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RESUMO

O processo inflamatdrio acontece naturalmente como resposta da imunidade inata a eventos
internos e externos, promovendo a ocorréncia de sinais classicos como edema, calor, rubor, dor
e perda da funcéo. Este processo envolve diversos mediadores quimicos e bioldgicos, tais como
0 oxido nitrico (NO) e o fator de necrose tumoral--o. (TNF-a). Quando a resposta inflamatoria
dura muito tempo, caracteriza-se como inflamacéo cronica e pode ter como consequéncia, ou
pode acentuar doengas graves como canceres, asma, etc. Muitos medicamentos Ssao
comercializados e administrados para o tratamento destes distdrbios inflamatérios, porém, os
efeitos colaterais que estas drogas causam trazem a necessidade de novos farmacos mais
seletivos e menos tdxicos para o tratamento destas enfermidades. Os derivados da Talidomida,
as ftalimidas, j& apresentam na literatura atividade frente aos mediadores inflamatérios,
principalmente a0 TNF-a. Derivados ftalimidicos N-(arilaminometil)-ftalimidas e N-
(tiazolaminometil)-ftalimida, foram sintetizados a partir de trés etapas reacionais, utilizando-se
dos métodos de fusdo e refluxo, para que, por fim, N-hidroximetilftalimida fosse condensada
com anilinas substituidas e um 1,3-aminotiazol, obtendo-se assim os 15 compostos. As
moléculas obtidas foram isoladas e as caracteristicas fisico-quimicas foram realizadas, ponto
de fusdo, rendimento e indice de retencdo, e posteriormente as moléculas foram avaliadas
estruturalmente através de técnicas de RMN de *H e * C, IV, e EMAR. A atividade inibitoria
destes compostos foi estudada, in vitro, frente ao 0xido nitrico e TNF-o em macrofagos J774
estimulados com LPS e INF-y. Os compostos DA 1.7, DA-1.9 e DA- 1.15 exibiram atividade
inibitdria significativa na producdo de NO e TNF-a. Em conclusdo, a quimica e a farmacologia
de derivados ftalimidicos N-(arilaminometil)-ftalimidas e N-(tiazolaminometil)-ftalimida
permitiu esclarecer aspectos importantes da relacdo-estrutura-atividade, contribuindo para o

desenvolvimento das pesquisas em anti-inflamatorios.

Palavras-chave: Fator de necrose tumoral alfa. Ftalimidas. Inflamag&o. Oxido nitrico.



ABSTRACT

The inflammatory process occurs naturally as a response to innate immunity derived from
endogenous and exogenous events, promoting the occurrence of classical signs such as edema,
heat, redness, pain and loss of function. This process involves several chemical and biological
mediators such as nitric oxide (NO) and tumor necrosis factor (TNF-a). When the inflammatory
response lasts a long time, it is characterized as chronic inflammation and can have as
consequence or it can accentuate serious diseases like cancers, asthma, etc. Many drugs are
marketed and administered to treat these inflammatory disorders, but side effects of these drugs
highlights the importance for the discovery of new, more selective and less toxic drugs for the
treatment of these diseases. Thalidomide derivatives, the phthalimides, are known in the
literature to present inhibitory activity against inflammatory mediators, mainly to TNF-a.
Phthalimidic derivatives N-(arylaminomethyl)phthalimides and N-
(thiazolaminomethyl)phthalimide were synthesized from three reactional steps using the
melting and reflux heating methods, where N-hydroxymethylphthalimide was condensed with
phenylamines and an aminothiazole, thereby affording 15 compounds. With the obtained
molecules, physicochemical characteristics were obtained, melting point, yield and retention
index, and later the molecules were evaluated structurally by *H and *C NMR, IR and LCMS
techniques. The inhibitory activity of these compounds was studied, in vitro, against nitric oxide
and TNF-a in J774 macrophages stimulated with LPS and INF-y. Compounds DA- 1.7, DA-
1.9, DA- 1.15 exhibited significant inhibitory activity for NO and TNF-o. In summary, we
demonstrated the structure-activity relationships by studying the chemistry and pharmacology.

Keywords: Inflammation. Nitric oxide. Tumor necrosis factor alpha. Phthalimides,
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1 INTRODUCAO

A resposta inflamatoria, como parte da imunidade inata, atua no tecido vascular a partir
de estimulos danosos enddgenos e exdgenos como, contaminacdo patogénica, células lesadas,
a fim de que a homeostasia e integridade tecidual sejam restauradas. Embora seja essencial e
muitas vezes benéfica, esta atividade pode ocasionar ou agravar doengas como obesidade,
canceres, doencas cardiovasculares (LU et al., 2015; BANBURY et al, 2015), devido a
exacerbacdo e prolongamento desta por falhas nos mecanismos de controle fisiologico
(TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2005).

Diversas células imunes e mediadores quimicos estdo envolvidos na reacao
inflamatdria. Os macréfagos se apresentam como células mais dominantes na resposta
inflamatdria, e sdo ativados por células danificadas e por moléculas que estdo associadas a
patégenos, como por exemplo, o LPS (Lipopolissacarideo), e a partir disso, varias citocinas
pré-inflamatérias como TNF-a, e mediadores quimicos como 6xido nitrico (NO) séo expressos
(CHEN; NUNEZ, 2010).

TNF-a ¢ uma importante citocina pro-inflamatéria que atua na ativacdo de neutréfilos,
producdo de intermediarios reativos de oxigénio, aumento da citotoxicidade para certos micro-
organismos e aumento da atividade fagocitica, quimiotaxia dessas células e de mondcitos, e
também induz a producdo de citocinas como a IL-1 e IL-6 (AKIRA et al., 1990; VASSALLI,
1992; GOLDBLUM et al., 1993; EIGLER et al., 1997; ALESSIO et al., 1998). O NO esta
presente na inflamacéo e tem funcdo muito importante contra bactérias, e como modulador da
proliferacdo das mesmas, sendo assim um grande agente anti-infeccioso (CAROSSA et al.,
2001; FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

Em grande maioria, os medicamentos anti-inflamatdrios empregados na clinica séo o0s
esteroidais (corticosterdides) e ndo-esteroidais (AINEs). Quando o uso é prolongado,
apresentam efeitos colaterais graves, que afetam a adesé@o do paciente ao tratamento terapéutico,
principalmente nas doencas crbnicas e por consequéncia sua seguranca torna-se questionada
(BATLOUNI, 2010). Diante disso, a quimica medicinal sempre investe na busca por novos
farmacos mais seletivos a fim de aumentar o sucesso das terapias e de evitar com que outras
doencas sejam acarretadas devido ao insucesso destes tratamentos.

O nucleo farmacoforico ftalimida destaca-se por ser versatil e promissor, sendo descrito
como uma estrutura privilegiada pois apresenta diversas atividades biol6gicas. E um importante
protétipo apresentando atividade antiparasitaria (ALIANCA et al, 2017), anti-inflamatéria
(LEITE et al., 2014), antitumoral (PESSOA et al., 2010), antiproliferativa (CARDOSO et al.,
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2015), imunomoduladora (CARDOSO et al., 2015; LEITE et al., 2014; COELHO et al., 2014;
PESSOA et al., 2010).

A atividade imunomoduladora dos derivados ftalimidicos, estao interligadas com o fator
de necrose tumoral (TNF-a) o qual é estudado e evidenciado sua importancia, por ser
considerado mediador dos processos inflamatdrios e tumorais (OLIVEIRA, 2014). Assim como
demonstrada a relevancia das ftalimidas sobre o TNF-a nos processos inflamatorios, também
destacamos a atividade dessas diante da producdo do NO, onde derivados N-
aminometilftalimidas aumentaram a sua inducdo por macréfagos peritoneais, obtidos de Mus
musulus, quando comparados com IFN-y e LPS (lipopolissacarideos) (NETO, 2002).

Um exemplo classico de farmaco que apresenta este grupamento quimico € a
Talidomida, farmaco com atividade hipnotica e sedativa, com baixa toxicidade. Entretanto, esta
molécula promoveu um grande desastre pela sua alta teratogenicidade em criancgas na qual suas
maées utilizaram este medicamento para tratar enjoos matinais.

Este trabalho apresenta a sintese de 15 compostos N-(arilaminometil)-ftalimidas
planejados por estratégias de bioisosterismo e hibridacdo molecular, candidatos a farmacos

anti-inflamatorios, estudados frente a NO e TNF a.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Visando a necessidade de identificar novos farmacos para o tratamento dos distdrbios
inflamatorios, este trabalho tem como objetivo o planejamento estrutural e a sintese de
derivados ftalimidicos, bem como a avaliacdo farmacologica das propriedades inibitdrias frente
a secrecao do oxido nitrico e do fator de necrose tumoral o, e estudo das relagdes estrutura-

atividade.

2.2 Objetivos especificos

e Planejar estruturalmente e sintetizar 14 N-(arilaminometil)-ftalimidas e 1 N-
(tiazolaminometil)-ftalimida (DA 1.1 — 1.15);

e Caracterizar quimicamente e elucidar estruturalmente todos os compostos através de
técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (*H-RMN) e Carbono
(8CRMN), Infravermelho (1V) e EMAR;

e Avaliar atividade inibitéria “in vitro” frente 6xido nitrico e TNF-q;

e Analisar a citotoxicidade celular frente a macréfagos J774.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Inflamacéo

A inflamacdo acontece através do mecanismo central de reparagdo dos tecidos apds a
ocorréncia de um trauma, seja ele de natureza bioldgica (microorganismos), quimica
(substancias irritantes) e/ou fisica (calor, frio, lesdo) (TLASKALOVAHOGENOVA, 2005;
ABBAS et al., 2008). Em consequéncia ao dano tecidual, mediadores quimicos como as
cininas, neuropeptidios e histamina, componentes do complemento, citocinas e outros produtos
dos leucdcitos e das plaquetas, sdo recrutados e liberados no sentido de inativar ou destruir o
agente agressor, assim como promover a reparacao tecidual no local da lesdo (RANG et al.,
2007). Estes componentes quimicos atuam nos eventos vasculares, acarretando a vasodilatagéo,
aumento da permeabilidade capilar, migracdo de leucdécitos da circulagdo para o tecido
inflamado e supervisédo das diversas respostas de defesa local (Figura 1).
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Figura 1: Eventos vasculares da inflamacéo. Fonte: Kumar et al, 2008.
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De acordo com a durabilidade da lesdo e sinais clinicos, a inflamagao é definida como
aguda ou crénica. De carater ndo imunologico e de curta duragdo, o processo inflamatdrio agudo
atrai células ativadas do sistema fagocitico e macrofagos teciduais para o local do trauma,
secretando histamina, serotonina e citocinas. Diante das citocinas liberadas no momento da
lesdo, temos a interleucina 10 (IL-10) que apresenta-se modulando o processo inflamatério; o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) que atua induzindo a liberagdo de outras citocinas
(VAZQUEZ-LOMBARDI, ROOME; CHRIST, 2013); e a interleucina 1-Beta (IL-1B) que
ocasiona a ativacdo da enzima cicloxigenase (COX) responsavel pela producdo de
prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PGI2s) e tromboxanos (TXs) (VERRI et al., 2006).

