona (35) e naproxinode (36).
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Além disso, também foi descoberta uma nova geracdo de AINEs hibridos capazes de
atuarem como liberadores de sulfeto de hidrogénio (H.S), com efeito citoprotetor tendo a
capacidade de proteger os tecidos apoOs tratamento com farmacos antitumorais, incluindo a
diminuicdo das reacbes adversas, além de efeitos anti-inflamatérios pela inibicdo da aderéncia de
leucocitos ao endotélio vascular e a migracdo de leucdcitos ao sitio da inflamacdo (J. Wallace,
2010) (S. Fiorucci & L. Santucci, 2011). Um exemplo desta nova classe é o 5-(4-hidrdxifenil)-1,2-
ditiol-3-tiona (ADT-OH, 37, Figura 16), cujos estudos de mecanismo de acdo revelaram ser capaz
de liberar H.S enzimaticamente em fluidos bioldgicos, e que este efeito sobre a mucosa gastrica
poderia representar um mecanismo adicional, além da supressdo da atividade da COX. Estudos de

relacdo estrutura-atividade e de otimizacdo farmacodindmica, além da busca por novos proto6tipos
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liberadores de H,S, levou o0s pesquisadores da empresa Antibe Therapeutics a utilizacdo da
subunidade farmacoférica ditioletiona de 37 para o desenvolvimento de novos compostos hibridos
do diclofenaco (ATB-337, 38), da indometacina (ATB-343, 39) e do naproxeno (ATB-345, 40,
Figura 16) (S. Fiorucci & L. Santucci, 2011), sendo que alguns destes encontram-se, ainda, em fase
clinica de avaliacdo (J. Rogers, L. Kirby, S. Hempelman, et al., 1993). Estudos em modelos animais
demonstraram que a administracdo oral de (ATB-337, 38) ndo produziu erupces hemorragicas em
ratos, mas aumentou significativamente os niveis séricos de H.S (>40%). Além disso, no modelo de
inflamacéo de bolsdo de ar, na dose de 1 pmol/Kg, 38 foi capaz de suprimir a atividade da COX-2 e
da biossintese de tromboxano (J. Wallace, G. Caliendo, V. Santagada et al., 2007). Estudos clinicos
de fase 2 com ATB-346 (41, Figura 16) evidenciaram de forma inequivoca seu efeito supressor da
COX, com reducdo expressiva dos efeitos toxicos sobre o trato gastrointestinal, quando comparado
com o naproxeno (J. Wallace, P. Nagy, T. Feener et al., 2020). No interesse de desenvolver
farmacos que blogueassem as agdes pro-inflamatdrias dos leucotrienos cisteinicos, 2 novas classes
de farmacos foram descobertas: os inibidores da 5-LOX e os antagonistas de leucotrienos (ARLTS).
Os ARLT tém demonstrado efeitos opostos aos dos LT, evitando que esses mediadores provoquem
reacdes inflamatdrias nas vias aéreas. Desta forma, os ARLTSs sdo capazes de melhorar a obstrucéo

das vias aéreas periféricas e de diminuir a migracao de eosinéfilos aos pulmdes (W. Borges, 2000).

Figura 16 - Estruturas dos novos AINEs liberadores de H2S, representados pelo ADT-
OH (37) e seus sucessores hibridos ATB-337 (38), ATB-343 (39), ATB-
345 (40) E atb-346 (41).
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Visando nova alternativa terapéutica a asma brénquica, recentemente foram lancados no
mercado o zafirlukast (42, Accolate), montelukast (43, Singulair) e pranlukast (44, Figura 17,
Ultair), exemplos de ARLTs de ultima geracdo que exercem seus efeitos por acdo antagonista
seletiva dos receptores de leucotrienos cisteinicos (L. Moreira Lima, C. Manssour Fraga & E.
Barreiro, 2002) (W. Borges, 2000).

Figura 17 - Estruturas quimicas do zafirlukast (42), montelukast (43) e pranlukast (44),
exemplos recentes de ARLTS para uso clinico contra a asma brénquica.

Fonte: Do autor

2.4 ASPECTOS CONCEITUAIS E FISIOPATOLOGICOS DA DOR

A dor considerada como um dos 4 sinais cardinais da inflamacdo de acordo com o médico
Aulus Cornelius Celsus, € definida como uma experiencia sensorial desagradavel que, relacionando
aos danos e/ou lesbes nos tecidos, com fungdo protetora dos tecidos. Porém se a sensacdo for
repetida consecutivamente trds doencas cronicas, pode afetar psicologicamente e fisicamente a
salde corporal, tornando-se um estado crénico em que afeta tanto a vida pessoal quanto a vida
social (P. Baral, S. Udit, & I. M. Chiu, 2019).

A dor pode ser dividida em 4 tipos: dor nociceptiva, é o tipo de dor relacionado aos danos
nos tecidos que, resultando de doencas inflamatorias, como artrite ou entesite, portanto é
considerada como a principal caracteristica da inflamag&o. Em seguida a dor neuropética que esta
relacionado a danos ao sistema neuroldgico do corpo, que pode ocorrer apds lesdo nervosa,

amputacgdo, cancer e quimioterapia, etc. Logo, a dor nociplastica, que ¢ identificada quando a dor se
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liga aos distdrbios nos sistemas reguladores da dor, representa um perfil caracteristico da
fibromialgia. Por Gltimo a dor psicogénica que é incomum e associada apenas com transtornos
psicoldgicos (J. Lampa, 2019) (M. Aydede & A. Shriver, 2018).

A sensacdo de dor pode ser percebida por muitas células ndo neuronais, como células
imunes, gliais, epiteliais, mesenquimais, também pode ser causado quando a maioria dos
mediadores inflamatdrios, como histamina e serotonina, citocinas, 6xido nitrico e fator de ativacéo
plaquetéria, se ligam a seus receptores nos neurbnios sensoriais nociceptivos primarios no sistema
nervoso periférico (SNP) (nociceptores). Eles inflamam os tecidos lesionados da pele, masculos e
articulacdes (R. Ji, A. Chamessian, & Y. Zhang, 2016). Consequentemente, 0 processo doloroso
(Figura 18) pode ser causado por um estimulo térmico, quimico ou mecénico, causando ou nao
lesdo tecidual; uma vez recebido esse estimulo, 0s nociceptores (e outros receptores sensoriais)
transmitem informagdes periféricas para a &rea cortical dos dois grandes sistemas de fibras
ascendentes: o sistema anterolateral responsavel pela transmissdo nociceptiva para a regido do
tronco e dos membros e o sistema trigemial que esta associado a sensacao de dor na regido da face.
Ambos os sistemas ascendentes ativam o sistema inibidor da dor descendente, enviando
informacGes para que o estimulo doloroso seja interrompido (G. Blackburn-Munro & R. Blackburn-
Munro, 2001).

Basicamente, o processo de transmissao da dor pode ser dividido em 5 etapas: transducgéo,
conducdo, transmissdo, modulacdo e percep¢do. Transducdo é a transformacdo de um estimulo
prejudicial, mecénico, térmico ou quimico, gerando um sinal elétrico nas terminagdes sensoriais.
Conducao é o processo pelo qual o potencial de acdo viaja através dos axdnios dos nociceptores
para alcancar a medula espinhal. Quando o potencial de acdo atinge o terminal do nociceptor,
promove a abertura do canal de calcio, permitindo e liberando o influxo de Ca?* e o estimulo é
ativado, transformado em potencial de acdo e transmitido ao corno dorsal da medula espinhal, onde
ocorrem sinapses com neurénios de segunda ordem (C. Pasero, 2004). Ap0s esta sinapse com 0S
neurdnios de segunda ordem, as fibras aferentes de segunda ordem seguem o trato espinotalamico e
ascendem ao talamo, onde o estimulo nocivo € transmitido, e as informacdes sdo transportadas para
0 cortex somatossensorial, onde esse estimulo serd interpretado como doloroso, sendo este o
caminho ascendente da dor. JA a modulacdo é o processo pelo qual a transmissdo é facilitada ou
inibida, bloqueio dos receptores de substancias neurotransmissoras, inibicdo da liberacdo desses

neurotransmissores ou impedimento ao processo de transmissd@o nociceptiva. Finalmente, a
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percepcdo ocorre quando o sinal elétrico € reconhecido no cérebro e depois é percebido como dor
(C. Whitten, M. Donovan, & K. Cristobal, 2005).

Figura 18 - Esquema da via nociceptiva envolvendo os sistemas nervoso central e

periférico.
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Fonte: Adaptado da ref. G. Blackburn-Munro & R. Blackburn-Munro, 2001

Os receptores delta (3) sdo responsaveis pela analgesia, mas também podem modular as
funcbes de dependéncia cognitiva e fisica, estando localizados nas amigdalas, nos neurénios
sensoriais periféricos, bulbo olfativo e cortex cerebral profundo. Quanto aos receptores Kapa (k),
eles tém fungbes de nocicepcdo, controle da diurese, termorregulacdo e secrecao neuroenddcrina,
estando localizados no hipotalamo, substancia cinzenta periambrica, substancia gelatinosa na
medula espinhal e neurdnios sensoriais periféricos. Os receptores Mu (i) regulam fungdes como
nocicepcao, ciclo respiratorio e transito intestinal, estando localizados nas laminas 111 e V do cértex
cerebral, no talamo, substancia cinzenta periambrica, substancia gelatinosa e trato gastrointestinal
(Figura 19) (H. Pathan & J. Williams, 2012).

A dor é considerada um problema global que estd aumentando a cada vez, até 30% dos
adultos sofrem de dor crbnica, com esse crescimento na porcentagem de pessoas com dor, 0
tratamento adequado ainda ndo foi alcancado. De fato, existem alguns farmacos usados no
tratamento da dor, incluindo os anti-inflamatérios ndo-esteroidais, antidepressivos,

anticonvulsivantes e anestésicos (C. Whitten, W. Donovan, K. Cristobal et al., 2005).
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Figura 19 - Esquema dos receptores p, k ¢ & presentes no SNC e na medula
espinhal.
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2.5 A CURCUMINA E SUA IMPORTANCIA FARMACOLOGICA

Navegadores europeus mencionaram pela primeira vez a utilizacdo e importancia comercial
da ctrcuma em suas viagens de 1280 & China e india. Nesta mesma época a curcuma foi introduzida
por comerciantes arabes na Europa, onde era conhecida por "acafrdo-da-india”. No entanto, a india
é considerada o principal exportador de curcuma devido ao seu uso tradicional como agente anti-
inflamatério no tratamento de disfuncdes gastrointestinais, célicas, dores de forma geral e
dificuldades menstruais na india e na China. Além disso, é descrito para o tratamento auxiliar em
pacientes com problemas estomacais e hepaticos, além de herpes, cicatrizante e como cosmético (B.
Aggarwal, C. Sundaram, N. Malani, & H. Ichikawa, 2007). A cor amarela da carcuma é devida a
propriedades fotoquimicas da curcumina (1), que constitui cerca de 2 a 5% da cdrcuma. A
curcumina tem a capacidade de inibir a atividade de NF kB e COX-2 (K. Mortezaee, E. Salehi, H.
Mirtavoos-mahyari et al., 2019). Também tem efeito no alivio das vias aéreas, pois esta relacionado
a prevencao do desenvolvimento de células BEAS-2B e a ativacdo da expressdo de NF-xkB e COX-2
(J. Yuan, R. Liu, Y. Ma, Zhang et al., 2018). Na medicina tradicional, o acafrdo tinha varias

propriedades terapéuticas em numerosas doencas da pele, pulméo e gastrointestinais, além de dores,
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feridas, entorses e distdrbios hepaticos. No entanto, nos ultimos 50 anos, varios estudos apontam
que estas propriedades sdo devidas, pelo menos em parte, a curcumina, gragas as suas capacidades
antioxidantes, anti-inflamatdrias, antivirais, antibacterianas, antifungicas e anticancer. Além disso, a
curcumina tem sido descrita para o tratamento de varias doengas, incluindo o diabetes, alergias,
artrite, DA e outras doencas cronicas (M. Sampath, R. Lakra, P. Korrapati, & B. Sengottuvelan,
2014).