Essas citocinas, a partir de um processo auto-regulatério, atraem leucdcitos para o foco
inflamatério (VOLTARELLI, 1994), os quais podemos destacar, neutrofilos e as células
mononucleares (linfécitos, mondcitos e macréfagos) (SOEHNLEIN; LINDBOM 2010). Os
neutrofilos caracterizam-se como importantes células da resposta imune inata, migrando
primariamente para o local do trauma, infeccdo ou inflamacdo, e juntamente com 0s
macrofagos, acarretam a fagocitose e erradicacdo do agente promotor da inflamacéo através da
liberagéo de quimiocinas e citocinas (Figura 2) (MONTESEIRIN 2009; KUMAR; SHARMA,
2010).
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Figura 2: Eventos na resolucdo da inflamacdo. Fonte: Kumar et al, 2008.
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Quando o agente agressor permanece ativo por semanas, meses e até anos, ocorre a
inflamacdo cronica, que esta relacionada & patogénese de diversas doengas cronicas, tais como
psoriase, artrite reumatoide, osteoartrite, sindrome metabolica, doenca de Crohn e doencas
neuroldgicas (ALKIM et al., 2015). Isso ocorre devido ao desequilibrio do processo
inflamatorio com outras funcdes celulares, causando estas diversas desordens bioldgicas. As
principais células presentes no sitio da inflamagao cronica, sdo os macrdfagos, os quais sdo
responsaveis pela secrecdo de diversos mediadores fisiologicos como as citocinas pro-
inflamatdrias interleucina-1p (IL-1B), IL-6, IL-8 e 0 TNF-0, que atuam na manutengao e
propagacao do quadro inflamatorio durante o processo cronico (ALKIM et al., 2015; OLIVER;
CIULLA, 2006; COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010; SUZUKI et al., 2008). A
histamina, os metabolitos do acido araquiddnico, o fator de ativacao plaquetaria, a bradicinina,
0 oxido nitrico (NO), os neuropeptidios, sdo alguns dos mediadores quimicos envolvidos neste
processo (COUTINHO et al., 2009).

3.2 Fator de necrose tumoral alfa — TNF-a

O TNF-a (Figura 3) é um importante mediador pré-inflamatério do grupo das citocinas
e define-se como uma glicoproteina de membrana, sintetizada na forma de um precursor de 233
aminoacidos, peso molecular de 26 kDa e constituida por um dominio intracelular, um
transmembranico e um dominio extracelular (PENNICA et al., 1984; VASSALI, 1992;
BRADLEY, 2008).
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Figura 3: Estrutura terciaria do TNF-a. Fonte: Protein Data Bank (PDB), em junho de 2017 —
disponivel em www.rcsb.org — a partir do PDB ID: 1TNF.

Estando acoplado a membrana, 0 TNF-o encontra-se na sua forma imatura, porém, ao
ser clivado pela enzima TACE (TNF-a Converting Enzyme), resulta na liberacdo do TNF-a
soltvel ou maduro (PENNICA et al., 1984). Evidéncias demonstram que o TNF-o, em ambas
as formas, € biologicamente ativo e necessita estar na forma trimérica para exercer sua atividade
(KRIEGER et al., 1988; PEREZ et al., 1990; GOETZ et al., 2004; BRADLEY, 2008). A
literatura apresenta que células de camundongos deficientes em TACE fornecem 80 a 90%
menos TNF-a maduro, do que animais normais (KILLAR et al., 1999).

A expressdo do TNF-o ocorre em diferentes tecidos, atuando principalmente no
recrutamento de neutrofilos e mondcitos para os locais de infeccdo a fim de que se restabeleca
a funcéo inicial, que é o mecanismo de reparo e cicatrizacdo. Esta citocina pré-inflamatoria
também estimula e induz a cascata de ativacdo de outras citocinas, como espécies reativas de
oxigénio (EROs), assim como ativa 0s genes responsaveis pelo estresse oxidativo que sdo
encarregados por aumentar e prorrogar o processo inflamatério (CHAPARRO et al., 2012;
ZHOU et al., 2006; KRAYCHETE et al., 2006; MONTENEGRO, 1999).

A principais fontes que geram e secretam TNF-a, apds estimulo apropriado, sdo os
mondcitos e macrofagos (HOFSLI et al., 1989; VASSALI, 1992). Os macrofagos atuam na
produgéo do TNF-a a partir de uma série de estimulos como bactérias, virus, complexos imunes,
citocinas, lesdes entre outros (BALKWILL, 2009; TRACEY et al.,, 2008). Linfdcitos T,

neutrofilos, células endoteliais e mastdcitos, também produzem esta citocina, e adicionalmente,
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estas Ultimas estocam TNF-a em granulos citoplasmaticos (AKIRA et al., 1990; GORDON et
al., 1990). O proprio TNF-a, o lipopolissacarideo de membrana de bactéria (LPS), a
interleucina-1 (IL-1), o Interferon-y (INF-y) sdo aptos a estimular e liberar o mesmo (TRACEY
etal., 1987).

O TNF-a, liberado no espago extracelular, liga-se a dois tipos de receptores para que
exerca seus efeitos bioldgicos, 0 TNFR1 e o TNFR2 (TRACEY et al., 2008; WALLIS, 2008).
O TNFR1 esta expresso em praticamente todas as células do organismo e 0 TNFR2, encontra-
se mais comumente em células do sistema hematopoiético. Relatos da literatura detectam que
a interacdo do TNF-a com o receptor TNFR1 promove uma sinaliza¢do intracelular que tem
como consequéncia eventos pré-inflamatorios e apoptose, ja a interacdo do TNF- o com o
receptor TNFR2 nédo apresentam muitos dados e tém sido associados ao reparo de tecidos e a
angiogénese (KONDO; SAUDER, 1997; BRADLEY, 2008).

O fator de transcri¢do nuclear Kappa B (NFxB), denominacdo genérica de uma grande
familia de fatores de transcri¢do, medeia a resposta celular do TNF-a, assim como de citocinas,
agentes infecciosos. NFkB regula a expressdo de inumeros genes envolvidos nas respostas
imune, inflamatoria e na sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo de células. A regulacédo
inadequada da cascata de sinalizacdo do NF«kB esta interligada com a inflamagéo cronica,
doencas auto-imunes, algumas desordens hereditérias e muitos canceres (ESCARCEGA et al.,
2007).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), citocina pro-inflamatdria, é considerada uma
das maiores promotoras da inflamacéo, por entre outras funcdes, acarretar a sintese de outras
citocinas responsaveis pela cascata pro-inflamatéria (PARAMESWARAN; PATIAL, 2010).

3.3 Oxido Nitrico

O 6xido nitrico (NO) em temperatura ambiente se comporta como radical livre gasoso,
inorganico e incolor (Moncada et al., 1991). Embora, inicialmente, tenha sido considerado
apenas como um poluente ambiental, com o passar do tempo e extensas pesquisas, demonstrou-
se a importancia desta molécula na maioria dos sistemas bioldgicos, na neurotransmissao, na
defesa imune, regulacdo da morte celular e motilidade celular (Beckman; Koppenol, 1996;
Morris et al., 1992; Snyder; Dawson, 1995).

A sintese do NO se da a partir do aminoacido L-arginina, que esta presente em grandes
concentragfes no sangue, no fluido extracelular assim como em diferentes tipos de celulas,

sendo esta reacédo catalisada pela enzima oxido nitrico sintase (NOS). Contudo, a obten¢éo do
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Oxido nitrico é consequéncia de diversos eventos oxidativos e redutores, e depende de um
grande nimero de cofatores (Figura 4) (BRUCKDORFER, 2005).
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Figura 4: Esquema simplificado da biossintese do NO. Fonte: Microbiologia e imunologia
online, em junho 2017. Disponivel em: www.microbiologybook.org/Portuguese/immuno-port-
chapterl.htm.

A enzima NOS detém trés isoformas conhecidas: NOS neuronal (nNOS), NOS
endotelial (eNOS) e NOS induzida (iNOS). A nNOS e eNOS sé&o ditas enzimas constitutivas,
produzem NO em baixas concentracdes e é ativada através do célcio (CIRINO; FIORUCCI;
SESSA, 2003). J4 a iNOS, libera em torno de 20 vezes mais NO do que a NOS constitutivas,
sendo expressa nos macrofagos, neutrofilos, fibroblastos, células endoteliais em resposta a
estimulos externos como, por exemplo, organismos invasores (BRUCKDORFER, 2005).

O NO quando sintetizado em altas concentracfes pela iNOS, tem atuado como um
potente efetor citotoxico na defesa imune (LIEW & COX, 1991; WEI et al, 1995;
MACMICKING et al, 1997; KRANCKE et al, 1991). A producio do NO através da expressdo
da iINOS pode ser positiva quando resulta na inibicdo do crescimento de patdgenos, na prote¢do
de tecidos frente a traumas na resposta inflamatdria aguda sistémica, assim como no bloqueio
da microtrombose por meio da prevencdo de adesdo plaquetaria. Todavia, pode ser desfavoravel
quando a sintese de NO a partir de iINOS no espac¢o subendotelial e o potencial para sua inibigdo
por lipoproteinas podem ter efeito sobre a patogénese dos vasos sanguineos ateroscleréticos,
devido a disfuncdo endotelial e consequente perda da atividade biologica de NO (MORRIS;
BILLIAR, 1994).
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3.4 Talidomida

A (2- (2,6-dioxo-3-piperidil) isoindolina-1,3-diona) ou (x) ftalimidoglutarimida,
conhecida como Talidomida (Figura 5) é um derivado sintético do acido glutamico, e foi
produzida e comercializada como um sedativo em 1957 por “Chemie Grunenthal”. Esta droga
foi administrada com seguranca e demonstrou auséncia de efeitos adversos, tornando-se um
sedativo-hipnotico benéfico entre 1957 e 1961 muito utilizado por gravidas no tratamento de
enjoos matinais (MOOS et al., 2003).
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Figura 5: Talidomida. Fonte: (SINGHAL, 1999)

Devido a auséncia de efeitos indesejados e venda sem necessidade de prescricdo médica,
a talidomida teve ampla comercializacdo na Alemanha e em mais de 46 paises, como os da
Europa e América do Sul, além do Canada e outras regides do mundo, com excecao dos Estados
Unidos que ndo obtiveram licenca do Food and Drug Administration (FDA), por ndo ter
seguranca sobre a droga (KELSEY, 1988). Em 1958, sua utilizacdo comecou a ser interligada
a casos focomelia (auséncia ou encurtamento das partes proximais dos membros),
malformagdes intestinais, defeitos de 0ssos longos e outros distirbios em filhos de mulheres
gravidas que administravam este medicamento como antiemético (BORGES; FROEHLICH,
2003; MELCHERT; LIST, 2007).

Com isso, em novembro de 1961, o uso da talidomida foi suspenso, diminuindo
drasticamente a ocorréncia de bebés afetados. Mais de 10 mil criangas nasceram com graves
danos em todo o mundo (VARGESSON, 2013). O fato trouxe a oficial médica americana
Frances Kelsey, responsavel pelas decisdes a frente do FDA, a medalha e titulo de guardia da
Saude Publica concedida pelo, entdo, presidente John Kennedy, por evitar uma epidemia de
malformacdes em bebés nos EUA (RICE, 2007).
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Ap0s quatro anos do desastre da talidomida, 0 médico dermatologista Jacob Sheskin
apresentou os efeitos clinicos da talidomida frente ao eritema nodoso leproso (ENL),
diminuindo acentuadamente a dor e o processo inflamatorio associado a Hanseniase
(BOCHUD, et al., 2008). Portanto, esta descoberta fez a talidomida ressurgir e ser estudada
novamente como farmaco para algumas enfermidades, apresentando a¢des anti-inflamatorias,
eficacia para o tratamento da hanseniase, propriedade antiangiogénica, e potencialmente util
para o tratamento do cancer (BARBOSA, 2009).

Em 1991, um estudo relatou que pacientes com lepra apresentavam niveis sanguineos
aumentados de um modulador do sistema imunoldgico, a citocina TNF-a. Assim como
demonstraram que a Talidomida inibia seletivamente o fator de necrose tumoral alfa, em
situacOes que esta citocina era expressa em quantidades maiores a necessidade de manutencao
do sistema imunoldgico normal. Apresentando-se como potente imunoregulador (Gilla Kaplan
et al, 1991). Pacientes com tuberculose e AIDS, tratados com talidomida, também reduziram
as concentracOes de TNF-a, caracterizada pela melhora clinica do granuloma e reducdo da carga
viral (KLAUSNER et al., 1996). Diante dos estudos relatados na literatura, a hipotese mais
relevante é que a acdo deste medicamento se baseia primordialmente modulando a liberacédo de
TNF-a, resultando num farmaco eficiente no tratamento de disfuncBes inflamatérias e
tratamento do céancer (GERSHON, 1995; KAPLAN, 1994; BLACK; BIRDE; MOHLER,
1997).

Apds diversos estudos, atualmente a talidomida € licenciada em todo o mundo, inclusive
0s EUA desde 1998, para o tratamento da hanseniase e mieloma mdltiplo. A talidomida e seus
analogos sdo utilizados na terapéutica de varias condigdes clinicas, incluindo as do sistema
gastrointestinal como a doenga de Crohn — doenga cronica inflamatéria que afeta o trato
gastrointestinal, provavelmente acarretada por uma desregulacdo do sistema imunolégico —,
enfermidades reumatoldgicas como o lUpus - doenca autoimune que afeta principalmente pele,
articulacdes, rins, cerebro assim como também todos os demais 6rgdos —, e canceres como 0
renal, de prostata e sarcoma de Kaposi. (VARGESSON, 2013).

3.5 Derivados da Talidomida (Ftalimidas)

A Talidomida apresenta em sua estrutura dois grupamentos quimicos, a ftalimida e
glutarimida (Figura 6). Estudos de relacdo estrutura-atividade (SAR), demonstram a
importancia do grupo ftalimida em relacdo ao grupo glutarimida, frente a diversas atividades

bioldgicas. Isso pode ser exemplificado com alguns relatos, como em 1995 quando
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HASHIMOTO et al observaram que o grupamento glutarimida ndo tinham relavancia na
atividade anti-TNF-o. Por sua vez, em 1999 MULLER et al enfatizaram os resultados
demonstrados por MYIACHI et al (1997), o qual definiram a relevancia do anel ftalimidico na
atividade anti-TNF-o..
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Figura 6: Grupamentos quimicos da Talidomida. Fonte: autor.

Entre as diversas atividades farmacoldgicas das ftalimidas, descritas na literatura, temos
a atividade antiparasitaria (ALIANCA et al, 2017), anti-inflamatéria (Bach et al, 2017, LEITE
et al., 2013), antitumoral (CARDOSO et al, 2015), imunomoduladora (COELHO et al, 2014;
LEITE etal, 2013; PESSOA et al, 2010), analgésica (ALANAZI et al, 2015), anticonvulsivante
(KAMINSKI et al, 2011), antituberculose (AKGUN et al, 2012; ABDEL-AZIZ et al, 2011),
hipolipidémica (ABDEL-AZIZ et al, 2011), ansiolitica (ALANAZI et al, 2015).

A partir destes dados, evidencia-se a importancia do planejamento, sintese e obtencéo
de derivados ftalimidicos como grupamento promissor para o tratamento de doencas.
Pomalidona (ACTIMID CC-4047) (7) e a lenalidomida (Revlimid, CC-5013) (Figura 7),
derivados da talidomida, sdo dois principais farmacos imunomoduladores com atividade
antitumoral, e sdo 0s primeiros a entrarem nos ensaios clinicos para o tratamento do mieloma
maultiplo em 1999 (Chanan-Khan et al, 2006; Rhee et al, 2008).
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Figura 7: Analogos da talidomida em ensaios clinicos para terapia antitumoral. Fonte:
Oliveira, 2014.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos

Os equipamentos e utensilios utilizados para sintese dos compostos da série DA 1.1-
1.15 fazem parte da infraestrutura do LpQM. A seguir estéo listados:

Vidrarias em geral;

Chapa de agitacédo e aquecimento (FISATOM 752A);
Balanca semi-analitica (BEL MARK 220);

Capela com exaustdo;

Dessecador;

Estufa (NOVA TECNICA NT 802);

Bomba a vacuo (MICRONAL BA525S);

Freezer de armazenamento;

AN N NN Y U N NN

Espatulas e pingcas metalicas.

4.2 Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados na obtencdo das moléculas foram adquiridos da Acros Organics,
Fluka, Vetec ou Sigma-Aldrich, enquanto que os solventes foram provenientes da Vetec ou
Dinamica. Os solventes deuterados (DMSO-d6) foram da marca CIL (Tédia Brazil). A seguir

temos uma lista dos reagentes e solventes utilizados:

Anidrido ftalico;
Uréia;
Formaldeido;
Anilinas;
Amino-Tiazol,
Trietilamina;
Agua destilada;
Metanol,
DMSO-d6;
DMF.

AN N NN Y N N N NN
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4.3 Monitoramento das reacoes

O acompanhamento das reacOes foi realizado utilizando placas de cromatografia em
camada delgada (CCD) de Silica Gel 60 contendo indicador fluorescente F2s4 de 0,25 mm de
espessura. A leitura destas foi realizada através de radiacdo de ultravioleta (UV) no

comprimento de onda (1) de 254 nm.

4.4 Sintese dos compostos

A obtencéo das N-(arilaminometil)-ftalimidas se deu em trés etapas reacionais, e suas

estruturas foram elucidadas. Tais procedimentos seréo descritos a seguir.

4.4.1 Sintese da ftalimida — 12 etapa

A ftalimida é obtida através da reacdo entre anidrido ftalico e uréia (Esquema 1), por
fusdo, através de uma acilacdo. Inicialmente, 2,59 de anidrido ftalico e 1,59 de uréia foram
pesados e colocados num gral para que fossem macerados. Ap6s maceracgéo, os reagentes foram
transferidos para um baldo de fundo redondo, 100 ml, imerso em banho de dleo, o qual foi
vedado frouxamente para que a presséo ficasse equalizada dentro e fora do recipiente.

O banho de 6leo foi aquecido a uma temperatura de 140°C, verificado por termbémetro,
até que ocorresse a fusdo dos reagentes, iniciando a reacdo. Com a fusdo, elevou-se
gradualmente a temperatura até 200°C, observando-se a formacao de uma massa porosa, devido
a formacéo de gases (CO2 e NH3). Ap6s uma hora, retirou-se a tampa do baldo para sublimacao
do anidrido ftalico, por cerca de meia hora. Retirou-se a reagdo do banho de 6leo e com o
resfriamento, desagregou-se a massa solida com auxilio de espatula ou bastdo de vidro.
Adicionou-se cerca de 10 ml de agua destilada e filtrou-se a ftalimida. A mesma foi colocada
no dessecador. Com a ftalimida j& obtida, fez-se uma cromatografia em camada delgada
(sistema de eluicdo: 7/3 hexano/acetato de etila).

A ftalimida apresenta-se como sélido branco, com a formula molecular CsHsOs, massa

molecular 148,02g/mol e ponto de fuséo de 238°C.
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Esquema 1: Obtencéo da ftalimida. Fonte: Autor.

4.4.2 Sintese da N-hidroximetilftalimida — 22 etapa

A N-hidroximetilftalimida é sintetizada através de uma condensacdo da ftalimida,
obtida previamente, com formaldeido (Esquema 2). Em um baldo de fundo redondo foram
adicionados 2,0g de ftalimida, 1,4ml de formol e 10ml de agua destilada. Colocou-se a reagdo
sob refluxo, em temperatura acima de 100°C, até obter uma solucdo limpida. A solucdo foi
filtrada a quente, por meio de papel de filtro e funil simples, e recolhida em erlenmeyer (que
também estava aquecido). Com o resfriamento da reacéo, ocorreu a formacao de cristais branco,
posteriormente filtrados em funil sinterizado e lavados com agua destilada gelada. O produto
foi acondicionado no dessecador para secagem. Por sequéncia, realizou-se a CCD (sistema de
eluicdo: 7/3 hexano/acetato de etila).