2.6 CAPSAICINA: ASPECTOS BIOLOGICOS E FARMACOLOGICOS

A histéria da capsaicina (2, Figura 1) comegou em 1876, quando foi isolada pela primeira
vez, tendo sua estrutura descrita em 1919 e a primeira sintese em 1930 (E. Spath & S. Darling,
1930). A capsaicina € um composto encontrado nos frutos de plantas pertencentes ao género
Capsicum, que € o principal composto encontrado nas pimentas, com a principal funcdo de dar a
fruta um sabor picante e acido. Existe também uma familia de compostos quimicos chamados
capsaicinoides encontrados em plantas deste mesmo género, estruturalmente relacionados a
capsaicina e com atividades farmacologicas semelhantes, como: a diidrocapsaicina (45),
nordidrocapsaicina (46), homodiidrocapsaicina (47) e homocapsaicina (48, Figura 20), sendo a
capsaicina a mais abundante, ocorrendo em cerca de 80% do contetdo capsaicinoide das pimentas
(N. Zahra, 1. Kalim, S. Hina et al., 2016). A capsaicina possui derivados agonistas e antagonistas
com a capacidade de desenvolver os efeitos terapéuticos da capsaicina. No entanto, o interesse na
manipulacdo farmacologica da capsaicina surgiu em 1997, quando a base molecular dos receptores
TRPV1 foi reconhecida por Julius e seus colegas, que codificaram o receptor de capsaicina. Através
de varios ativadores quimicos exdgenos e ativadores enddgenos, o TRPV1 foi identificado como
receptor permanente de Ca®*, podendo ser ativado por alteragdes na tensio da membrana (+60 mV)
e em temperaturas fisiologicamente nocivas, com limiares proximos a 43°C. Portanto, este receptor
possui acdo de deteccdo de calor em neurbnios sensoriais periféricos com valor de Q10, de onde
pode desempenhar um papel critico no nociceptor e na sensacdo térmica inflamatéria. A
zucapsaicina (49 Figura 20) € outro analogo da capsaicina, visto que o isbmero cis da capsaicina
possui capacidade potente contra a profilaxia episodica da enxaqueca, cefaleia episddica e alivia a
dor neuropatica, também a capsazepina (50, Figura 20) (CAPZ) é identificada como o primeiro
antagonista com capacidade ao bloquear a ativacdo do TRPV1 deslocando o RTX de seu local de
ligacdo, ele também tem a capacidade de inibir os canais nicotinicos e nicotinicos Ca?*. Ao

contrario do TRPV1, a capsazepina (CAPZ) ainda ndo foi formalmente avaliada por suas
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capacidades terapéuticas, no entanto, eles ainda estdo investigando porque mostraram atividade
antihiperalgésica e anti-inflamatéria em modelos animais de dor inflamat6ria e neuropatica (S.
Basith, M. Cui, S. Hong et al., 2016).

Figura 20 - Estruturas da diidrocapsaicina (45), nordidrocapsaicina (46),
homodiidrocapsaicina (47) e homocapsaicin (48), zucapsaicina (49),
capsazepina (50).
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Neste contexto, produtos naturais como a curcumina e a capsaicina vém sendo
estudados como prototipos ou precursores de novos candidatos a farmacos analgésicos e anti-
inflamatdérios com melhor perfil terapéutico e com vantagens inovadoras frente aos farmacos
disponiveis. Em uma investigacdo recente, a curcumina foi administrada em um veiculo de
nanoparticulas, em modelo animal com ratos com doenca periodontal experimental, essa
administracdo foi testada em dois grupos diferentes de ratos. De acordo com a estimulacdo da
doenca periodontal experimental nos tecidos gengivais por quatro semanas com a mesma
quantidade de acafrdo por meio de injecdes bilaterais de lipopolissacarideo (LPS), em relacéo a
tomografia computadorizada, o uCT aprovou que a administracdo local de curcumina pode inibir
reabsorcdo 6ssea completamente inflamatoria e diminuicdo da contagem de osteoclastos e infiltrado
inflamatdrio. Por meio desse teste, foi possivel deduzir que a curcumina possui propriedades
biologicas, incluindo medicamentos anti-inflamatérios com capacidade de destruir o tecido
conjuntivo relacionado a doenca periodontal (L. Zambrano, D. Brandao, F. Rocha et al., 2018). Em

outro trabalho, foi realizada uma investigacdo com o objetivo de avaliar as capacidades terapéuticas
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da curcumina na inflamacg&o do trato respiratério em modelos murinos (camundongos) induzida por
LPS e fumaca de cigarro (LC). Os animais foram expostos a fumaga do cigarro por 35 dias, sendo
que apos 10 dias do tratamento com curcumina, a inflamacdo e o remodelamento das vias aéreas foi
significativamente atenuada de acordo com o exame histopatolégico do pulm&o. Além disso, foi
observado que a curcumina foi capaz de inibir a proliferacdo de células BEAS-2B, sugerindo o
efeito preventivo da curcumina na remodelagem progressiva das vias aéreas e na resposta
inflamatoria mediada pelas células epiteliais brénquicas (J. Yuan, R. Liu, Y. Ma et al., 2018).

Em outras pesquisas clinicas e experimentais sobre capsaicina, usada na forma de creme e
em solucdes, foram testadas as capacidades terapéuticas da capsaicina em aliviar os sinais e
sintomas de doencas crbnicas associadas a dor crénica. A aplicacdo topica de capsaicina foi
encontrada para aliviar a dor da artrite na neuralgia pos-operatoria, neuropatia diabética e psoriase.
Além disso, a capsaicina possui muitas propriedades como: antioxidantes e anti-inflamatorios,
possui também capacidade terapéutica na prevencdo e tratamento de Ulceras gastricas, no sistema
gastrointestinal pode estimular a digestdo e modular a ultraestrutura intestinal para melhorar a
permeabilidade dos micronutrientes (Fernandes et al., 2016). Em outra abordagem, a capsaicina e
seu analogo N-palmitoil-vanilamida (Palvani, 2a, Figura 21), encontrada minoritariamente em
espécies de Capsicum, e conhecida como um capsaicinoide ndo-picante, foram investigadas quanto
aos seus perfis farmacoldgicos em modelos animais de dor neuropatica e inflamacao. O teste foi
realizado em camundongos que receberam a mesma quantidade de palvanil (2a) e capsaicina (2) (1
mg/kg), demostrando que o palvanil (2a) teve o mesmo efeito analgésico da capsaicina. No entanto,
0 palvanil (2a) teve um efeito hipotérmico mais leve e de menor duracdo do que em grupos de
animais tratados com capsaicina (L. Luongo, B. Costa, B. D’Agostino et al., 2012).

Ademais, em outros estudos, foram confirmadas as propriedades anti-inflamatoérias de outro
andlogo da capsaicina denominado nonivamida (2b, Figura 21). Esse ensaio foi realizado em
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) saudaveis voluntarios e macrofagos U-937,
onde a inflamagdo foi induzida com 1 pug/mL de LPS de Escherichia coli (EC-LPS) e foi usado a
dexametasona como o grupo controle antiinflamat6rio. Como resultado, foi comprovado o potencial
antiinflamatério da nonivamida semelhante a capsaicina em PBMCs, e na inibicdo da ativacao
induzida por EC-LPS da via MAPK em macrofagos U-937, ademais, foi comprovado o
envolvimento dos canais do TRPV1 na atividade antiinflamatoria da capsaicina e da nonivamida (J.
Walker, J. Ley, J. Schwerzler et al., 2016).
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Figura 21 - Estruturas quimicas da capsaicina (2, Figura 1) e de seus analogos Palvanil
(2a) e nonivamida (2b).
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Em outro estudo, Qian e colaboradores avaliaram uma serie de analogos dicarbonilicos da
curcumina (51, Figura 22) quanto a seus efeitos anti-inflamatorios. Os resultados indicaram que a
maioria dos analogos da curcumina foram capazes de inibir de forma efetiva a producdo de TNF-a e
IL-6 induzida por lipopolissacarideo (LPS). Além disso foram identificados analogos com maior
poténcia anti-inflamatoria, maior estabilidade e biodisponibilidade oral do que a curcumina (J.
Qian, X. Chen, S. Shu et al., 2019).

Figura 22 - Estruturas quimicas dos analogos dicarbonilicos da curcumina
(51, Figura 22).
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Dados da literatura confirmaram a maior capacidade terapéutica das moléculas de curcumina
e capsaicina combinadas do que o tratamento individual de cada molécula. Esse experimento foi

realizado na expressdo do gene inflamatério (COX-2, IL-6 e TGF-B) induzida por LPS
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(lipopolissacarideo) em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), favorecendo a
formacdo de nitrito. Fizeram um ensaio da andlise de RT-PCR (do inglés Reverse Transcription—
Polymerase Chain Reaction ) e métodos de docking in silico, no qual foi comprovado uma reducédo
dos niveis de nitrito, e da expressdo de COX-2, IL-6 e TGF- em PBMCs induzidas por LPS dos
animais que foram tratados com as moléculas individual da curcumina e a capsaicina, do outro lado
os animais tratados pela combinacdo das 2 moléculas demonstraram uma regulacdo negativa
sinérgica na reducdo da expressao de COX-2, IL-6 e TGF- B evidenciando uma maior energia de
ligacdo, confirmando maiores beneficios de moléculas combinadas do que moléculas individuais

(T. Vasanthkumar, M. Hanumanthappa e R. Lakshminarayana, 2019).

Em outros estudos, foram investigadas as propriedades da capsaicina e curcumina quanto a
seus efeitos em combinacdo no estado oxidante-antioxidante testicular. Este ensaio foi realizado em
um modelo de doenca hepética gordurosa induzida por alimentos ricos (dieta rica em gordura)
(HFD). Os animais utilizados foram Ratos Sprague-Dawley machos, os quais foram divididos em 5
grupos: O grupo controle que foi alimentado com uma dieta de controle normal (racdo de
laboratdrio padrao), o grupo HFD foi alimentado com HFD (60% do total de calorias da gordura), o
grupo HFD + CUR foi o grupo que recebeu HFD suplementado com curcumina (1,5 g curcumina /
kg HFD), o grupo HFD + CAP foi o seguinte grupo que recebeu HFD suplementado com
capsaicina (0,15 g capsaicina / kg HFD), e o grupo HFD + CUR + CAP foi o dltimo grupo que
recebeu HFD suplementado com curcumina e capsaicina por 16 semanas. Foram medidas as
substancias reativas ao acido tiobarbitarico hepatico e testicular (TBARS), espécies reativas de
oxigénio (ROS), niveis de glutationa (GSH), atividade da glutationa transferase e Cu-Zn superoxido
dismutase, glutationa peroxidase e expressao da proteina catalase e atividades enzimaticas, como
resultado preliminar foi observado um ligeiro aumento dos parametros de estresse oxidativo
hepatico e testicular apds o consumo de HFD, ndo identificou nenhuma mudanca dos niveis de GSH
entre 0S grupos, em comparacgdo com o grupo HFD, foi comprovado uma reducdo
significativamente dos niveis de TBARS e ROS no grupo HFD + CUR + CAP, também no
tratamento da combinacdo da curcumina e capsaicina foi comprovado sua capacidade de atenuar o
estresse oxidativo testicular e hepético, assim sendo capaz de melhorar o sistema de defesa
antioxidante, também foi comprovado um aumento significativo da atividade e da expressdo das
enzimas antioxidantes do figado e testiculo. Como conclusdo, foi confirmado as propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias do tratamento combinado da curcumina e da capsaicina sendo
capazes de regular o dano oxidativo induzido por HFD (S. Tanrikulu-Kiglik, C. Basaran-

Kugcukgergin, M. Seyithanoglu et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

A terapéutica da dor e da inflamacdo continuam a representar enorme desafio a medicina
moderna, assim como as ciéncias quimicas voltadas ao desenvolvimento de novos farmacos mais
eficientes e seguros e & fisiologia e biologia molecular no melhor entendimento do processo
nociceptivo e inflamatério, seus mediadores, gatilhos e diferentes vias de sinalizacdo. A despeito de
varias doencas ndo apresentarem manifestacdes dolorosas, a inflamacéo esta presente em inlimeros
processos patologicos, muitos sem cura e de dificil controle. Neste contexto, o principal objetivo
deste projeto é a identificacdo de novas substancias com perfil analgésico e anti-inflamat6rio, com
estrutura quimicas inéditas e mecanismos de acdo que representem inovacdo. Para tanto, as
estruturas quimicas da capsaicina e da curcumina, dois produtos naturais com propriedades
analgésicas e anti-inflamatorias, respectivamente, foram eleitos como prot6tipos na inspiracdo e
planejamento de uma nova série de compostos, desenhados com base na hibridagdo molecular de
subunidades farmacoforicas de ambos protdtipos bioativos.