A N-hidroximetilftalimida apresenta férmula molecular CsHsNO2, massa molecular de
147,03g/mol e ponto de fusdo de 147°C.
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Esquema 2: Obtencédo da N-hidroximetil-ftalimida. Fonte: Autor.

4.4.3 Sintese das N-(arilaminometil)-ftalimidas — 32 etapa

Os compostos N-(arilaminometil)-ftalimidas foram preparados pelo procedimento

convencional ja descrito na literatura por Winstead e Heine, 1955. Esta metodologia utiliza N-
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hidroximetilftalimida e arilaminas ou aminotiazol em metanol, sob agitacdo magnética em
refluxo, durante 4-10h (Esquema 3). As reacGes foram acompanhadas por CCD que

demonstraram o consumo dos reagentes de partida. Nao foi necessaria recristalizacdo dos

com pOStOS.
COMPOSTOS R
0 o R
NH, H\ _@/ DA 1 H
OH N DA 2 4-C|
N—/ = —— _/ \ / DA 3 4-F
+ —_— &

| P RN DA 4 4-Br
Sy A DAS 4-0CH;
DA 6 4-C:Hy

N-HIDROXIMETILFTALIMIDA  ARILAMINAS N-(ARILAMINOMETIL)-FTALIMIDAS

o s (DA 1-13;15) DAT 3-0CH;

+ \ ] DA S8 3-cl

N
s / :\ DA 9 3-CH;
METANOL N N

HoN —<\ ] e DA 10 3-CF;
N DA 11 4-C;H
° DA 12 3,4-diCl
2-AMINOTIAZOL N-(TIAZOLAMINOMETIL)-FTALIMIDA DA 13 4-CH,

(DA14) DA 15 2.l

Esquema 3: Sintese das N-(arilaminometil)-ftalimidas. Fonte: Autor.

e DA 1> 2 - ((fenilamino) metil) isoindolina-1,3-diona:

Sob refluxo: Em um bal&o de fundo redondo de 100 ml, foram adicionados 0,5 g (3x10°
¥ mols) da N-hidroximetilftalimida (NHM) e 10 ml de metanol. Apos solubilizacdo da
NHM, adicionou-se 0,33 g (3x10° mols) da anilina. Depois de 3 horas, retirou-se a
reacdo do aquecimento e deixou-se sob agitacdo, até que, com o resfriamento, houve
formacéo de precipitado amarelo, o qual foi filtrado em funil sinterizado. Foi realizada
uma CCD —meio 9:1 Diclorometano / Acetato de etila— onde percebeu-se que o produto

estava puro.

e DA 2> 2 - (((4-clorofenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona:

O mesmo procedimento reacional utilizado para DA 1. 1 g (6x10° mols) da N-
hidroximetilftalimida (NHM), 20 ml de metanol, 0,76 g (6x10° mols) da 4-cloro-
anilina. Ocorreu precipitacdo durante a reacdo. A reacdo durou 4 horas, filtrou-se o
precipitado em funil sinterizado e com a CCD — meio 9:1 Diclorometano / Acetato de

etila — observou-se que 0 mesmo estava puro.
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DA 3> 2 - (((4-fluorofenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona:

O mesmo procedimento reacional utilizado para DA 1. 1 g (6x10° mols) da N-
hidroximetilftalimida (NHM), 20 ml de metanol e 0,67 g (6x107 mols) da 4-flor-
anilina. A reacdo durou 5 horas, filtrou-se o precipitado em funil sinterizado e com a
CCD - meio 9:1 Diclorometano / Acetato de etila — observou-se que 0 mesmo estava

puro.

DA 4-> 2 - (((4-bromofenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona:

O mesmo procedimento reacional utilizado para DA 1. 1 g (6x10° mols) da N-
hidroximetilftalimida (NHM) 20 ml de metanol e 1,03 g (6x10° mols) da 4-bromo-
anilina. A reacéo durou 4 horas e ocorreu precipitacdo. Filtrou-se o precipitado em funil
sinterizado e com a CCD — meio 9:1 Diclorometano / Acetato de etila — observou-se
uma pequena mancha de impureza, com isso, lavou-se com metanol, assim, obteve-se 0

produto puro.

DA 5 2 - (((4-metdxifenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona:

O mesmo procedimento reacional utilizado para DA 1. 1 g (6x10° mols) da N-
hidroximetilftalimida (NHM), 20 ml de metanol e 0,74 g (6x10° mols) da 4-metdxi-
anilina. A reacdo durou 4 horas, ocorreu precipitacdo, filtrou-se com funil sinterizado.
Foi realizada uma CCD — meio 9:1 Diclorometano / Acetato de etila — e percebeu-se

que o produto estava puro.

DA 6-> 2 - (((4-isopropilfenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona:

O mesmo procedimento reacional utilizado para DA 1. 1 g (6x10° mols) da N-
hidroximetilftalimida (NHM), 20 ml de metanol e 0,81 g (6x10° mols) da 4-isopropil-
anilina. A reacdo foi acompanhada por CCD — meio 9:1 Diclorometano / Acetato de
etila — e percebeu-se que a mesma tinha finalizado apds 6 horas, porém, ndo havia
ocorrido precipitacdo. Colocou-se a rea¢do na geladeira e apds 24 horas observou-se a

formacéo de precipitado, o qual foi filtrado em funil sinterizado.



35

DA 7-> 2 - (((3-metoxifenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona:

O mesmo procedimento reacional utilizado para DA 1. 0,5 g (3x10° mols) da N-
hidroximetilftalimida (NHM), 15 ml de metanol e 0,37 g (3x10 mols) da 3-metdxi-
anilina. A reacdo foi acompanhada por CCD — meio 9:1 Diclorometano / Acetato de
etila — e percebeu-se que a mesma tinha finalizado apdés 10 horas. SO ocorreu
precipitagdo depois que a reagédo ficou 24 horas na geladeira. O precipitado apresentou-
se na cor bege.

DA 8-> 2 - (((3-clorofenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona:

O mesmo procedimento reacional utilizado para DA 1. 0,9 g (5,4x10° mols) da N-
hidroximetilftalimida (NHM), 20 ml de metanol e 0,69 g (5,4x107 mols) da 3-cloro-
anilina. A reacdo foi acompanhada por CCD — meio 9:1 Diclorometano / Acetato de

etila — e durou 6 horas, quando ocorreu precipitacdo. Filtrou-se com funil sinterizado.

DA 9 2 - ((m-tolilamino) metil) isoindolina-1,3-diona:

O mesmo procedimento reacional utilizado para DA 1. 1 g (6x10° mols) da N-
hidroximetilftalimida (NHM), 20 ml de metanol e 0,64 g (6x10° mols) da 3-metil-
anilina. A reacdo foi acompanhada por CCD — meio 9:1 Diclorometano / Acetato de

etila — e durou 5 horas, quando ocorreu precipitacdo. Filtrou-se em funil sinterizado.

DA 10> 2 - (((3- (trifluorometil) fenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona:

O mesmo procedimento reacional utilizado para DA 1. 0,5 g (3x10° mols) da N-
hidroximetilftalimida (NHM), 20 ml de metanol e 4 gotas de trietilamina (catalisador),
e 0,48 g (3x10° mols) da 3-trifliormetil-anilina. A reacdo foi acompanhada por CCD —
meio 9:1 Diclorometano / Acetato de etila. Apés seis horas, retirou-se a reacdo do
refluxo e deixou em temperatura ambiente sob agitacdo. Apos 12 horas ocorreu

precipitacdo. Filtrou-se e colocou o precipitado no dessecador.

DA 11> 2 - (((4-etinilfenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona:
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O mesmo procedimento reacional utilizado para DA 1. 0,5 g (3x10° mols) da N-
hidroximetilftalimida (NHM), 20 ml de metanol, e 0,35 g (3x10° mols) da 4-etinil-
anilina. A reacdo foi acompanhada por CCD — meio 9:1 Diclorometano / Acetato de
etila. Apos trés horas de reacéo ocorreu formacéo de precipitado amarelo, a reacéo ficou
por mais 30 minutos e foi retirada. Filtrou-se e colocou o precipitado no dessecador.

DA 12 2 - (((3,4-diclorofenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona:

O mesmo procedimento reacional utilizado para DA 1. 0,33 g (2x10° mols) da N-
hidroximetilftalimida (NHM), 20 ml de metanol, e 0,32 g (2x107 mols) da 3,4-dicloro-
anilina. A reagdo foi acompanhada por CCD — meio 9:1 Diclorometano / Acetato de
etila. Ap6s quatro horas de reacdo desligou-se a chapa de agquecimento, e com 0

resfriamento ocorreu precipitacdo. Filtrou-se e colocou o precipitado no dessecador.

DA 13- 2 - ((p-tolilamino) metil) isoindolina-1,3-diona:

O mesmo procedimento reacional utilizado para DA 1. 0,5 g (3x10° mols) da N-
hidroximetilftalimida (NHM), 20 ml de metanol, e 0,32 g (3x10° mols) da 4-metil-
anilina. A reacdo foi acompanhada por CCD — meio 9:1 Diclorometano / Acetato de
etila — e percebeu-se que a mesma tinha finalizado apds cinco horas. Colocou-se a
reagcdo sob temperatura ambiente e apds 30 minutos houve formagdo de precipitado.

Filtrou-se e colocou no dessecador o produto puro.

DA 14-> 2 - ((tiazol-2-ilamino) metil) isoindolina-1,3-diona:

O mesmo procedimento reacional utilizado para DA 1. 0,5 g (3x10° mols) da N-
hidroximetilftalimida (NHM), 20 ml de metanol, 0,3 g (3x10 mols) do 2-amino-tiazol
e 4 gotas da trietilamina (catalisador). A reagéo foi acompanhada por CCD — meio 9:1
Diclorometano / Acetato de etila — e apds cinco horas foi retirada do refluxo e colocada
sob temperatura ambiente e agitacdo durante a noite. No outro dia, observou-se a
formacéo de precipitado. Filtrou-se e colocou no dessecador o produto puro.
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e DA 15> 2 - (((2-clorofenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona:

O mesmo procedimento reacional utilizado para DA 1. 0,5 g (3x10° mols) da N-
hidroximetilftalimida (NHM), 20 ml de metanol, 0,38 g (3x10-3 mols) da 2-cloro-anilina
e 4 gotas da trietilamina (catalisador). A reacédo foi acompanhada por CCD — meio 9:1
Diclorometano / Acetato de etila — e ap6s seis horas foi retirada do refluxo e colocada
sob temperatura ambiente e agitacdo durante a noite. No outro dia, observou-se a
formacao de precipitado na cor bege. Filtrou-se e colocou no dessecador o produto puro.

4.5 Dados fisico-quimicos

» Pontos de fusdo (PF): Foram medidos em capilares usando um aparelho de Thomas
Hoover (FISATOM 430 D) e os valores ndo foram posteriormente corrigidos. Os
produtos se fundiram sem aparente decomposicdo da amostra.

> Indice de Retengdo (RF): Utilizou-se placas de CCD de Silica Gel 60 contendo
indicador fluorescente F2s4 de 0,25 mm de espessura, € meio de elui¢do 7:3 Hexano /

Acetato de Etila. A leitura foi realizada através de radiacdo de ultravioleta (UV) no

comprimento de onda (1) de 254 nm.
4.6 Analises espectroscépicas

Para todos os compostos sintetizados, foram feitas analises de RMN de *H e *C. Os
espectros de RMN *H e 12 C foram adquiridos em instrumentos Varian modelo Unity Plus (400
MHz para *H; 100 MHz para C) ou Bruker AMX (300 MHz para 'H e 75.5 MHz para o 13C).
Os deslocamentos quimicos (8) foram reportados em ppm, utilizando tetrametilsilano (TMS)
como padrédo interna. As constantes de acoplamento foram indicadas em Hertz (Hz), e as
multiplicidades dos sinais foram designadas da seguinte forma: s — singleto, d — dubleto, t —
tripleto, m — multipleto. Os espectros de 1V foram obtidos em espectrofotdbmetro BRUKER
IFS-66, em discos de KBr. As micro-analises para C, N, H, e S foram realizadas em um
analisador Carlos Erba (modelo EA 1110). Para os espectros de massas de alta-resolucdo
(EMAR), usou-se a técnica de ionizacdo por electrospray (ESI) nos modos positivos (ESI+) ou
negativo (ESI-) com detec¢do no modo "time-of-flight" (TOF), medidos nos aparelhos LC-IT-
TOF da Shimadzu.
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4.7 Protocolo da avaliagdo farmacolodgica

4.7.1 Ensaio de citotoxicidade

Macréfagos murino da linhagem J774 foram incubados em placa de 96 pogos (1x10*
células/pogo, em 100 pL) em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Life
Technologies) suplementado com 10 % de soro bovino fetal (Life) e 50 pg/mL de gentamicina
(Novafarma, Anépolis, GO, Brasil) e mantidos por 24 h em estufa a 37°C e 5% de CO2. Como
controle positivo foi utilizado a violeta de genciana (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os
compostos foram solubilizados em DMSO (PanReac, Barcelona, Spain) e diluidos em meio
DMEM e foram testados em sete concentragdes (100-1.25 uM), em triplicatas. Apds adi¢do dos
compostos, as placas foram incubadas em estufa com 5 % de CO; a 37 °C por 72 horas. Em
seguida, foi adicionado 20 pL/poco de AlamarBlue (Invitrogen, Carlsbad, CA) e incubado por
4 h. A leitura no espectrofotdmetro foi realizada a 570 e 600 nm. Os valores de CCso foram
calculados utilizando leituras obtidas em trés experimentos independentes.

4.7.2 Dosagem de nitrito (6xido nitrico)

Macrdfagos murino da linhagem J774 foram incubados em placa de 96 pogos (2x10°
células/poco, em 100 pL) em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Life
Technologies) suplementado com 10 % de soro bovino fetal (Life) e 50 pg/mL de gentamicina
(Novafarma, Anapolis, GO, Brasil) e mantidos por 2 h em estufa a 37°C e 5% de CO2. O meio
foi removido e 100 puL de meio contendo 500 ng/mL de lipopolisacarideos (LPS, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) e 5 ng/mL interferon-gamma (IFN-y, Sigma-Aldrich) foram
adicionados. Apos 1 h, 100 pL de meio contendo os compostos foram adicionados e placa
incubada por 24 h em estufa a 37°C e 5% de CO.. Como controle positivo foi utilizado a
dexametasona (MP biomedicals, Santa Ana, CA) na concentracdo de 20 uM. Os compostos
foram solubilizados em DMSO (PanReac, Barcelona, Spain) e diluidos em meio DMEM e
foram testados na concentragao de 20 uM), em quadruplicatas. Em seguida, o sobrenadante foi
coletado e a producéo de nitrito no sobrenadante de macrofagos J774 foi determinada através
do método de Griess (GREEN et al., 1982). Dois experimentos independentes foram realizados.

A absorbancia foi determinada em leitor de ELISA (Spectramax), com filtro de 570 nm.

As analises foram realizadas no Software Softmax 4.3.1. Os resultados foram expressos em uM
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de nitrito, tendo por base uma curva padrao de nitrito de sddio com concentracgdo inicial de 400
UM.

4.7.3 Dosagem de citocinas

As dosagens de TNF-a foram realizadas a partir do sobrenadante das culturas de células
coletados 4 h pela técnica de ELISA sanduiche, utilizando o protocolo, anticorpos e citocinas
recombinante do kit Duoset ELISA Developmet System (R&D Systems, Minneapdlis, MN,
EUA). Placas de ELISA (NUNC — IMMUNO PLATE MaxisorpSurface) foram sensibilizadas
com 50 ul/pogo do anticorpo de captura, na concentracdo de 2 ug/ml, diluido em PBS e
incubadas por 16 horas a temperatura ambiente. As placas foram lavadas trés vezes com PBS a
0,05% de tween e bloqueadas com 100 ul/poco de PBS contendo, 1% de albumina bovina por
2 horas. Em seguida, foram adicionados 50 ul/pogo das amostras, do branco e da curva padrao
dos recombinantes diluidos no tampéao Tris-salina (20mM trizma base e 150 mM de NaCl)
contendo 0.1% de albumina bovina e 0.05% de tween 20, durante 2 horas, a temperatura
ambiente. O padréo foi diluido em concentrac@es seriadas (1:2), a partir da concentracao inicial
em pg/ml de cada kit, com sete diluicGes em duplicata. A placa foi lavada trés vezes com
PBS/tween 0,05% e incubada com 50 ul do anticorpo de detec¢éo (biotinilado) na concentracéo
de 400 ng/ml por um periodo de 2 horas. A placa foi lavada trés vezes com PBS/tween 0,05%
e incubada durante 20 minutos com avidina-peroxidase diluida 1:200. A revelacao foi realizada
adicionando o substrato TMB dissolvido em 10 mL do tampéo citrato-fosfato 0,05 M pH 5.0 e
2 ul de H2O: e interrompida com &cido fosforico a 0.05 M. A leitura da reacéo foi determinada
utilizando o espectrofotdmetro (Spectramax), com filtro de 450 nm. As analises foram

realizadas no Software Softmax 4.3.1.

4.7.4 Andlises estatisticas

Foi utilizada regresséo nao linear para calcular os valores de CCso e 1Cs0. O one-way
ANOVA seguido pelo pos-teste de comparacGes multiplas de Newman foram usadas para
determinar a significancia estatistica das comparacfes entre 0s grupos nos estudos. Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos quando o valor de P <0.05. Todas

as andlises foram realizadas utilizando o programa Graph Pad Prism versao 5.01.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Planejamento estrutural

Diante de resultados promissores descritos na literatura, sob o ponto de vista
farmacoldgico, analogos das ftalimidas, tiazdis e anilinas foram escolhidos como grupamentos
farmacofdricos, para sintese da série dos 15 compostos candidatos a farmacos anti-
inflamatdrios. Seguindo o conceito da hibridacdo (Esquema 4), esses nucleos foram
condensados a fim de obter moléculas com potencial atividade bioldgica e baixa citotoxicidade.
Em 2015 Zhou e colaboradores relataram a atividade de N-(arilaminometil)-ftalimidas frente a
uma enzima RSK2 na qual sua sobre-expressdo e ativacdo estd relacionada com alguns

canceres, como de mama e prostata (ZHOU et al, 2015).

ANILINA

CH
1/ HIBRIDAGAO

\. ° ' ?
ETALIMIDA qu-—<\ || | AmiNoTIAZOL

oG o<

N-(ARILAMINOMETIL)-FTALIMIDAS N-(TIAZOLAMINOMETIL)-FTALIMIDA
(DA 1-13;15) (DA 14)

Esquema 4: Planejamento da série quimica DA1-15. Fonte: Autor.

A partir de mais uma técnica quimica, o bioisosterismo, modificagdes nos radicais
ligados a porcéo anilina foram realizados. Substituintes como halogénios (F, CI, Br), metdxi,

metil, etinil, inser¢cdo do grupamento aminotiazol, e variagdes na posi¢ao dos radicais (orto,
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meta e para) foram utilizados para obtencéo das 15 moléculas. Esta ferramenta permite que se
estabeleca a anélise da relacdo estrutura-atividade (REA) a fim de que seja possivel definir a
influéncia da modificacdo estrutural na atividade farmacoldgica das moléculas.

Feito o planejamento estrutural, procedeu-se a sintese e posteriormente avaliacdo

farmacoldgica.

5.2 Obtencao das N-(arilaminometil)-ftalimidas e N-(tiazolaminometil)-ftalimida

Com a obtencéo dos compostos puros, dados fisico-quimicos como ponto de fusdo (PF),
rendimento e indice de retencdo (Rf), foram determinados e estdo demonstrados na tabela 1.

MOLECULA RENDIMENTO PONTO DE INDICE DE
FUSAO (PF) RETENCAO (Rf)
DA-1.1 57% 207-210°C 0,57
DA-1.2 66,7% 207-210°C 0,52
DA-1.3 50% 170-172°C 0,5
DA-1.4 73,3% 218-221°C 0,52
DA-1.5 76,6% 146-149°C 0,47
DA-1.6 19,5% 87-90°C 0,71
DA-1.7 29,5% 166-168°C 0,52
DA-1.8 46,3% 164-167°C 0,59
DA-1.9 55% 130-133°C 0,67
DA-1.10 15,7% 218-220°C 0,59
DA-1.11 57% 206-209°C 0,68
DA-1.12 20,2% 192-194°C 0,71
DA-1.13 47,6% 173-175°C 0,77
DA-1.14 16,1% 175-177°C 0,48
DA-1.15 34% 160-163°C 0,61

Tabela 1: Dados fisico-quimicos das N-(arilaminometil)-ftalimidas. Fonte: Autor.