O objetivo geral deste projeto foi a sintese e avaliacdo farmacoldgica de novas moléculas
inspiradas na capsaicina e curcumina como novos prototipos com propriedades anti-inflamatérias e
antinociceptivas. Desta forma, foi planejada uma nova série de hibridos moleculares capsaicina-
curcumina (52), cujas subestruturas farmacoforicas seriam interligadas por um grupo espacador
amida, contendo diferentes substituintes na subunidade cinamoilica advinda da curcumina (Figura
21), de modo a fornecer um estudo de relacdo estrutura-atividade, além de garantir diversidade

estrutural.

Dentre os objetivos especificos tem-se:

a) Sintese da série de hibridos moleculares inspirados em capsaicina e curcumina;

b) Caracterizacdo da série sintetizada;

c) Avaliacdo farmacoldgica para determinar as propriedades antinociceptivas e anti-inflamatorias

in vivo e in vitro, bem como poténcia, possiveis mecanismos de a¢do e toxicidade.
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Figura 23 - Planejamento estrutural da nova série de candidatos a protdtipos de
farmacos analgésicos e anti-inflamatérios (52), inspirados nas estruturas de

capsaicina (2) e curcumina (1).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A rota sintética para a série-alvo 52 foi delineada conforme a andlise retrossintética
mostrada na Figura 23. Nesta abordagem, a série-alvo poderia ser obtida por uma reagdo de
amidacdo envolvendo uma série de &cidos cindmicos funcionalizados comerciais e uma amina
primaria, obtida por reducéo de um intermediario azida. Esta azida intermediaria, por sua vez, seria
obtida por interconversdo de grupos funcionais (IGF) a partir de &lcool benzilico obtido pela
reducdo do 4-hidroxi-3-metdxibenzaldeido comercial, identificado como o material de partida mais

adequado.

Figura 24 - Esquema da anélise retrossintética para obtengdo da série-alvo 52.
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Conforme a analise retrossintética, partiu-se do 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (53) para
obtencdo do alcool benzilico correspondente 54 por reacdo com boroidreto de sddio (NaBH4), em
meio etéreo e na presenca de carvdo ativado, com rendimento de 66% (D. Setamdideh & B.
Zeynizadeh, 2006). Numa segunda etapa, o alcool benzilico 54 foi convertido no respectivo cloreto
benzilico 55, por reacdo com cloreto de tionila (SOCI), sob catalise de N,N-dimetilformamida.
Num processo sequencial, o cloreto benzilico 55 bruto foi submetido a reacdo com NaNs, levando a
formacdo da azida benzilica 56 em 76% de rendimento apds duas etapas sintéticas (T. Martinu &
W. Dailey, 2000). A amina benzilica 57, intermediario-chave da rota de sintese convergente que
levaria as amidas-alvo desejadas, foi entdo obtida a partir de 56, via reacdo de reducdo do
grupamento azida por acdo de sulfeto de sddio nona-hidratado Na;S.9H.0, em 75% de rendimento,
(A. Kale, N. Medishetti, K. Sirisha et al., 2015) . Numa etapa final, a amina-chave 57 foi entdo

submetida a reacdo de acoplamento com uma série de &cidos cindmicos adequadamente
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funcionalizados, na presenca de HOBt e EDAC, conforme detalhado na figura 25 (S. Carvalho, L.
Feitosa, M. Soares et al., 2012).

Figura 25 - Esquema da rota sintética para a obtencdo das moléculas-alvos PQM-310 (52a),
PQM-311 (52b) e PQM-331 (52¢).
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52f: W= 4-OH
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Fonte: Do autor

A primeira etapa reacional foi a partir do 4-hidroxi-3-metoxi benzaldeido (53), o qual é de fonte

natural e amplamente usado devido ao seu baixo custo e maior interesse na sintese de quimica,

realizou-se a redugdo do material de partida 53 com NaBHa para a obtencédo do alcool benzilico 54.

Apesar de outros agentes redutores disponiveis e classicamente utilizados na reducdo de aldeidos

aos respectivos alcoois primarios, a utilizacdo do NaBHa foi a primeira escolha, diante de seu custo

relativamente baixo e da maior facilidade de manipulacdo, dispensando o uso de atmosfera inerte e

condicdes anidras. O mecanismo desta reacdo é amplamente conhecido (Figura 25) e envolve a

transferéncia de um hidreto (H") para o carbono carbonilico, levando a ruptura da ligagdo © da C=0,

e a formacdo de um intermediario alcoxido, que se coordena a borana (BH3). Este aduto

alcoxiborana pode ainda reagir com outras moléculas de aldeidos presentes no meio para, ao final,

ser clivada por acéo de &cido de Lewis liberando o respectivo alcool primério.
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Figura 26 - Proposta mecanistica para reducdo do aldeido 53 ao alcool intermediério 54.
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Fonte: Do autor

Na andlise do espectro na regido do IV (Figura 27) do intermediario 4-(hidroximetil)-2-
metdxifenol (54), foram observadas as bandas em 3439 cm?, referentes ao estiramento axial do
grupo hidroxila, 3153 e 3074 cm™ referentes aos estiramentos axiais simétricos e assimétricos dos
grupos metila e metileno, 2963-2943 cm referentes ao estiramento axial de ligagdo C-H aromatico,
caracteristicas da estrutura de 54. Além destas, foram identificadas 2 bandas em 1264 e 1193 cm™,

referentes a ligacdo C-O do grupo éter ligado ao anel aromatico.
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Figura 27 — Espectro de absorcdo na regido do IV do composto 4-(hidroximetil)-2-metdxifenol
(54, ATR).
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Fonte: Do autor

Na analise do espectro de RMN de H (Figura 29) observou-se a presenca dos seguintes
sinais do composto 4-(hidroximetil)-2-metoxifenol (54): um simpleto em 6 3,84 (3H), atribuido aos
hidrogénios metoxilicos H7, um simpleto em ¢ 4,49 (2H) atribuido aos hidrogénios metilénicos H8,
0 qual confirmou-se a formacdo do composto 54 pela transformacdo da C8 em H8 comparando o
composto 54 com o 53 (Figura 28). Em relacdo ao nucleo aromatico, foi identificado um simpleto
em ¢ 6,75 (2H), atribuido ao H5 que, provavelmente esta sobreposto ao dupleto referente a H2 e um

simpleto em ¢ 6,93, referente a H3.



Figura 28 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (53).
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Figura 29 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDsOD) do 4-(hidroximetil)-2-metdxifenol (54).
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Na analise do espectro de RMN de '3C (Figura 31) foram observados todos os sinais
compativeis a estrutura de 4-(hidroximetil)-2-metoxifenol (54), sendo eles os sinais referentes ao
carbono metoxilico C7 em ¢ 54,8 e carbono metilénico C8 em ¢ 63,9, sinal confirmado no DEPT
(Figura 32) o qual comprovou a formacéo do alcool 54 em comparagdo ao espectro do aldeido 53
(Figura 30). Logo os sinais referentes ao nucleo aroméatico em ¢ 110,6 e ¢ 114,5 atribuidos aos
carbonos C5 e C2, em ¢ 119,6 e 6 132,7 aos carbonos C3 e C4, respectivamente, logo em 6 145,5 e

0 1475 foram atribuidos aos carbonos C6 e C1.
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Figura 30 - Espectro de RMN de *H (75 MHz, CDCls) do 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (53).
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Figura 31 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDsOD) do 4-(hidroximetil)-2-metdxifenol
(54).
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Figura 32 - Espectro de DEPT-135 (75 MHz, CD30D) do 4-(hidroximetil)-2-metoxifenol

(54).
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Fonte: Do autor

Na segunda etapa da rota sintética, visando-se substituir o grupo hidroxila alcodlico por um
grupo melhor abandonador e que viabilizasse a insercdo de uma azida que pudesse ser reduzida ao

grupo amino desejado, o alcool 54 foi convertido no respectivo cloreto, por uma reacdo de

substitui¢do nucleofilica com SOCI: e catalise por DMF (Figura 33).

Figura 33 - Equacdo quimica da reacdo de obtencdo do 4-cloro-2-metdxifenol (55) e
do 4- (azidometil)-2-metdxifenol (56).
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Fonte: Do autor
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ReacOes de substituicdo nucleofilica envolvendo halogenetos como nucleodfilo séo
amplamente conhecidas e varias metodologias sdo descritas na literatura. Particularmente, a
utilizacdo de cloreto de tionila e catéalise por DMF foi escolhida por usualmente fornecerem bons
rendimentos, baixo tempo reacional e facilidade de manipulacdo e elaboracdo. O mecanismo
proposto para esta reacao esta detalhado na Figura 34 e envolve o ataque nucleofilico de um dos
tautdmeros da DMF ao SOCI;, provocando um processo de adigdo e eliminacéo, liberando um ion
CI" que volta a atacar o intermediario iminio formado, levando a um aduto carbocatiénico que se
estabiliza pela liberacio de SO, e Cl-, formando um intermediario cloroiminio altamente
eletrofilico. Este eletréfilo, sofre entdo ataque do alcool presente no meio, levando ao rompimento
da ligacdo C=N e a formacdo de um intermediario carbocatidnico que sofre estabilizacdo pelo
deslocamento de elétrons do N e eliminacdo de um CI, gerando um outro intermediario oximinio.
Por fim, ocorre uma etapa de substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2), onde um ion CI" ataca o
grupo metileno altamente eletrofilico do intermediario oximinio, que libera DMF.

Numa sequéncia reacional, a adicdo de NaNs sobre o cloreto benzilico 55 gerado one-pot
leva a outra reacdo de SN2, agora com o grupo N3z~ agindo como nucledfilo e o CI" como grupo
abandonador, levando ao intermediario azidobenzilico 56 desejado. Nas primeiras etapas, foi
formado o intermediario 54e (Figura 34), altamente eletrofilico, a partir da reacdo do cloreto de
tionila com DMF (54d), liberando didxido de enxofre e ion cloreto. Uma vez gerado, 54e reage
rapidamente com o alcool 54, produzindo o aduto 54f, acompanhado da liberacdo de outro ion
cloreto para formar outro intermediario eletrofilico, o derivado oximinio 54g, que serve de substrato
para um ataque nucleofilico, via reacdo de SN2 pelo ion cloreto, formando o aduto clorobenzilico
55, que é finalmente substituido pela azida presente no meio para formar o 4- (azidometil)-2-

metoxifenol (56).
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Figura 34 - Proposta mecanistica da reacao para formacao do 4-cloro-2-metéxifenol (55) e do
4- (azidometil)-2-metdxifenol (56) a partir do alcool benzilico 54.
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Fonte: Do autor

Na analise do espectro de absorcdo na regido do IV (Figura 35) foram identificadas as
bandas compativeis a estrutura de 4-(azidometil)-2-metoxifenol (56), a exemplo das bandas em
3416, 2938 e 2844 cm:, referentes as estiramentos dos grupos OH, metila e azida, respectivamente.

Além disso, a banda intensa em 2100 cm™?, referente ao estiramento C-N comprova a inser¢éo do

grupo azida.
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Figura 35 - Espectro de absor¢do na regido do IV do composto 4-(azidometil)-2-metoxifenol

(56, ATR).
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Fonte: Do autor

O espectro de RMN de *H do 4-(azidometil)-2-metoxifenol (56, Figura 36), como esperado,
tem um perfil muito semelhante ao do 4-hidréximetil-2-metoxifenol (54), uma vez que as estruturas
diferem apenas na substituicdo do grupamento hidroxila (H10) por Ns. O sinal referente aos 2
hidrogénios benzilmetilénicos (H8) foram identificados como um simpleto em ¢ 3,91, um pouco
mais blindados do que os hidrogénios analogos em 54, em funcdo do efeito menos intenso da
eletronegatividade do N em relacdo ao O; um simpleto em ¢ 4,26 (3H) foi atribuido aos hidrogénios
metoxilicos H7, um duplo-dupleto em ¢ 6,82 (J = 2,35 Hz; J = 4,22 Hz) referente aos hidrogénios
H5 e H2, também um dupleto em ¢ 6,91 (1H) com J = 8,5 Hz atribuido ao hidrogénio H3.
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Figura 36 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do 4-(azidometil)-2-metdxifenol (56).
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Na analise conjunta dos espectros de RMN de **C (Figura 37) e DEPT-135 (Figura 38) do 4-
(azidometil)-2-metoxifenol (56) foram identificados todos os sinais compativeis ao composto 56.