O mecanismo de reacgdo para formacao destas moléculas foi proposto por SENA et al.,
em 2007. Primeiramente, a arilamina 3 capta o préton da N-hidroximetilftalimida 2 formando
0 anion ftalimida 4, formaldeido 5 e amina protonada 6. As trés moléculas estdo solvatadas no
metanol, o qual associa-se imediatamente com formaldeido formando um hemiacetal 13. O
anion 4 pode captar um préton de 6 produzindo ftalimida 1 e arilamina 3, ou alternativamente
um préton pode ser transferido de 1 para 13 para que seja formado o hemiacetal 14 protonado
e 0 anion 4 de ftalimida. As moléculas estdo em equilibrio e sdo pares de ions proximos.
Posteriormente, 0 hemiacetal protonado pode naturalmente perder metanol para permitir uma

molécula de formaldeido protonado, o qual reage com arilamina para dar um ion iminico 7.
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Com isso, 0 anion ftalimida 4 ataca o atomo de carbono do ion iminico proporcionando o
produto DA-1-13;15 (Esquema 5).

o 0
CH;0H _
CH,OH + H,NAr = "+ CH,0 + ArNH,
3 5
. 4
0
—_— + 13 + 3 _—

CH.0H H
il bt L PR H\i + B
Hac—o’/ H
13

15

H
+ +
4 + ch—clj/ H+ 3 |=—= l 4 + H,C—OH + CH;OH + 3 e
H

14

e

H
4 + HyC==N—Ar + CH;0H + H,0| ———= CHy—MN—-=ar + HO

N

DA-1-1315

Esquema 5: Provavel mecanismo de sintese dos compostos DA-1-13;15. Adaptado. Fonte:
SENA et al., 2007.

As  N-(arilaminometil)-ftalimidas  foram elucidadas através de técnicas
espectrofotométricas (RMN de H e 13C, IV). A partir da anélise espectroscopica na regifo do
infravermelho (IV) foi possivel constatar as principais bandas de absor¢do do composto DA-
1.9 (Figura 8). A frequéncia de 3393 cm™ sugere a deformacdo axial N-H. Em 1702 e 1768

cm! sdo caracterizados estiramentos de C=0 de imida ciclica.
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Figura 8: Espectro de IV da molécula DA-1.9. Fonte: Autor.

A Figura 9A-C mostra um exemplo de RMN H do composto DA-1.9, onde foi
detectado um singleto em 2.14 ppm, integrando para trés hidrogénios, referente ao grupo metila
da posicdo meta no anel benzénico, porcdo arilamina, da molécula. Em 4.97 ppm (J=7.2 Hz)
observamos um dubleto, integrando para dois hidrogénios, referente ao grupo CH2 da molécula.
Em 6.39 ppm (J=6.9 Hz) identificamos um dubleto, integrando para um hidrogénio, referente
ao hidrogénio ligado ao carbono 4 do anel benzénico (H-4’), por¢do arilamina. Em 6.46 ppm
(J=6.9 Hz) verificamos a presenca de um tripleto, integrando para um hidrogénio,
correspondente ao hidrogénio ligado ao carbono 5 do anel benzénico (H-5"), porgao arilamina.
Em 6.59-6.63 ppm observamos um multipleto, integrando para dois hidrogénios, referentes aos
hidrogénios 2 e 6 ligados ao anel benzénico (H-2’, H-6’), por¢ao arilamina. Em 6.93 ppm (J=7.5
Hz) temos um tripleto, integrando para um hidrogénio, referente ao hidrogénio do grupo amina
(NH) da molécula. Em 7.79-7.87 ppm identificamos um multipleto, integrando para quatro

hidrogénios, referente aos hidrogénios que estdo no anel aromatico do grupamento ftalimida.
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Figura 9B: Ampliagéo 1 - Espectro de RMN de H da molécula DA-1.9. Fonte: Autor.
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Figura 9C: Ampliagdo 2 - Exemplo de espectro de RMN de *H da molécula DA-1.9. Fonte:
Autor.

Outra técnica de caracterizacdo de compostos, é a ressonancia magnética nuclear de
carbono 13 (RMN 3C), representada na Figura 10A-C referente ao composto DA-1.9. O sinal
em 21.25 ppm demonstra o sinal de carbono da metila CHs do composto. Em 47.05 ppm
observamos o sinal de carbono do CH> da molécula. O sinal do C6’ do anel benzénico, porgédo
arilamina, se apresenta em 109.6 ppm. Em 113.29 ppm identificamos o sinal referente ao
carbono 2 (C2’) do anel benzénico, ja em 118.06 ppm apresenta-se o sinal de carbono 4 (C4’)
do anel benzénico, ambos da porcdo arilamina. O sinal em 123.15 ppm demonstra o sinal dos
carbonos 5 e 8 do grupamento ftalimida da molécula. Em 128.74 ppm temos o sinal referente
ao carbono 5 (C5’) do anel aromatico da porcao arilamina. Em 131.39 ppm observamos o sinal
dos carbonos 4 e 9 da porcéo ftalimida, j& em 134.59 ppm identificamos o sinal dos carbonos 6
e 7, também do grupamento ftalimida. O sinal do carbono 137.89 ppm representa o0 C-CHs, que
¢ o carbono 3 (C3’) do anel aromatico da por¢do arilamina. Em 146.01 ppm temos o sinal do

C-N, que ¢ o carbono 1 (C1’) do anel aromatico, grupamento arilamina. O sinal do carbono
167.95 ppm refere-se a carbonila C=0.
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5.3 Dados espectroscopicos

Os dados espectroscopicos das N-(arilaminometil)-ftalimidas sintetizadas estdo

demonstrados a seguir, € a numeracdo das moléculas segue o padrdo determinado na figura 11
para um melhor entendimento dos espectros.

Figura 11: Estrutura geral das N-(arilaminometil)-ftalimidas. Fonte: Autor

5.3.1 2-((Fenilamino) metil) isoindolina-1,3-diona (DA 1.1)
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Sélido: p6 amorfo, na cor amarela; Formula molecular: C1sH12N202; Massa molecular:
252,27 g/mol.

IV (KBr, cm1): 3377 (N-H); 1701 e 1769 (C=0).

RMN 1H: 4.99 (d, 2H, J 7.2 Hz, CH>), 6.55-6.62 (m, 3H, H2’-H4’-H6"), 6.83 (t, 1H, J
7.5 Hz, NH), 7.07 (t, 2H, H3’-H5"), 7.79-7.88 (m, 4H, Ar ftalimida).

RMN 13C: 46.98 (CHy), 112.43 (C2°-C6"), 117.15 (C4°), 123.14 (C5-C8), 128.89 (C3’-
C5°), 131.37 (C4-C9), 134.58 (C6-C7), 146.06 (C-N), 167.94 (C=0).

EMAR: Valor calculado para C1sH12N202 [M+H]*: 253.09; valor encontrado: 248.99.

5.3.2 2 - (((4-Clorofenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona (DA 1.2)

@JO

Solido: p6 amorfo, na cor amarela; Formula molecular: CisH11CIN2O2; Massa
molecular: 286,71 g/mol.

IV (KBr, cm™): 3380 (N-H); 1702 e 1768 (C=0).

RMN H: 4.97 (d, 2H, J 7,2 Hz, CHy), 6.38-6.48 (m, 2H, J 10,5 Hz, H2’-H6"), 6.61 (d,
2H, J 11,1 Hz, H3°-H5), 6.93 (t, 1H, J 7,5 Hz, NH), 7.79-7.87 (m, 4H, Ar ftalimida).
RMN 13C: 47.36 (CHy), 114,43 (C2°-C6°), 121.1 (C5-C8), 123.7 (C-Cl), 129.1 (C3’-
C5%), 131.86 (C4-C9), 135.15 (C6-C7), 145.63 (C-N), 168.42 (C=0).

EMAR: Valor calculado para CisH11CIN2O2 [M+H]*: 287.05; valor encontrado:
286,055.
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5.3.3 2 - (((4-Fluorofenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona (DA 1.3)

/ I-I\N F
] \/
4

Sélido: pé amorfo bege; Férmula molecular: C1sH11FN20O2; Massa molecular: 270,26
g/mol.

IV (KBr, cm™): 3399 (N-H); 1702 e 1768 (C=0).

RMN H: 4.97 (d, 2H, J 7.8 Hz, CHy), 6.55 (t, 1H, J 7.5 Hz, NH), 6.84-6.79 (m, 2H,
H3’-H5), 6.95-6.89 (m, 2H, H2°-H6"), 7.81-7.89 (m, 4H, Ar ftalimida).

RMN 13C: RMN C*3: 47.43 (CHy), 113.44 (C3°-C5’), 115.27 (C2’-C6), 123.19 (C5-
C8), 131.37 (C4-C9), 134.62 (C6-C7), 142.68 (C-N), 155.03 (C-F), 167.99 (C=0).
EMAR: Valor calculado para CisHi11FN2O2 [M+H]": 271.08; valor encontrado:
270.203.

5.3.4 2 - (((4-Bromofenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona (DA 1.4)

Soélido: p6 amorfo amarelo; Formula molecular: CisH11BrN20O2; Massa molecular:
331,16 g/mol.

IV (KBr, cm™): 3386 (N-H); 1702 e 1768 (C=0).

RMN H: 4.97 (d, 2H, J 6.9 Hz, CHy), 6.79 (d, 2H, J 8.7 Hz, H2’-H6"), 6.84 (t, 1H, J
7.2 Hz, NH), 7.22 (d, 2H, J 8.7 Hz, H3’-H5”), 7.82-7.90 (m, 4H, Ar ftalimida).
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RMN 3C: 46.76 (CH2), 108.065 (C2’-C6’), 114.5 (C-Br), 123.22 (C5-C8), 131.36
(C4-C9), 131.42 (C6-C7), 134.66 (C3°-C5), 145.52 (C-N), 162.92 (C=0).
EMAR: Valor calculado para C15H11BrN2O2 [M+H]*: 331.00; valor encontrado:
331.943.

5.3.5 2 - (((4-Metoxifenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona (DA 1.5)

Sélido: p6 amorfo amarelo; Férmula molecular: C16H1aN203; Massa molecular: 282,29
g/mol.