Os sinais referentes ao nlcleo aroméatico em J 110,8, 114,5 e 121,6 foram atribuidos aos trés

carbonos hidrogenados C5, C2 e C3, respectivamente, enquanto que os sinais em ¢ 127,2, 1458 e 0

146,7 foram atribuidos aos carbonos quaternarios C4, C6 e C1, respectivamente. Por fim, os sinais o

54,9 e 55,9 foram atribuidos ao C8 (CH>) e C7 (CHz), respetivamente.
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Figura 37 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDCls) do 4-(azidometil)-2-metdxifenol (56).
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Figura 38 - Espectro de DEPT-135 (75 MHz, CDCls) do 4-(azidometil)-2-metoxifenol (56).
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Uma vez obtida e caracterizada, a azida 56 foi entdo convertida na amina correspondente por reacéo

de reducdo, mediada por Na,S (Figura 39).

Figura 39 - Esquema da reacédo de reducdo da azida (56) para obtencdo da

amina benzilica (57).
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Quanto a caracterizacao estrutural, a analise de espectro no 1V (Figura 40) do 4-aminometil-

2-metoxifenol (57) foram observadas as principais bandas compativeis com sua estrutura, com a

banda relativa ao grupo OH bastante intensa e larga em 3462 cm™, provavelmente encobrindo as

bandas de estiramento simétrico e assimétrico de NH», além da banda em 3173 cm™ referente ao

estiramento axial de C-H aroméatico. Em 1655 cm™ foi identificada uma banda de média intensidade
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atribuida a deformacéo fora do plano de NH,, e em 1132 cm™? uma banda bastante intensa relativa
ao estiramento axial das ligacbes C-N de amina alifatica, além de uma banda harmdnica de vibragao
fora do plano em 1605 cm™ e bandas em 1526 e 1474 cm™ caracteristicas de estiramento C=C de

anel aromatico.

Figura 40 - Espectro de absor¢do na regido do 1V do composto 4-(aminometil)-2-metoxifenol
(57, ATR).
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Fonte: Do autor

Na analise de espectro de RMN de *H do 4-(aminometil)-2-metdxifenol (57, Figura 41), foi
comprovada sua estrutura, cujos sinais mais caracteristicos sdo: um simpleto em ¢ 3,57, referente
aos hidrogénios H7, um simpleto em ¢ 3,70 atribuido aos hidrogénios H8, além dos sinais referentes
aos hidrogénios do anel aromatico identificados como um simpleto em ¢ 6,63 (H5 e H2) e um
simpleto em ¢ 6,85 (H3). Além destes, o simpleto em ¢ 8,78 foi atribuido ao hidrogénio H9 do

grupo hidroxila.
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Figura 41 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) do 4-(aminometil)-2-

metdxifenol (57).
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Fonte: Do autor

Na andlise de espectro de RMN de 3C (Figura 42) e DEPT-135 (Figura 43) da estrutura de
4-(aminometil)-2-metoxifenol (57), foram comprovados os sinais referentes a estrutura composto
57. Foram observados os sinais referentes ao nucleo aromatico em ¢ 114,8 e 6 115,0 dos carbonos
C5/C2 e C3/C4, respectivamente em ¢ 123,1 e § 126,6. Os sinais em ¢ 55,6 e 6 57,5 foram
atribuidos a C7 e C8 respectivamente, enquanto que o sinal em ¢ 145,5 foi atribuido ao carbono C1
e em ¢ 147,1 referente a C6.
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Figura 42 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds) do 4-(aminometil)-2-metdxifenol (57)
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Figura 43 - Espectro de DEPT-135 (75 MHz, DMSO-d6) do 4-(aminometil)-2-metoxifenol (57)
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Tendo em mdos a amina benzilica 57, intermediario-chave na rota sintética proposta,
partimos para a obtencdo das benzilamidas cinamoilicas-alvo. Dentre varias opgdes disponiveis na
literatura, a metodologia escolhida foi pela utilizacdo de HOBT/EDAC, que é um método classico,
que costuma fornecer bons rendimentos e reacdes relativamente limpas. Desta forma, a amina 57 foi
submetida ao acoplamento com uma série de &cidos cinamicos comerciais, levando a obtencdo das
amidas desejadas 52a-c (Figura 44), com rendimentos de 56 a 94%, apds purificacdo em coluna

cromatograéfica.

Figura 44 - Esquema da reagdo de acoplamento entre a amina-chave 57 e acidos

cindmicos funcionalizados para obtencdo das amidas-alvo 52a-c.
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Fonte: Do autor
A formacdo do intermediario 58b foi obtida a partir do ataque nucleofilico do acido com
EDAC (58a), logo esse intermediario (58b) vai reagir com o HOBT formando ureia (58d), a qual
vai ser liberada para formar éster (58g), que vai reagir com a amina liberando 1H-benzo [d] [1,2,3]

triazol-1-ol (58h), e obtendo a amida correspondente (52a, 52b, 52c¢).
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Figura 45 - Proposta mecanistica para a reacdo de formagdo das amidas-alvo 52a-c via
HOBT-EDAC.
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Fonte: Do autor

Na andlise do espectro na regido do IV (Figura 46), foram identificadas as bandas mais
caracteristicas e compativeis com a estrutura do composto PQM-310 (52a). O estiramento N-H de
amida foi identificado em 3099 cm?, uma banda forte de C=0 em 1694 cm?, a qual sobrepde
parcialmente a uma banda de dobramento N-H que aparece em 1725 cm™, fazendo a banda C=0

aparecer como um dupleto. Em 1614, 1581 e 1510 cm™ foram identificadas bandas de intensidades
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variadas referentes as ligagdes C=C de aromaticos, em 1458 e 1288 cm™ bandas de deformagéo
axial de C-N; em 1201 cm™ foi observada banda de média intensidade referente a ligagdo C-O de
fenol e, por fim, em 774 e 719 cm™* foram identificadas bandas de deformacéo angular referente a

C-H de aromaticos tri-substituidos.

Figura 46 - Espectro de absor¢do na regido do 1V do composto PQM-310 (52a, ATR).
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Fonte: Do autor

Na analise do espectro de RMN de *H (Figuras 47) do composto PQM-310 (52a), foram
comprovados os sinais referentes a estrutura do 52a, pela presenca dos seguintes sinais: um dupleto
em ¢ 7,85 (J = 14,67 Hz) atribuido ao hidrogénio H13, também foi observado um dupleto em ¢ 7,67
(J = 15,95 Hz) referente aos hidrogénios H19 e H16. Salientamos que, devido a baixa frequéncia do
equipamento de RMN (300 MHz), temos a presenca de dupletos para os hidrogénios H19 e H16, 0s
quais estdo mais desblindados do que os demais hidrogénios do nucleo aromatico pela proximidade
com o atomo de oxigénio que € um elemento eletronegativo, apesentando maiores deslocamentos
quimicos. Um simpleto em ¢ 7,41 atribuido ao hidrogénio H15. Um simpleto em ¢ 7,23 atribuido

aos hidrogénios H2 e H5, além de um dupleto em ¢ 6,97 (J = 14,79 Hz) referente ao hidrogénio H3.
Um multipleto observado em 6 6,68 - ¢ 6,80 foi atribuido ao hidrogénio H12 e o dupleto em ¢ 3,77
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(J = 29,25 Hz) que foi atribuido aos hidrogénios H7, H20 e H8, sendo estes os hidrogénios mais
blindados da molécula. Considerando que em moléculas com N de amida pode ocorrer o
alargamento quadrupolar e desacoplamento por causa do &omo de nitrogénio e apresentar spin
unitario (I=1), o qual pode apresentar um momento de quadrupolo de tamanho moderado,
acarretando em alargamento dos sinais (dupletos) os quais podem ndo aparecer.

Figura 47 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto PQM-310 (52a).
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Fonte: Do autor

Na analise do espectro de RMN de *3C (Figura 48) do composto PQM-310 (52a) foram
observados o0s seguintes sinais compativeis com a estrutura da molécula-alvo: em ¢ 164,2 referente
ao carbono C11, em ¢ 152,3/ 6151,6 e ¢ 149,5/ 6 148,5 atribuidos, respectivamente, aos carbonos
C17/C18 e C6/C1, cujos valores de deslocamento quimico podem estar intercambiados. O sinal em
o0 143,2 foi atribuido ao carbono olefinico C13, assim como 0s outros sinais referentes ao nicleo
aromatico foram identificados em ¢ 129,7/125,7 e 6 124,6/120,3 atribuidos aos carbonos C14/C4 e
C19/C16, e em ¢ 119,4/116,1; 6 112,3/109,7 e ¢ 107,3 que foram atribuidos aos carbonos C15/C2;
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C5/C3 e C12, respectivamente. Por fim, os sinais mais blindados do espectro, identificados em ¢
56,5/56,2 e 42,6, foram atribuidos aos carbonos C7, C20 e C8, respectivamente.

Figura 48 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds) do composto PQM-310 (52a).
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Fonte: Do autor

Na etapa de acoplamento foi observado que, dependendo dos substituintes dos &cidos
cindmicos 58, as reacBes variavam muito em rendimento, tempo reacional e na formacdo de
subprodutos, comprometendo a obtencdo das moléculas-alvo desejadas. Diante disso, passamos a
estudar sistematicamente diferentes condicdes reacionais, que incluiram variagdo no tempo
reacional, tipo de solvente, temperatura e adicdo de EtsN (como forma de catalisar o ataque da
amina 57 aos acidos cindmicos 58), e outras metodologias que viabilizassem a obtencdo dos
compostos finais desejados, com melhores rendimentos.

Mesmo apos diversas tentativas, apenas as amidas-alvo 52a-c foram obtidas em rendimentos

globais razoaveis (21 a 35%), apds purificacdo em CC de gel de silica.
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Figura 49 - Esquema da reacdo de acoplamento entre a amina-chave 57 e &cidos
cindmicos 58 para obtengéo das amidas-alvo 52d, 52e, 52f e 52g.
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Fonte: do autor

Diante destes resultados, buscamos outras alternativas sintéticas para a obtencdo dos demais
constituintes da série-alvo proposta, incluindo a utilizacdo de cloretos dos acidos cindmicos 59
correspondentes como eletrofilos na etapa de acoplamento com a feruloil-benzilamina 57, os quais
foram preparados via reagdo com SOCI, com catélise por DMF. Uma vez obtidos, os cloretos dos
acidos 4-clorocinamico, 4-metoxicindmico, 4-hidroxicindmico e 4-trifluormetilcindmico foram
utilizados, sem purificacdo prévia, para reagir com a amina 57, resultando nas amidas-alvo 52d, 52e
e 52g em rendimentos globais 16 a 37%, apds purificacdo via coluna em gel de silica. Interessante
notar que, ao contrario das demais, a reacdo do cloreto do acido 4-hidréxicinamico com 57 néo
levou a amida 52f desejada, provavelmente pela influéncia do grupo OH fendlico na estabilidade do
cloreto de &cido, ou mesmo na possibilidade deste grupo protonar a amina 57 e diminuir sua
nucleofilicidade, influenciando negativamente na reacdo de SN acilica sobre o sitio carboxilico do
acido reagente. Para confirmar nossa hipotese, realizamos a protecéo do grupo hidroxila do acido 4-
hidroxicinamico, via reacdo de acetilagdo, produzindo o intermediario 58 (Figura 50), numa
primeira etapa, seguida do acoplamento com a benzilamina 57, resultando no composto 52f, com
rendimento global de 17%. Todas as substancias intermediarias e finais foram caracterizadas por
espectroscopia no IV e RMN, com todos os dados compativeis as respectivas formulas estruturais,
conforme os espectros e dados tabelados adiante e no material suplementar (Anexos). A
caracterizacdo de todos os compostos intermediarios e finais foi realizada por espectroscopia no
infravermelho (1), RMN de *C e de *H.
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Figura 50 - Esquema da reacéo de acoplamento entre a amina-chave 57 e cloreto dos
acidos cindmicos funcionalizados para obtencdo das amidas-alvo 52d, 52e,

52f e 52g.
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Fonte: do autor

4.1 AVALIACAO FARMACOLOGICA

Uma vez obtida a série-alvo 52a-g (PQM-310, PQM-311, PQM-331, PQM-332, PQM-
334, PQM-335 e PQM-336, respectivamente), nosso objetivo passou a ser a avaliagcdo in vivo do
possivel efeito anti-inflamatdrio, para o qual elegemos o ensaio de migracdo celular induzida por
carragenina para bolsa de ar subcutanea (BAS). Neste modelo animal, foi possivel observar que as
substancias PQM-310 (52a), PQM-311 (52b) e PQM-332 (52d) reduziram de forma muito
significativa a quantidade de leucécitos que migraram para a cavidade, em todas as doses utilizadas
(1, 3 e 10 mg/kg, Figura 51). Entretanto, ndo foi possivel observar uma curva dose-resposta, 0 que
pode ser explicado pela possibilidade de ja estarmos utilizando doses responsaveis pelo efeito
méaximo. Para comprovar ou descartar esta hipoOtese, seria necessario fazer-se o experimento
utilizando doses menores do que 1 mg/kg, o que ainda sera realizado. J& as substancias PQM-331
(52c), PQM-335 (52f) e PQM-336 (529) so6 reduziram de forma significativa a migracdo de células

sob doses de 3 ou 10 mg/kg. E interessante notar que, na dose méaxima utilizada de 10 mg/kg,
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PQM-335 (52f) e PQM-336 (52g) mostraram um efeito aparentemente menor do que na dose
intermediaria de 3 mg/kg. Por outro lado, ao contrario das demais substancias da série, PQM-334
(52e) ndo demonstrou inibicdo significativa na capacidade migratoria de leucocitos para o sitio

inflamatorio em quaisquer doses utilizadas no ensaio (Figura 50).