IV (KBr, cm™): 3360 (N-H); 1702 e 1768 (C=0).

RMN H: 3.60 (s, 3H, CH3), 4.96 (d, 2H, J 7.8 Hz, CHy), 6.15 (t, 1H, J 7.5 Hz, NH),
6.69 (d, 2H, J 8.7 Hz, H2’-H6"), 6.77 (d, 2H, J 9.6 Hz, H3’-H5"), 7.8-7.88 (m, 4H, Ar
ftalimida).

RMN 13C: 47.89 (CHs), 55.16 (CH2), 113.78 (C3’-C5"), 114.49 (C2°-C6’), 123.13
(C5-C8), 131.38 (C4-C9), 134.58 (C6-C7), 139.84 (C-N), 151.64 (C-O-CHj3), 167.996
(C=0).

EMAR: Valor calculado para C16H14N203 [M+H]": 283.10; valor encontrado:
282.118.

5.3.6 2 - (((4-Isopropilfenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona (DA 1.6)

©:/<(_/_©_<
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Sélida: p6 amorfo amarelo; Formula molecular: C1sH1sN2O2; Massa molecular: 294,35
g/mol.

IV (KBr, cm™): 3373 (N-H); 1709 e 1768 (C=0).

RMN *H: 1.09 (d, 3H, J 6.9 Hz, CH3), 2.69 (m, 1H, J 6,9 Hz, CH), 4.98 (d, 2H, J 7.2
Hz, CH>), 6.39 (t, 1H, J 7.2 Hz, NH), 6.75 (d, 2H, J 9,0 Hz, H2’-H6"), 6.94 (d, 2H, J
8.1 Hz, H3’-H5”), 7.8-7.88 (m, 4H, Ar ftalimida).

RMN 13C: 24.09 (CHas), 32.41 (CH), 47.23 (CH>), 112.42 (C2’-C6), 123.15 (C5-C8),
126.61 (C3°-C5”), 131.39 (C4-C9), 134.58 (C6-C7), 137.06 (C4’), 143.90 (C-N), 167.96
(C=0).

EMAR: Valor calculado para C1gH1sN202 [M+H]": 295.14; valor encontrado: 294.14.

5.3.7 2 - (((3-Metoxifenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona (DA 1.7)

o H\N
O
o /

Sélido: p6 amorfo bege; Formula molecular: C16H1aN203; Massa molecular: 282,29
g/mol.

IV (KBr, cm1): 3386 (N-H); 1709 e 1762 (C=0).

RMN H: 3.66 (s, 3H, CH3), 4.98 (d, 2H J 7.2 Hz, CH>), 6.15-6.18 (m, 1H, C2’), 6.38-
6.41 (m, 1H, C4°), 6.45-6.46 (m, 1H, C6°), 6.63 (t, 1H, C5°), 6.96 (t, 1H J 7.5 Hz, NH),
7.81-7.9 (m, 4H, Ar ftalimida).

RMN 3C: 46.94 (CHs), 54.6 (CH2), 97.99 (C2’), 102.81 (C6’) 105.55 (C4’), 123.18
(C5%), 129.61 (C5-C8), 131.38 (C4-C9), 134.63 (C6-C7), 147.42 (C-N), 160.28 (C-O-
CHg), 167.95 (C=0).

EMAR: Valor calculado para C16H14aN203 [M+H]*: 283.10; valor encontrado: 282.100.
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5.3.8 2 - (((3-Clorofenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona (DA 1.8)

o H\N
O

Sélido: pé amorfo branco brilhoso; Férmula molecular: CisH11CIN2O2; Massa
molecular: 286,71 g/mol;

IV (KBr, cm): 3386 (N-H); 1709 e 1762 (C=0).

RMN IH: 4.98 (d, 2H, J 6.9 Hz, CH>), 6.6 (d, 1H, J 8.1 Hz, H-6"), 6.77 (d, 1H, J 8.1
Hz, H-4%), 6.9 (s, 1H, H-2"), 6.97 (t, 1H, J 6.9 Hz, NH), 7.08 (t, 1H, J 8.4 Hz, H-5"),
7.82-7.91 (m, 4H, Ar ftalimida).

RMN 13C: 46.57 (CHy), 111.16 (C6), 111.82 (C2°), 116.57 (C5°), 123.24 (C4"),
130.38 (C5-C8), 131.36 (C4-C9), 133.63 (C6-C7), 134.66 (C-Cl), 147.81 (C-N),
167.91 (C=0).

EMAR: Valor calculado para C1sH11CIN2O2 [M+H]*: 287.05; valor encontrado:
286.083.

5.3.9 2 - ((m-Tolilamino) metil) isoindolina-1,3-diona (DA 1.9)

o H\N
Oy

Solido: p6 amorfo branco; Férmula molecular: C16H14N202; Massa molecular: 266,29
g/mol.
IV (KBr, cm™): 3393 (N-H); 1702 e 1768 (C=0).
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RMN H: 2.14 (s, 3H, CH3), 4.97 (d, 2H, J 7.2 Hz, CHy), 6.39 (d, 1H, J 6.9 Hz, H-4"),
6.46 (t, 1H, J 6.9 Hz, H-5") 6.59-6.63 (m, 2H, H-2’, H-6"), 6.93 (t, 1H, J 7.5 Hz, NH),
7.79-7.87 (m, 4H, Ar ftalimida).

RMN 13C: 21.25 (CHs), 47.05 (CH2), 109.6 (C6°), 113.29 (C2°), 118.06 (C4°), 123.15
(C5-C8), 128.74 (C5”), 131.39 (C4-C9), 134.59 (C6-C7), 137.89 (C-CHs), 146.01 (C-
N), 167.95 (C=0).

EMAR: Valor calculado para C16H14N2O2 [M+H]": 267.11; valor encontrado: 266.112.

5.3.10 2 - (((3- (Trifluorometil) fenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona (DA 1.10)

H\N

|\ w— .

=

Sélido: p6 amorfo branco; Formula molecular: C16H11F3N202; Massa molecular: 320,27
g/mol.

IV (KBr, cm1): 3406 (N-H); 1709 e 1768 (C=0).

RMN !H: 5.03 (d, 2H, J 7.2 Hz, CHy), 6.88 (d, 1H, J 7.8 Hz, H-6), 7.09 (d, 1H, J 8.1,
H-4%), 7.14 (t, 1H, J 7.5 Hz, H-5) 7.18 (s, 1H, H-2") 7.29 (t, 1H, J 7,5 Hz, NH), 7.81-
7.91 (m, 4H, Ar ftalimida).

RMN 23C: 46.49 (CHy), 108.4 (C2’), 113.08 (C4%), 116.06 (C6°), 123.26 (C5-C8),
129.82 (C-Fs), 131.37 (C5°), 134.68 (C4-C6-C7-C9), 146.85 (C-N), 167.94 (C=0).
EMAR: Valor calculado para CisH11F3N202 [M+H]*: 321.08; valor encontrado:
320.054.
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5.3.11 2 - (((4-Etinilfenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona (DA 1.11)

@JW

Sélido: p6 amorfo amarelo; Formula molecular: C17H12N202; Massa molecular: 276,29
g/mol.

IV (KBr, cm): 3386 (N-H); 1709 e 1768 (C=0).

RMN !H: 3.81 (s, 1H, CH), 4,99 (d, 2H, J 6.9 Hz, CH>), 6,81 (d, 2H, J 9 Hz, H-2’; H-
6°) 7.04 (t, 1H, J 6.9 Hz, NH), 7.2 (d, 2H, J 8.7 Hz, H-3’; H-5), 7.82-7.9 (m, 4H, Ar
ftalimida).

RMN 13C: 46.48 (CHy), 77.85 (C=C), 84.51 (C-Ar), 109.61 (C4), 112.31 (C2’-C6"),
123.22 (C5-C8), 131.36 (C3’-C5°), 132.71 (C4-C9), 134.65 (C6-C7), 146.75 (C-N),
167.85 (C=0).

EMAR: Valor calculado para C17H12N202 [M+H]": 277.09; valor encontrado: 276.100.

5.3.12 2 - (((3,4-Diclorofenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona (DA 1.12)

/ I-i\N Cl
O

Sdlido: p6 amorfo bege; Formula molecular: C1sH10CI2N202; Massa molecular: 321,16
g/mol.

IV (KBr, cm?): 3413 (N-H); 1709 e 1768 (C=0).

RMN H: 4.97 (d, 2H, J 7.2 Hz, CHy), 6.8 (d, 1H, J 8.7 Hz, H-2"), 7.08 (s, 1H, H-6"),
7.11(t,1H,J 7,2 Hz, NH), 7.28 (d, 1H, J 9 Hz, H-3") 7.81-7.91 (m, 4H, Ar ftalimida).
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RMN 13C: 46.48 (CH2), 113.06 (C2), 113.43 (C6’), 118.06 (C4’), 123.27 (C5-C8),
130.51 (C3°), 131.27 (C4-C9), 131.35 (C6-C7), 134.69 (C5’), 146.51 (C-N), 167.92
(C=0).

EMAR: Valor calculado para CisH10CI2N202 [M+H]*: 321.01; valor encontrado:
320.148.

5.3.13 2 - ((p-Tolilamino) metil) isoindolina-1,3-diona (DA 1.13)

@[éJ{%

Sélido: p6 amorfo amarelo; Formula molecular: C16H14N202; Massa molecular: 266,29
g/mol.

IV (KBr, cm™): 3373 (N-H); 1709 e 1768 (C=0).

RMN *H: 2.105 (s, 3H, CH3), 4.98 (d, 2H, J 7.5 Hz, CH>), 6.34 (t, 1H, J 7.2 Hz, NH),
6.72 (d, 2H, J 8.4 Hz, H-2’; H-6’), 6.88 (d, 2H, J 8.1 Hz, H-3’; H-5"), 7.8-7.88 (m, 4H,
Ar ftalimida).

RMN 3C: 19.96 (CHs), 47.32 (CHy), 112.67 (C2°-C6’), 123.13 (C5-CR), 125.66 (C4),
129.305 (C3’-C5”), 131.37 (C4-C9), 134.58 (C6-C7), 143.62 (C-N), 167.94 (C=0).
EMAR: Valor calculado para C16H14aN202 [M+H]*: 267.11; valor encontrado: 266.068.