Figura 51 - Gréficos de contagem de leucdcitos totais do modelo de migracéao celular

induzido por carragenina.
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Os animais foram pré-tratados por via oral, 60 minutos antes da injecdo de carragenina na
cavidade (0,5%), com veiculo (Tween 80) ou com as diferentes substancias, nas doses 1, 3 ou
10 mg/kg. Dexametasona foi administrada i.p., 15 minutos antes da injecdo de carragenina na
BAS. Os resultados sdo expressos como média + desvio-padrdo (n=5-8) e a andlise estatistica
foi feita por ANOVA seguido do pds-teste Tukey (p<0,05%). “p<0.005 comparando-se 0
grupo que recebeu carragenina na BAS com o grupo que recebeu salina na BAS. “p,0.005
comparando-se 0s animais pré-tratados com dexametasona ou as substancias antes da

carragenina na BAS com o grupo que recebeu somente carragenina na BAS.
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Uma andlise da relagdo estrutura-atividade, ainda que preliminar, pela auséncia dos dados de
dose-resposta (ICso) dos resultados do efeito anti-inflamatorio, evidenciado pela diminuicdo da
migracdo leucocitaria mostrada na Figura 51, parece indicar a importancia de grupos hidroxila
como substituintes em ambos os anéis aromaticos para assegurar a melhor atividade anti-
inflamatoria. De fato, das substancias de melhor perfil no modelo de bolsa de ar, PQM-310 (52a),
PQM-311 (52b) e PQM-332 (52d), somente PQM-332 n&o possui grupo OH como substituinte na
subunidade feruloilica, advinda da curcumina no planejamento estrutural, possuindo um atomo de
Cl naquela posicédo. Outrossim, este fato parece ainda mais claro quando comparamos com PQM-
335 (52f), cujo OH na subunidade feruloilica foi modificado para acetila e o efeito sobre a migracéo
de células inflamatdrias foi significativamente reduzido em todas as doses. Assim como observado
para PQM-335 (52f), a excecdo de PQM-332, a auséncia do padrdo orto-hidroxi-metoxi,
independente da regioquimica, parece ser determinante para a manutencdo do efeito anti-
inflamatdrio deste padrdo estrutural hibrido curcumina-capsaicina, representado pela série 52.

Na sequéncia da avaliacdo do efeito anti-inflamatorio, foi realizada a coleta do exsudato da
BAS para quantificacdo da citocina TNF-o. Os dados apresentados na figura 52 evidenciam que
mostram que PQM-335 (52f) ndo reduziu a quantidade da citocina produzida, enquanto PQM-334
(52e) s6 mostrou efeito significativo nas duas maiores doses (3 e 10 mg/Kg). Em contrapartida,
todas as outras substancias reduziram de forma significativa a producdo do TNF-a. Vale a pena
ressaltar que a inibicdo evidenciada por PQM-311 (52b), que havia sido destacada na migracao de
leucocitos na BAS, aboliu quase que completamente a producdo de TNF-a, o que reforca seu efeito
anti-inflamatorio. De fato, sob efeito desta substancia, os niveis de TNF-a produzidos nos grupos
tratados com quaisquer das 3 doses foram significativamente menores, mesmo quando comparados
com o grupo tratado com dexametasona (Figura 52), considerada o padrdo ouro de anti-
inflamatdrio. Este conjunto de resultados, ainda que incompletos, sugerem fortemente que PQM-

311 (52b) seja a molécula mais promissora da série.



Figura 52 - Gréfico de dosagem de TNF-a a partir do exsudato coletado da bolsa de ar

subcutanea.
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Os animais foram pré-tratados oralmente, 60 minutos antes da injecdo de carragenina na
cavidade (0,5%), com veiculo (Tween 80) ou com as diferentes substancias, nas doses 1, 3
ou 10 mg/kg. Dexametasona foi administrada i.p. 15 minutos antes da injecdo de
carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como média + desvio-padrdo (n=5-8) e a
anlise estatistica foi feita por ANOVA seguido do pos-teste Turkey (p<0,05%). *p<0.005
comparando-se 0 grupo que recebeu carragenina na BAS com o grupo que recebeu salina
na BAS. “p<0.005 comparando-se 0s animais pré-tratados com dexametasona ou as
substancias antes da carragenina na BAS com o grupo que recebeu somente carragenina na
BAS. %p<0.001 comparando-se 0os animais pré-tratados com as substincias antes da

carragenina na BAS com o grupo que recebeu dexametasona antes da carragenina na BAS.
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Visando investigar o mecanismo de acdo anti-inflamatéria das substancias-alvo mais
promissoras, foi realizada um estudo in vitro sobre a inibicdo de IL-1p. Esta € uma das mais
importantes citocinas inflamatérias, cuja producdo ocorre em diversos tipos de células, incluindo
macrofagos, linfocitos B, mondcitos e leucocitos, e pode ser induzida por outros mediadores
inflamatoérios como o TNF-a, interferon (IFN)-a, B e vy, além de patégenos bacterianos (e.g. LPS),
virus e antigenos. Neste contexto, considerando as evidéncias de efeitos anti-inflamatorios
destacados para PQM-310 (52a) e PQM-311 (52b), ambas foram submetidas a avaliacdo nos
modelos in vivo de edema de pata e in vitro de migracdo leucocitaria. Nossa hipotese é que, nesta
etapa, a investigacdo da inibicdo de IL-B poderia ser um indicativo de possivel via de agdo, além de
comprovar os efeitos anteriormente observados. De fato, ambas as substancias foram capazes de
inibir fortemente a producdo de IL-1P no exsudato da cavidade provocada no modelo de BAS com
inducdo de resposta inflamatoria por carragenina, num perfil aparentemente dose-dependente,

conforme mostrado na figura 53.

Figura 53 - Gréafico dos dados da avaliacdo da inibi¢do de IL-f oriunda do
modelo de bolsa de ar por PQM-310 (52a) e PQM-311 (52b) nas
doses de 1, 3 e 10 mg/Kg.
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Uma vez confirmado o efeito anti-inflamatério de PQM-310 (52a) e PQM-311 (52b), outro
objetivo seria caracterizar um potencial efeito antinocicpetivo, independente da atividade anti-
inflamatdria. Para tanto, ambas as foram avaliadas no modelo in vivo de edema de pata de
camundongo induzido por administracdo intraplantar de formalina. Neste modelo observa-se duas
fases distintas e bem caracteristicas, sendo a primeira eminentemente nociceptiva, chamada de fase
neurogénica (12 fase), na qual é possivel avaliar o efeito antinociceptivo por acdo direta de

sensibilizacdo de nociceptores, sem a participacdo de mediadores inflamatorios. Numa segunda
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fase, mais tardia, é possivel avaliar o efeito sobre a nocicep¢do associada ao processo inflamatorio
agudo, com a participacao de citocinas e quimiocinas inflamatdrias sobre nociceptores, motivo pelo
qual estd é chamada de fase inflamatoria. Neste ensaio, as substancias PQM-310 (52a) e PQM-311
(52b) foram avaliadas em duas doses (1 e 10 mg/Kg), em compara¢do com o grupo controle, néo-
tratado, que somente recebeu o veiculo. Os resultados apresentados na figura 54 sdo expressos em
tempo de lambedura, que é uma reacdo do animal ao desconforto, avaliada visualmente, e que
permite identificar quantitativamente o efeito nociceptivo induzido pela formalina, que gera uma

reacao dolorosa, acompanhada de edema.

Figura 54 - Gréfico de efeito das substancias PQM-310 (52a) e PQM-311 (52b)
avaliadas nas doses de 1 (verde) e 10 (amarelo) mg/Kg no ensaio de

edema de pata induzido por formalina em camundongos.
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Os resultados obtidos neste ensaio evidenciaram que ambas substancias apresentaram efeitos nas
fases 1 e 2, revelando tanto propriedades antinociceptivas, como anti-inflamatérias. Na fase 1,
PQM-310 demonstrou melhor efeito do que PQM-311, com aparente efeito independente da dose,
enquanto que PQM-311 mostrou efeito discreto somente na dose mais alta. Por outro lado, ambos
compostos demonstraram efeito significativo na fase inflamatoria (fase 2), sendo que, PQM-310
exerceu melhor efeito anti-inflamat6rio na menor dose de 1 mg/Kg, enquanto PQM-311 teve seu

melhor perfil anti-inflamatério evidenciado na maior dose (10 mg/kg).

Como forma de avaliagcéo preliminar de toxicidade, foi realizado hemograma dos animais

tratados com PQM-310 (52a) e PQM-311 (52b), para analise do efeito sobre diferentes parametros
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e nimero de células sanguineas como hemécias, hemoglobina e hepatdcritos (Figura 55 A-C),
volume meédio corpuscular (MCV, indicativo do tamanho médio de hemécias), concentracdo média
de hemoglobina (MCH, referente a quantidade de hemoglobina numa Unica heméacia) e
concentracdo média de hemoglobina corpuscular (MCHC, referente a quantidade de hemoglobina
por unidade de volume em uma Unica hemécia) (Figura 55 D-F) e plaquetas (Figura 55 G). Como
pode ser observado, ndo foi evidenciado qualquer efeito significativo sobre estas diferentes células e
nem sobre o volume de hemécias e quantidade de hemoglobina, indicando auséncia de

citotoxicidade.

Figura 55 - Gréfico dos dados da analise quantitativa de diferentes células sanguineas de animais
tratados com PQM-310 (52a) e PQM-311 (52b).
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O conjunto de dados farmacoldgicos obtidos até 0 momento, parecem ndo deixar davidas
quanto ao efeito anti-inflamatério de PQM-310 (52a) e PQM-311 (52b), avaliados em varios

modelos classicos para atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva, porém ndo sdo conclusivos
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quanto a poténcia relativa. Analisando comparativamente os dados de todos os ensaios in vivo e in
vitro, PQM-311 parece ter o perfil mais promissor anti-inflamatdrio e possivel efeito analgésico,
como sugerido nos modelos de BAS e formalina (12 e 22 fases), inibindo a migracédo de leucdcitos, a
producdo de TNF-a, por um mecanismo provavelmente associado, pelo menos, a inibi¢ao da

citocina IL-1p e sem efeitos toxicos aparentes.

4.2 PREDICAO IN SiLICO DE PARAMETROS ADME

Como forma de prever um perfil adequado em relacdo a parametros farmacocinéticos e de
metabolismo dos compostos da série 52, foram realizados célculos computacionais pelo programa
QikProp (Schrddinger). Os principais parametros estudados foram positivos para a grande maioria
das substancias avaliadas, com obediéncia aos valores de referéncia em todos os casos, conforme
detalnamento nas tabelas 1 e 2. A porcentagem prevista de absor¢do oral humana € muito
satisfatoria para todos 0s compostos sintetizados, variando de 85 a 100%. O coeficiente de particao
(QPlogPo/wb), que determina a lipofilicidade dos compostos, parametro indispensavel para
atravessar as membranas biologicas, mostrou valores médios em relacdo ao intervalo de valores de
referéncia para a maioria dos compostos, entre 2,76 e 4,3, demonstrando um comportamento
adequado relativo ao equilibrio de solubilidade na fase organica e aquosa, sugerindo uma boa
biodisponibilidade. Outrossim, parametros que refletem a solubilidade e interacdo com solvente
como volume, SASA, QPlogS, CIQPlogS tambeém situam-se em faixa intermediaria, sobretudo aos
compostos considerados mais promissdes PQM-310 e PQM-311, o que sugere um perfil adequado
de absorcéo e biodisponibilidade. Importante salientar que, com respeito a transposicdo da barreira
hematoencefalica pelo coeficiente de particdo cérebro/sangue (QPlogBB) e a capacidade de ligacéo
a albumina de soro humano (QPlogKhsa), sugerem pouca facilidade de acesso ao SNC, o que pode
ser benéfico quanto a eventuais efeitos centrais adversos. Por outro lado, uma atencdo especial
deverd ser enderecada a possibilidade de cardiotoxicidade, uma vez que os valores de Clso do
bloqueio do canal HERG K" (QPlogHERG) para todos os compostos (-6,04 a -5,26) estdo limitrofes

em relacdo aos valores de referéncia (< -5), exigindo uma avaliacdo experimental de toxicidade.



Tabela 1 - Parametros ADME previstos por estudos computacionais.
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Substancia #stars mol_MW CNS dipolo volume QPlogPo/w | QPlogS HBD HBA %HOA
PQM-310(52a) 0 329,352 2 5,923 1079,645 2,758 -3,997 3 55 91,431
PQM-311(52b) 0 329,352 -2 4,435 1043,761 2,378 -3,593 3 55 85,345
PQM-331(52c) 0 343,379 -1 7,315 1121,605 3,506 -4,214 2 >3 100
PQM-332(52g) 0 351,325 0 6,391 1083,99 4,339 -5,694 2 4 100
PQM-334(52d) 0 317,771 0 5,688 1020,467 3,769 -4,866 2 4 100
PQM-335(52¢) 0 313,352 -1 3,855 1047,028 3,372 -4,325 2 4,75 100
PQM-336(52f) 0 341,363 -2 7,275 1126,196 2,776 -4,547 2 6,5 89,579

Reference >80- alto;

values 0-5 130-725 -2-42 1-12,5 | 500-2000 -2-65 -6,5-05 0-6 2,0-20,0 | <25: paixa

#Stars: Numero de valores de propriedades (0 a 5); mol_MW: peso molecular (130 a 725); CNS: Atividade prevista

do sistema nervoso central (-2 a +2); dipolo: Momento de dipolo calculado da molécula (1 a 12,5); Volume: Volume

total acessivel por solvente em angstroms clbicos usando uma sonda com um raio de 1,4 A (500 a 2000); QPlogP o /

w: Coeficiente de parti¢do octanol / &gua previsto (-2,0 a 6,5); QPlogS: Solubilidade aquosa prevista (-6,5 a 0,5); HBD:

Doador de ligacdo de hidrogénio (0 a 6); HBA: Aceptores de ligacdo de hidrogénio (2 a 20); % HOA: Porcentagem de

absor¢do humana por via oral (<25% baixa;> 80% alta).

Tabela 2 - Parametros ADME previstos por estudos computacionais.

Substancia QPlogBB | QPlogKp QPlogS | #metab PSA QPlogKhsa QPPCaco
PQM-310(52a) -1,35 2,371 -3,997 5 94,382 0,006 501,793
PQM-311(52b) -1,513 -2,845 -3,593 5 95,261 -0,069 305,36
PQM-331(52c) -0,877 -1,569 -4,214 5 78,648 0,188 1300,786
PQM-332(52g) -0,52 -1,601 -5,694 3 63,999 0,412 1363,379
PQM-334(52d) -0,635 -1,596 -4,866 3 64,723 0,25 1268,027
PQM-335(52¢) -0,839 -1,518 -4,325 4 73,614 0,153 1341,699
PQM-336(52f) -1,471 -2,572 -4,547 3 100,935 0,047 390,353

Reference values 3-12 -80--10 | -65-05 1-8 7,0 -200 -15-15 <25: baixa; >500: alta

QPlogBB: Permeabilidade na barreira hematoencefalica (-3,0 a 1,2); QPlogKp: Permeabilidade cutanea prevista, log

Kp (-8,0 a -1,0); QPlogS: Solubilidade aquosa (-6,5 a 0,5); #metab: NUmero de reacdes metabdlicas provaveis (1 a 8);

PSA: Area de superficie de Van der Waals de atomos polares de nitrogénio e oxigénio (7 a 200); QPlogKhsa: Previsdo

de ligacdo a albumina sérica humana (-1,5 a 1,5); QPPCaco: Permeabilidade no ensaio de células Caco-2, modelo para

absorcdo intestinal (<25 — baixa; > 500 — alta).
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 QUIMICA

Neste topico sdo descritas todas as etapas quimicas para a obtencdo da série de moléculas

alvo.

5.2 GENERALIDADES

O laboratorio de pesquisa em quimica medicinal (PeQuiM) da Universidade Federal de
Alfenas (UNIFAL-MG) possui toda a infraestrutura basica necessaria para o desenvolvimento
quimico da sintese das substancias-alvo, onde foi possivel a sintese das substancias-alvo deste
projeto. As etapas sintéticas foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada (CCD), e
purificados, quando necessario, por cromatografia em coluna (CC) ou recristalizacdo. Para
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se silica-gel 60 G Merck® de 0,25 mm de
espessura sobre laminas de aluminio Fzss4, da marca Merck e a visualizagdo das substancias foi feita
em camara escura com lampada de UV (A = 254 ou 365 nm).

As purificacbes foram feitas através da cromatografia em coluna que foi realizada com gel
de silica flash da marca Sigma-Aldrich (220-440 mesh, 0,035 mm — 0,075 mm). A maioria dos
solventes utilizados foram utilizados sem prévia purificacdo e/ou destilagdo, porém os solventes
puros e/ou anidros utilizados foram reparados seguindo a metodologia de Perrin e Armarego (1988).
Metanol/Etanol anidro: foram secos com sulfato de magnésio anidro sob agitacdo por 2 horas, em
seguida filtrado. O mesmo foi estocado em um recipiente adequado contendo peneira molecular do
tipo A4 ativada. Peneira molecular A4: foi ativada em mufla a 350°C por 3 horas e posteriormente
resfriada e mantida em um dessecador com CaCls.

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (IV) foram gerados por um
espectrometro Nicolet iSso FTIR (Thermo Scientic USA) acoplado a Pike Gladi ATR Technologies
(Instituto de Quimica — UNIFAL), para a insercdo direta da amostra. Para a obtencéo dos espectros
de ressonancia magnética nuclear de *H e de 3C foi utilizado um espectrometro Brucker AC-300
operado em 300 MHz (*H) e em 75 MHz (*3C) do Laboratdrio de Ressonancia Magnética Nuclear
da UNIFAL-MG. Como referéncia interna foi utilizado o pico do tetrametilsilano (TMS). Os

deslocamentos quimicos (J) sdo expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de
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acoplamento (J) obtidos através do programa MestreNova, em Hertz (Hz). As multiplicidades estéo
abreviadas da seguinte maneira: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), q
(quarteto), m (multipleto).

A numeracdo adotada para 0os &omos nas estruturas ndo corresponde a numeracdo da
nomenclatura IUPAC. Isso foi feito para que os compostos com estruturas analogas pudessem ter
seus dados de RMN comparados, quando necessario.

5.2.1 Sintese dos intermediarios sintéticos

Em um baldo monotubulado de 100 mL adicionou-se 13,378 mmols (2,036 g) de 4-hidroxi-
3-metoxibenzaldeido (53), 5 mL de THF e apos a solubilizacdo, adicionou-se 13,378 mmols (0,161
g) de carvéo ativo e 6,689 mmols (0,253 g) de borohidreto de sodio. Ao final da reacédo, adicionou-
se lentamente 15 mL de agua por um periodo de 3 minutos seguido de filtracdo. O filtrado foi
submetido a uma extracdo com diclorometano (3 x 10 mL), a fase organica foi seca com MgSO4

anidro e apos filtracdo, o solvente foi retirado com o auxilio de um rotavaporador.

Nome do composto: 4-(hidroximetil)-2-metoxifenol (54)

Estado fisico: so6lido branco

9
HO LX ;5 Formula molecular: CgH1003
10
7\OB©4\(OH Peso molecular: 154,17 g/mol
54 Rendimento: 66% (2,0689)

Em um baldo monotubulado de 100 mL adicionou-se 14,222 mmols (2,1911 g) 4-
(hidroximetil)-2-metoxifenol (54), 10 mL de CH2Cl. seco e sob agita¢éo, adicionou-se 5 gotas de
dimetilformamida (DMF) e 28,445 mmols (2,1 uL) de cloreto tionila (SOCI,). A reacdo foi mantida
em agitacdo por 3 horas até que CCD indicou o término reacional. A mistura reacional foi seca em
rota evaporador e em linha de alto-vacuo. Em um outro baldo de 50 mL, adicionou-se 28,445
mmols (1,84929) de azida sddica e 5 mL de THF, manteve-se em agitacdo por cerca de 30 min.
Passado esse tempo, o contetdo desse baldo foi vertido no baldo que continha o cloreto de &cido 55
e deixou-se agitar por 20 horas até que a analise por CCD indicou o término. A mistura reacional
foi colocada em funil de separacdo e foi extraida com cloroformio (4 x 20 mL). A fase organica foi
seca com MgSQOs anidro, filtrada e seca em rotavapor. Fez-se purificagdo em coluna cromatografica

de gel de silica, eluida com hexano/acetato de etila (9:1).
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Nome do composto: 4-(azidometil)-2-metdxifenol (56)

9 . Estado fisico: dleo

3 Formula molecular: CgHgaN3O>

7\06 74 8 N3 peso molecular: 179,18 g/mol
56 Rendimento: 76% (1,947 g)

Num baldo monotubulado de 100 mL adicionou-se 2,631 mmols (0,2054 g) de sulfeto de
sodio e manteve-se em agitacdo em 10 mL de agua destilada em seguida, adicionou-se 2,631 mmols
(0,4715g) de 4-(azidometil)-2-metoxifenol (56) e manteve-se a reacdo sob em refluxo por 50 min.
Apos o resfriamento, a mistura reacional foi extraida com diclorometano (3 x 15 mL). A analise por
CCD das duas fases indicou que o produto estava na fase aquosa e entéo, ajustou-se o PH para 7
com HCI. A fase aquosa foi lavada com etanol e seca em rotavapor. O produto foi obtido por

recristalizagédo feita com etanol seco.

Nome do composto: 4-(aminometil)-2-metdxifenol (57)

9 ) Estado fisico: solido branco

Hojiji/ 1o Formulamolecular: CsH1:NO;
7\06 Z4 8 NHz2  peso molecular: 153,18 g/mol
57 Rendimento: 75% (0,3036gr)

Num baldo de 100 mL adicionou-se 1.2 equivalente do acido cinamico, 10 mL de
acetonitrila e 1,2 equivalente de HOBT e também de EDAC e manteve-se em agitacao por cerca de
3 horas quando CCD indicou o consumo do material de partida. Em seguida, adicionou-se 1,2
equivalente do intermediario-chave (57) e manteve-se em agitacdo no banho de gelo por cerca de 1
hora até 24 h. O solvente foi seco em rotavaporador e o produto foi recristalizado com etanol seco

(coluna Acetato/Hexano 9/1).

Nome do composto: (E)-N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-metdxifenil)acrilamida
(PQM-310, 52a)

Aspecto fisico: Solido amarelo
Formula molecular: C1gH19NOs

Peso molecular: 329,35 g/mol
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Faixa de fusdo: 250-255 °C
Rendimento global: 28%

IV (v méx, cm™): 3099 (N-H), 1725/1694 (N-H/ C=0), 1614, 1581 e 1510 cm™ (C=C), 1458 e
1288 cm (C-N), 1201 (C-0), 774 e 719 cm™ (C-H).

RMN de H (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 7,85 (d, 1H, J = 14,67 Hz, H13), 7,67 (d, 2H, J =
15,95 Hz, H19, H16), 7,41 (s, 1H, H15), 7,23 (s, 2H, H2 H5), 6,97 (d, 1H, J = 14,79 Hz, H3), 6,68-
6,80 (m, 1H, H12), 3,77 (d, 8H, J = 29,25 Hz, H7, H20, H8).