5.3.14 2 - ((Tiazol-2-ilamino) metil) isoindolina-1,3-diona (DA 1.14)

S

@:éj"%\”
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Sélido: p6 amorfo marrom claro; Formula molecular: C12H9N3O2S; Massa molecular:
259,28 g/mol.

IV (KBr, cm™): 3213 (C-N); 1716 e 1775 (C=0).

RMN H: 5.11 (s, 2H, CHy), 6.66 (s, 1H, C5’ tiazol), 7.02 (s, 1H, C4’ tiazol), 7.85 (s,
4H, Ar ftalimida), 8.27 (s, 1H, NH).

RMN 1C: 47.1 (CHy), 107.63 (C5°), 123.215 (C5-C8), 131.41 (C4-C9), 134.63 (C6-
C7), 138.6 (C4’), 167.11 (C-N - C=0).

EMAR: Valor calculado para C12HgN302S [M+H]*: 260.04; valor encontrado: 260.054.

5.3.15 2 - (((2-Clorofenil) amino) metil) isoindolina-1,3-diona (DA 1.15)

(0] H\N
]
/ Cl

Sélido: p6 amorfo cinza claro; Férmula molecular: C1sH11CIN20O2; Massa molecular:
286,71 g/mol.

IV (KBr, cm™): 3386 (N-H); 1709 e 1768 (C=0).

RMN *H: 4.98 (d, 2H, J 6.8 Hz, CH>), 6.59 (d, 1H, J 8 Hz, H6"), 6.77 (d, 1H, J 8 Hz,
H3"), 6.96 (t, 1H, J 6,8 Hz, NH), 7.07 (t, 1H, J 8.4 Hz, H4"), 7.08 (t, 1H, J 8 Hz, H5"),
7.82-7.91 (m, 4H, Ar ftalimida).

RMN 13C: 46.57 (CHy), 111.16 (C6), 111.81 (C2), 116,58 (C4’), 123.25 (C5-C8),
130.39 (C5%), 131.36 (C3’), 133.63 (C4-C9), 134.67 (C6-C7), 147.79 (C-N), 167.93
(C=0).
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5.4 Avaliacao Farmacoldgica
O Laboratorio de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia (LETI) do Centro de Pesquisas

Gongalo Moniz (Fiocruz/Bahia) realizou ensaios bioldgicos dos 15 compostos sintetizados frente ao

TNF-a, dosagem de NO, e testes de citotoxicidade dos compostos.
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Figura 12: Triagem dos compostos frente a producdo de oxido nitrico por macréfagos J774
estimulados com LPS e INF-y e tratados com os compostos na concentragdao de 20 uM. A
dexametasona (Dexa) foi utilizada como inibidor de referéncia. Determinado 24 h apds
tratamento pelo método de Griess. Barra de erros expressam o desvio padrao. (ANOVA one-
way): ***P < 0.001. **P < 0.01; *P < 0.05 em comparagdo com o C- estimuladas e néo-
tratadas.

O oxido nitrico em altos niveis é analisado como um biomarcador em processos
inflamatorios, ja que sua producgdo pela dxido nitrico sintase (iNOS) encontra-se em excesso

nos distarbios inflamatorios, sendo assim um bom alvo para farmacos anti-inflamatérios. Os



58

compostos sintetizados foram avaliados diante dos seus efeitos inibitorios frente a producdo do
NO em células de macrdfagos J774, os quais foram estimulados por LPS e INF-y. Estas células
foram tratadas com as moléculas na concentracdo de 20 uM, e o farmaco anti-inflamatorio
esteroidal Dexametasona (Dexa) foi utilizado como inibidor de referéncia.

De acordo com o resultado descrito na figura 12, observa-se que os compostos DA 1.7,
1.9 e DA 1.15, apresentaram inibig&o significativa sobre o NO. As duas moléculas, DA 1.7 e
DA 1.9, apresentam seus radicais substituidos na posicdo meta, como também 0s compostos
DA 1.8 e DA 1.10. Contudo, DA 1.7 e DA 1.9 apresentam substituintes que séo classificados
como Ativadores do Anel Aromatico, que sao os radicais -OCH3 (efeito de ressonancia doador
de elétrons), e —CHjs (efeito indutivo doador de elétrons), respectivamente. Essa similaridade
pode contribuir para a atividade inibitoria da producdo de NO destas moléculas, visto que, estes
dois compostos apresentam tais caracteristicas sobre o biomarcador.

J& os compostos DA 1.8 e DA 1.10, detém radicais que desativam o anel aromatico, que
sdo —ClI (efeito indutivo retirador de elétrons — desativador fraco), e — CFs (efeito indutivo
retirador de elétrons — desativador forte), respectivamente. Esse fator pode contribuir para a
caréncia de atividade inibitoria destes compostos frente ao NO, ja que mesmo apresentando
radicais na posi¢do meta 0s compostos ndo demonstraram inibicéo sobre ele.

A molécula DA 1.15 também demonstrou atividade significativa sobre a producédo de
Oxido nitrico, mesmo apresentando um radical, na porcdo anilina, desativador de anel
aromatico, o —ClI (Cloro). A sua particularidade refere-se a posicao do radical, que esta em orto,
isso pode ter contribuido para melhoria da atividade bioldgica.

Os outros compostos com substituintes na posicdo para, sendo os radicais tanto
ativadores como desativadores do anel aromatico, ndo produziram atividade frente a inibicdo
do 6xido nitrico. O composto DA 1.12 (radicais di-Cloro), o composto DA 1.14 (hibridizacéo
com o tiazol), assim como o ndo substituido DA 1.1, também ndo diminuiram a produgéo do
NO.
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Citotoxicidade % Inibicdo do NO (Valor £ D.P)
Compostos CCs0£ S.D (UM)
DAl.7 >100 32+0.4
DA1.9 >100 38+0.9
DA1.15 >100 22+0.4
DEXA 91.1+1.9 63+1.5
VG 2.8+0.1 -

Tabela 2: Citotoxicidade avaliada frente a macréfagos J774 e porcentagem de inibicdo do
oOxido nitrico (NO). VG = violeta de genciana. D.P. = desvio padro.

A tabela 2 mostra que a citotoxicidade dos compostos com atividades significativas, €
maior que 100 uM, sendo menos toxico que a dexametasona (composto de referéncia). Diante
desta tabela, também ¢é detectado que o composto DA 1.9 apresentou atividade mais
significativa diante dos demais, sendo assim, ele foi testado em concentragdes de 20, 10 e 2.5
uM, a fim de verificar a relacdo entre a dose/concentracao e a resposta bioldgica da molécula

frente ao 6xido nitrico e TNF- o (Figura 13 e 14).
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Figura 13: Curva concentracdo-resposta frente a producdo de oxido nitrico por macréfagos
J774 estimulados com LPS e INF-y e tratados com o composto DA 1.9 nas concentragdes de
20,10 e 2.5 uM. A dexametasona (Dexa) foi utilizada como inibidor de referéncia. Determinado
24 h apo6s tratamento pelo método de Griess. (ANOVA one-way): ***P < 0.001. **P < 0.01;
*P < 0.05 em comparacdo com o C- estimuladas e ndo-tratadas.

Na dose de 20 uM (Figura 13) o composto DA 1.9 apresentou resposta mais
significativa do que a dose de 10 uM, mostrando que com a diminuicdo da concentracdo
utilizada, ocorre menor inibi¢do da producdo de NO induzido por LPS e INF-y em macr6fagos
J774, ou seja, a resposta se d& de acordo com o aumento da dose. Com a dose de 2.5 uM, a
molécula ndo demonstrou atividade.
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Figura 14: Secrecdo do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) por macrofagos J774
estimulados com LPS e INF-y e tratados com os composto DA19 nas concentragdes de 20, 10
e 2.5 uM. A dexametasona (Dexa) foi utilizada como inibidor de referéncia. Determinado 4 h
apos tratamento pelo método do ELISA. (one-way ANOVA): ***P < 0.001. **P < 0.01; *P <
0.05 em comparagdo com o C- estimuladas e ndo-tratadas.

Sabendo que a inflamacdo envolve a ativacdo de citocinas pré-inflamatérias e que os
analogos da talidomida apresentam atividade frente a inibicdo de TNF-a, o efeito da molécula
DA 1.9, foi avaliado em trés diferentes concentracdes, em relacdo a expressdo do TNF- a foi
estudada em macrdfagos J774 estimulados por LPS e INF-y (Figura 14). Na figura 14, temos
que na concentracdo de 20 uM o composto DA 1.9 inibe, de forma néo t&o significativa quanto
a dexametasona, a producdo de TNF-a. Porém, também mostraram que a atividade foi dose
dependente, assim como em relagcdo ao NO. Nas concentragdes de 10 e 2.5 uM, o DA 1.9 ndo

foi efetivo para inibir o TNF- a.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

e Foram sintetizadas e analisadas estruturalmente através de técnicas espectroscopicas
uma série de 14 derivados  N-(arilaminometil)ftalimidas e 1 N-
(tiazolaminometil)ftalimidas. Metodologias simples foram utilizadas e os compostos
obtidos apresentaram-se puros, com rendimentos que variaram de 16 a 77%.

e A partir dos resultados, pode-se indicar que a presenca de radicais ativadores do anel
aromatico na posicdo meta, pode contribuir para inibicdo do 6xido nitrico pelos
compostos, ja que, 0 DA-1.7 e principalmente o DA-1.9 exibiram atividade, acarretando
inibicdo do biomarcador NO. Outro fator detectado foi que a resposta do composto DA-
1.9, tanto para inibir NO como TNF-a depende da concentragdo utilizada, ou seja, é
dose-dependente.

e A posicdo orto também parece ser benéfica para inibicdo do NO, ja que o composto DA
1.15 apresentou atividade relevante, porém, para melhor conclusdo deste ponto, seria
necessaria a sintese de mais compostos com radicais nesta posi¢do a fim de melhorar
esta relacdo estrutura X atividade.

e Estes trés compostos apresentaram melhor toxicidade do que o composto de referéncia,
mostrando assim, mais um ponto promissor destas moléculas.

e Um maior nimero de modificacBes estruturais pode ser utilizado a fim de melhorar a
relacdo estrutura-atividade de N-(arilaminometil)-ftalimidas, e assim, incrementar mais
0 estudo.

e Assim como, pode-se avaliar a atividade in vivo da molécula DA-1.9 sobre o0s
mediadores da inflamacéo, a fim de rastrear de forma mais completa seu mecanismo de

acao.
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