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-ds), é (ppm): 164,2 (C=0, C11), 152,3 (C-OH, C17), 151,6 (C-
OH, C18), 149,5 (C-OH, C6), 148,5 (C-OH, C1), 143,2 (CH, C13), 129,7 (C, C14), 125,7 (C, C4),
124.6 (CH, C19), 120,3 (CH, C16), 119,4 (CH, C15), 116,1 (CH, C2), 112,3 (CH, C5), 109,7 (CH,
C3), 107,3 (CH, C12), 56,5 (CH, CT7), 56,2 (CH, C20), 42,6 (CH, C8).

Nome do composto: (E)-N-(4-hidréxi-3-metoxibenzil)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)acrilamida
(PQM-311, 52b)

Aspecto fisico: Sélido amarelo

4 2 Formula molecular: C1gH19NOs
TN ’ on, P€S0 molecular: 329,35 g/mol
o Faixa de fusdo: 265-270 °C

52b

Rendimento global: 35%

IV (v méax, cm™): 3177 (OH), 2883 (C-H), 1707 (C=0), 1588, 1530 e 1496 (C=C), 1456 e 1275
(C-N), 1219 (C-0), 776 (C-H)

RMN de H (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 9,40 (s, 1H, H10), 8,13 (d, 1H, J=8,44, H19), 8,00
(d, 1H, J = 15,91, H13), 7,82-7,90 (m, 1H, H15), 7,62-7,67 (M, 1H, H18), 7,49-7,54 (m, 1H, H2),
7,28-7,36 (m, 1H, H5), 7,02-7,05 (m, 1H, H3), 6,86 (d, 1H, J = 15,95, H12), 3,84 (d, 6H, J = 3,78,
H7, H20), 3,74 (d, 2H, J = 19,87, H8).

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-ds), ¢ (ppm): 168,2 (C=0, C11), 152,0 (C-OH, C17), 150,3 (C-
OH, C16), 147,1 (C-OH, C6), 144,6 (C-OH, C1), 136,0 (CH, C19), 128,2 (CH, C13), 127,5 (C,
C4), 124,8 (C, C14), 121,4 (CH, C15), 119,4 (CH, C18), 116,6 (CH, C2), 114,4 (C5), 112,4 (CH,
C3), 110,2 (CH, C12), 56,2 (CH, C7), 56,0 (CH, C20), 44,8 (CH, C8).
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Nome do composto: (E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-N-(4-hidroxi-3-metdxibenzil)acrilamida (PQM-331,
52¢)

Aspecto fisico: Sélido amarelo

4 2 Formula molecular: CigH21NOs
: N o Peso molecular: 343,38 g/mol
7 Faixa de fusdo: 240-245 °C

Rendimento global: 21%
IV (v max, cm™): 2992 e 2943 (CHs), 2837 (CHy), 1691 (C=0), 1620, 1578, 1521 e 1458 (C=C),
1286 (C-N), 1261/1238 (d, C-O), 763 e 859 (C-H).
RMN de 'H (300 MHz, CDCls), ¢ (ppm): 8,51 (d, 1H, J = 8,44, H19), 8,03 (d, 1H, J = 2,77, H15),
7,99 (d, 1H, J = 4,52, H18), 7,78 (t, 1H, H13, 7,58 (d, 1H, J = 8,16, H2), 7,53 (s, 1H, H5), 7,21 (d,
1H, J = 3,5, H3), 6,89 (d, 1H, J = 8,21, H12), 3,98 (s, 6H, H21, H20), 3,93 (s, 5H, H7, H8).
RMN de 3C (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 161,9 (C=0, C11), 152,4 (C-OH, C17), 149,4 (C-OH,
C16), 149,3 (C-OH, C6), 132,8 (C-OH, C1), 132,7 (CH, C19), 126,9 (CH, C15), 126,7 (CH, C18),
124,9 (C, C14), 116,5 (C, C4), 115,4 (C-H, C13), 112,0 (C-H, C2 e C5), 110,9 (C-H, C3), 109,5 (C-
H, C12), 56,1 (CH, C21 e C20), 56,0 (CH, C7), 29,7 (CH, C8).

Num baldo de 100 mL adicionou-se 2 equivalentes de hidroxido de sddio (NaOH) dissolvida
em agua destilada 1 equivalente do &cido cinamico correspondente, manteve-se em agitacdo no
banho de gelo por cerca de 10 min, quando adicionou-se 2 equivalentes de anidrido acético e
manteve-se em agitacdo por cerca de 3 horas em temperatura ambiente. Depois, colocou-se a reacéo
no banho de gelo por cerca de 5 min., ajustou-se o pH em 5 com HCI. O solvente foi seco em
rotavaporador e o produto foi recristalizado com agua destilada ( A. Hosoda, E. Nomura, K.
Mizuno, & H. Taniguchi, 2001).

Figura 56 - Esquema da reacdo de acetilacdo do acido cinamico 58".
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Fonte: Do autor

Nome do composto: Acido (E)-3-(4-acetoxifenil) acrilico (58)

o Aspecto fisico: Sélido branco
19 13\12 10
o 18 N7 DoH Formula molecular: C11H1004
21)2(1]\0 (15 Rendimento: 73%
16
58

IV (v max, cm™): 1600, 1586, 1508, e 1450cm™*(C=C) ,1286 e 1169 (C-O-anel aromatico), 1207 e
1311 (C-O Ac. Carboxilico).

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 7,71 (d, 2H, J= 8,53, H19, H15), 7,45-7,60 (m, 1H,
H16), 7,15 (d, 2H, J= 8,48, H18, H12), 6,49 (d, 1H, J= 16,03, H13), 2,25 (s, 3H, H21).

RMN de 13C (75 MHz, DMSO), ¢ (ppm): 169,5 (C=0, C11), 168,0 (C=0, C20), 152,2 (C, C17),
143,4 (CH, C19), 132,3 (CH, C15), 130,5 (C, C14), 129,8 (C-H, C16), 122,8 (C-H, C18), 119,7 (C,
C12), 116,2 (C, C13), 21,3 (CH, C21).

Num baldo de 100 mL adicionou-se 1 equivalente do &cido cinamico (ou acido cindmico
acetilado) em 15mL de CH2Cl; seco e sob agitacdo, logo adicionou-se 10 equivalentes de SOCl e 5
gotas de dimetilformamida (DMF), manteve-se em agitacdo em temperatura ambiente por cerca de
4 horas até 7h. Logo o solvente foi seco e lavado 3 vezes com CH.Cl, seco em rotavaporador, e
colocou-se em linha de alto-vacuo por cerca de 3 horas. Em seguida colocou-se a reacdo seca sob
agitacdo com 15 mL de CH>Cl» seco e 1,5 equivalentes de amina. A reacdo foi mantida em agitacao
por cerca 3 horas até 6h, logo ajustou-se o PH para 7 com NHsOH, adicionou-se hexano ou
acetato/metanol para precipitar a reacdo e deixou-se no freezer por lhora, o produto foi

recristalizado com hexano ou acetato.
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Figura 57 - Esquema da reagdo de acoplamento entre a amina-chave 57 e acidos
cindmicos 58 (ou acido cindmico acetilado 587) funcionalizados para
obtencédo das amidas-alvo 52d, 52e, 52f, 52g.

o)
S i
) .
NH, 58, 58 N
OH SOCl,, DMF, CH,Cl, Rj R; OH
OCH; R OCH,
57 52d: R;= Cl
52¢: R;= OCH,
52f: R;= AcO

52g: R1=F3C
Fonte: Do autor
Nome do composto: (E)-3-(4-clorofenil)-N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)acrilamida (PQM-334,

52d)
Rendimento global: 16%

LN s 3 Aspecto fisico: Solido branco
18, N>y 4 2
14 12 H
10
a7 15 5 “on Formula molecular: C17H16CINO3
16 6 9
/O
52d 7 Peso molecular: 317,77

Faixa de fusdo: 288-291 °C

IV (v max, cm'Y): 3384 (OH/NH), 1623 (C=0) /1673 (N-H), 1590, 1568, 1488 (C=C), 1282 (C-N),
1204 (C-0), 776 (C-H).

RMN de H (300 MHz, DMSO-ds), é (ppm): 7,71 (s, 1H, H19), 7,69 (s, 1H, H15), 7,55 (d, 1H, J=
16,08, 1H, H13), 7,46 (s, 1H, H16), 7,43 (s, 1H, H18), 6,84 (s, 1H, H2), 6,64 (s, 1H, H5), 6,57 (s,
1H, H3), 6,52 (s, 1H, H12), 3,69 (s, 3H, H7), 3,57 (s, 2H, H8).

RMN de ©*C (75 MHz, DMSO-ds), ¢ (ppm): 167,8 (C=0, C11), 147,1 (C-OH, C6), 145,7 (C-OH,
C1), 142,9 (C-Cl, C17), 135,1 (C-H, C19), 133,6 (C-H, C15), 130,4 (C, C13), 129,3 (C, C14 e C4),
126,6 (C-H, C16), 123,1 (C-H, C18), 121,5 (C-H, C2), 120,5 (C-H, C5), 115,1 (C-H, C3), 114,8 (C,
C12), 57,5 (C-H, C7), 55,9 (C-H, C8).

Nome do composto: (E)-N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)-3-(4-metoxifenil)acrilamida (PQM-335,
52e)
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Aspecto fisico: Sélido branco

o Formula molecular: C1gH19NO4
19 13 8 3
18 - NN 2 Peso molecular: 313,35
12 H
At s ! Faixa de fusdo: 245-250 °C
O 16 6 OH9
0 -
52e 7 Rendimento global: 37%

IV (v max, cm-1): 3200 (N-H), 1684 (C=0) /1638 (N-H), 1607, 1577 e 1512 cm™ (C=C), 1292 (C-
N), 1325/1306 (C-0), 775 (C-H, monossubstituido), 827 (C-H).

RMN de H (300 MHz, D20), é (ppm): 7,60 (d, 3H, J= 8,77, H19, H15 e H16), 7,51 (d, 2H, J=
15,97, H18 e H13), 6,94 (d, 2H, J= 8,77, H2 e H5), 6,64 (s, 1H, H3), 6,36 (d, 1H, J= 15,96, H12),
3,77 (s, 5H, H8 e H20), 3,58-3,72 (m, 2H, H7).

RMN de 3C (75 MHz, D;0), ¢ (ppm): 176,0 (C=0, C11); 159,9 (C-OH, C6), 147,1 (C-OH, C1),
1445 (C-OH, C17), 140,5 (C-H, C19 e C15), 129,3 (C, C4 e C14), 128,1 (CH, C16), 124,1 (CH,
C18); 123,4 (C, C13), 121,9 (CH, C2 e C5), 115,3 (CH, C3), 114,3 (C, C12), 56,4 (CH, C8), 55,9
(CH, C20), 55,3 (CH, C7).

Nome do composto: Acetato de (E)-4-(3-((4-hidroxi-3-metoxibenzil)amino)-3-oxoprop-1-en-1-il)
fenila (PQM-336, 52f)

Aspecto fisico: Sélido branco

1 NN Formula molecular: C19H19NO5
a0 g "7 “om Faixa de fusio: 260-268 °C
" Rendimento global: 17%
IV (v méax, cm™): 3034 (N-H), 2796 (C-H) (1637 (C=0), 1601, 1505, e 1471 (C=C), 1230 (C-N),
1415/1298 (d, C-0), 919, 882, 785 (C-H).
RMN de H (300 MHz, DMSO), é (ppm): 10,18 (s, 1H, H10); 7,48 (d, 2H, J= 2,17, H19 e H15);
7,44 (d, 2H, J= 9,67, H16 e H18); 6,79 (d, 3H, J= 8,58, H2, H5 e H3); 6,63 (s, 1H, H9); 6,26 (d,
2H, J= 15,92, H13 e H12), 3,69 (s, 6H, H7 e H21); 2,44 (d, J= 5,58, 2H, H8).
RMN de *C (75 MHz, DMSO), é (ppm): 168,4 (C=0, C20), 160,1 (C=0, C11), 147,2 (C-OH,
C6), 145,5 (C-OH, C1), 144,6 (C-OH, C17), 130,5 (CH, C19 e C15), 126,4 (CH, C16), 125,5 (CH,
C18), 123,1 (C, C14), 122,9 (C, C4), 116,2 (CH, C2 e C5); 115,6 (CH, C3), 115,1 (C, C13), 114,8
(C, C12), 57,4 (CH, C7), 55,9 (CH, C21) 34,4 (CH, C8).

52f
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Nome do composto: (E)-N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)-3-(4-(trifluorometil) fenil)acrilamida (PQM-
336, 529)

Aspecto fisico: Sélido rosa

oy 2 Formula molecular: Ci1gH16F3NO3
T 6 oM peso molecular: 351,33
Faixa de fusdo: 268-273 °C

52g

Rendimento global: 31%
IV (v max, cm™): 3475 (OH), 3147 (N-H), 1689 (C=0), 1639, 1576, 1556 e 1456 (C=C), 1286 (C-
N), 1327/1286 (d, C-0), 859 (C-H, monossubstituido), 835/697 (C-H, para-dissubstituido/ C=C).
RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds), é (ppm): 7,82-7,84 (m, 2H, H19 e H15), 7,74 (m, 3H, H16,
H18 e H2), 7,49 (t, 2H, J = 15,81, H5 e H13), 6,81 (m, 1H, H3), 6,65 (s, 1H, H12), 3,70 (s, 2H,
H8), 3,60 (s, 3H, H7).
RMN de 2C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 168,5 (C=0, C11), 147,2 (C-OH, C1), 145,6 (C-OH,
C6), 140,6 (CH, C19), 137,8 (CH, C15), 133,2 (CH, C16), 131,9 (CH, C18), 128,9 (C14), 128,6
(C4), 126,5 (C17), 126,2 (C-H, C2), 125,7 (CH, C5), 123,1 (CH, C13), 115,1 (C-F, C20); 114,9
(CH, C3), 99,9 (CH, C12), 57,5 (CH, C8), 55,9 (CH, C7).

5.3 AVALIACAO FARMACOLOGICA

A avaliacdo farmacologica foi realizada no ICB da Universidade Federal do Rio de Janeiro,

por Jodo Pedro Barros de Paiva orientado pela Profa. Dra. Patricia Dias Fernandes.

5.4 MATERIAIS E METODOS

5.4.1 Preparo e administracdo das substancias PQM-310, PQM-311, PQM-331, PQM-332,
PQM-334, PQM-335 e PQM-336 e dos farmacos de referéncia

As substancias foram preparadas em uma solucdo estoque de 100 mg/kg diluidos em
dimetilsulféxido (DMSO) e armazenados a -20°C. Para 0s ensaios in vivo, foram, entdo, preparadas

solugdes para administracdo aos animais nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, administradas por via oral
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em volume final de 100 pL de veiculo Polisorbato 80 (Tween 80) 1 hora antes dos ensaios. O
farmaco de referéncia utilizado para os ensaios in vivo foi a dexametasona (2,5 mg/kg),

administrada por via intraperitoneal 15 minutos antes dos ensaios.

5.4.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss Webster fémeas, com peso médio de 30g, doados
pelo Instituto Vital Brazil. Os animais foram mantidos no biotério do Programa de P6s-graduacao
em Farmacologia e Quimica Medicinal, do ICB, com ciclo claro/escuro de 12 h, temperatura
ambiente controlada (20 £22C), em caixas forradas com maravalha, com livre acesso a ragéo e
agua. Para que ndo haja interferéncia dos alimentos na absorcéo das substancias administradas aos
animais, 0s mesmos foram mantidos em jejum por 3 horas antes da realizacdo dos experimentos.

Os protocolos experimentais utilizados neste projeto seguiram as regras preconizadas pela
Lei 11.794, de 08/10/2008, pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA), do Centro de

Ciéncias da Saude/UFRJ, recebendo o seguinte namero de protocolo 35/19.

5.4.3 Modelo de migracéo celular induzido por carragenina para bolsa de ar subcutanea
(BAS)

Este modelo consiste na formacdo de uma bolsa de ar no dorso do camundongo atraves da
injecdo de ar estéril. A injecdo de uma solucéo de carragenina (0,5%), um agente flogistico, induz a
migracao celular e desenvolvimento de um processo inflamatario.

Como pode-se observar no esquema abaixo, a BAS foi formada no dorso dos animais
através da injecdo de 10 mL de ar estéril. Apos 3 dias, com o objetivo de manter a cavidade, foram
injetados mais 7 mL de ar estéril. No 6° dia, os animais foram tratados com as substancias (PQM-
310, PQM-311, PQM-331, PQM-332, PQM-334, PQM-335 ou PQM-336) nas doses de 1, 3 ou
10 mg/kg e 60 minutos depois foi feita uma injecdo de carragenina 0,5%.

O grupo controle positivo recebeu pré-tratamento com a dexametasona (2,5 mg/kg) 15
minutos antes da injecdo de carragenina 0,5%, na BAS. O 2° grupo controle foi composto por
animais que receberam pré-tratamento oral com veiculo 1 hora antes da injecdo da carragenina na
BAS. Além disso, o grupo controle negativo foi composto por animais que receberam pré-

tratamento oral com veiculo 1 hora antes da inje¢do da salina na BAS.



100

Apoés 24 horas da injecdo de carragenina ou salina, os animais foram sacrificados e a BAS
foi lavada com 1 mL de salina. Do exsudato coletado da BAS foi realizada a contagem total dos
leucécitos. O exsudato foi centrifugado a 1500 r.p.m., por 8 minutos a 4°C. O sobrenadante foi

armazenado a -20°C para dosagens posteriores.

Figura 58 - Esquema do modelo de migracédo celular induzido por carragenina na bolsa de ar

Day 7

subcutanea.

Day 3 Day 6

Controle:

Tween 80 ‘ Controle: Dexametasona

(2,5 mg/kg —i.p.)
ou

Eutanasia, coleta
de exsudato, para

Substancias Testadas
(1, 3 ou 10 mg/kg)
Via oral

O Ar Estéril ‘

quantificagdes
posteriores:
Proteinas
Citocinas
Oxido nitrico

. Controles 1mL de 1mL de © Lisado o/ WB
Salina (NaCl Carragenina

O Exsudato 0,9%) ou (0,5%)

carragenina
(0,5%)

5.4.4 Quantificacdo de citocina IL-1p

A quantificacdo de citocinas foi realizada utilizando kits especificos de ELISA, para TNF-a.
Imunoplacas de 96 pocos foram incubadas durante a noite, a 4°C, com o anticorpo de captura
especifico para a citocina. No dia seguinte, as placas foram lavadas e incubadas com o tampao de
blogueio por uma hora, em temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 25uL das
amostras ou padrdo especifico e as placas foram mais uma vez incubadas. Ap0s a incubacédo
overnight, as placas foram lavadas com o tampdo de lavagem e incubas por 1 hora em temperatura
ambiente com o anticorpo de deteccdo conjugado a uma enzima. As placas foram novamente
lavadas e a solucdo de substrato foi adicionada. Apds incubacao por 30 minutos, ao abrigo da luz,
adicionou-se H3POs4 (1N), como solucéo de parada. A absorbéancia foi medida a 450nm, utilizando-

se um leitor de microplacas.
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5.4.5 Modelo de lambedura de pata induzido por formalina

Os animais recebem uma injecdo de 20uL de formalina (2,5% v/v) na superficie dorsal da pata
traseira. O tempo de lambedura ap6s a injecdo foi contabilizado imediatamente. A resposta
nociceptiva progride em duas fases: 0-5min apds a injecdo de formalina (primeira fase que é
caracterizada pela resposta dolorosa neurogénica) e de 15-30 min (segunda fase que é caracterizada
pela resposta dolorosa inflamatéria). Os animais foram tratados por via oral com PQM-310 (52a) e
PQM-311 (52b) nas doses de 1 e 10 mg/kg), 60 minutos antes da administracéo.

5.5 PREDICAO DE PROPRIEDADES ADME

Baseado em modelos estruturais 2D, desenhados no software ChemDraw Professional,
versdo 15.0, os compostos estudados foram submetidos ao Programa QikProp 3.1 (Schréedinger)
para a predicdo de propriedades ADME e algumas propriedades fisico-quimicas relevantes para

avaliacdo de provavel perfil farmacocinético e de toxicidade.



102

6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

No desenvolvimento deste projeto, foram sintetizados 7 novos compostos hibridos
capsaicina-curcumina, PQM-310 (52a), PQM-311 (52b), PQM-331 (52c), PQM-332 (52d),
PQM-334 (52e), PQM-335 (52f) e PQM-336 (529g), planejados como potenciais candidatos a
protétipos de candidatos a farmacos com perfil analgésico e anti-inflamatdrio. A sintese quimica
envolveu de 5 a 6 etapas, com rendimentos globais moderados, da ordem de 16 a 44%. A avaliacao
farmacoldgica in vivo foi baseada nos modelos de bolsa de ar subcuténea (BAS), com resposta
inflamatoria induzida por carragenina, modelo de edema de pata induzido por carragenina e por
formalina, todos em camundongos. Os resultados evidenciaram os compostos PQM-310 (52a) e
PQM-311 (52b), com os melhores efeitos anti-inflamatérios da serie-alvo, com destaque para
PQM-311, que demonstrou ser o ligante mais promissor, capaz de inibir a migracdo leucocitaria em
BAS, inibindo a producdo de TNF-a, por um mecanismo de agdo que, pelo menos em parte, esta
formalina, além do efeito anti-inflamatorio, PQM-311 também demonstrou atividade
antinociceptiva significativa. A avaliacdo de possivel toxicidade, tanto em exame de sangue como
em predicdo in silico sugerem que as substancias-alvo, sobretudo as mais promissoras, ndo sao
significativamente toxicas. Apesar de incompletos, estes resultados apontam para PQM-310 e
PQM-311 como potenciais candidatos a prototipos de farmacos anti-inflamatérios e analgésicos,
potentes, pouco toxicos e com um padrdo molecular, at¢é o momento, inédito e inovador. A
caracterizacdo do perfil farmacologico ainda carece de complementacdo, necessitando ainda da
determinacdo de suas poténcias relativas, pelo céalculo de das curvas dose-resposta, bem como de
um estudo mais aprofundado do mecanismo de acéo envolvido, toxicidade e estabilidade quimica e
plasmatica. Todos estes dados estdo sob avaliagdo em colaboracdo com o grupo da Profa. Dra.
Patricia Dias Fernandes, do ICB-UFRJ, cujos avancos e dados adicionais foram amplamente

prejudicados pelos efeitos da pandemia de COVID-19.
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APENDICE
Conjunto de espectros no Infravermelho (IVV) e de Ressondncia magnética nuclear (RMN) das

substancias-alvo deste trabalho.

Figura 59 - Espectro de absor¢édo na regido do 1V do composto PQM-311 (52b, ATR).
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Figura 60 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto PQM-311 (52b).
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Figura 61 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, DMSO-d6) do composto PQM-311 (52b).
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Figura 62 - Espectro de absor¢éo na regido do 1V do composto PQM-331 (52c, ATR).
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Figura 63 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto PQM-331 (52C).
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Figura 64 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds) do composto PQM-331 (52C).
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Figura 65 - Espectro de absorgéo na regido do IV do composto PQM-334 (52d, ATR).
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Figura 66 - Espectro de RMN de *H (75 MHz, DMSO-ds) do composto PQM-334 (52d).
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Figura 67 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds) do composto PQM-334 (52d).
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Figura 68 - Espectro de absor¢édo na regido do 1V do composto PQM-335 (52e, ATR).
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Figura 69 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto PQM-335 (52¢).
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Figura 70 - Espectro de RMN de *3C (75 MHz, D20) do composto PQM-335 (052e).
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Figura 71 - Espectro de DEPT-135 (75 MHz, DMSO-d6) do composto PQM-335 (52e).
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Figura 72 - Espectro de absorcdo na regido do IV do composto acetilado (58", ATR).
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Figura 73 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto acetilado (58").
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Figura 74 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds) do composto acetilado (58").
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Figura 75 - Espectro de absor¢do na regido do 1V do composto PQM-336 (52f, ATR).
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Figura 76 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto acetilado acoplado

PQM-336 (52f).
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Figura 77 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds) do composto acetilado acoplado
PQM-336 (52f).
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Figura 78 - Espectro de absor¢éo na regido do 1V do composto PQM-332 (52g, ATR).
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Figura 79 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto PQM-332 (52g).
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Figura 80 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds) do composto PQM-332 (529).
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Figura 81 - Espectro de DEPT-135 (75 MHz, DMSO-d6) do composto PQM-332 (529).
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