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RESUMO

A inflamacéo € compreendida como o processo de defesa do corpo e embora
seja uma resposta natural, pode tomar rumos prejudiciais aos organismos mostrando-
se envolvida com diversas patologias, inclusive na epilepsia. A epilepsia é o resultado
de um desequilibrio entre neurotransmissores, cujo o principal sintoma € convulsao.
O tratamento medicamentoso dessas doencas € acompanhado de vérios efeitos
colaterais e no caso da epilepsia, pacientes continuam apresentando convulsao
mesmo sob terapéutica. Os dois nucleos ativos, ftalimida e tiazolidina, mostram-se
promissores frente as atividades anti-inflamatéria e anticonvulsivante. Assim, o
planejamento dos derivados hibridos tiazolidina-Ftalimida visa contribuir na busca de
novos farmacos. Para tal, dez novos derivados, codificados de LPSF/FT’s, foram
sintetizados a partir de 3 etapas reacionais. A primeira etapa foi a reacao de ciclizacéo
gue teve como solvente H20 e os reagentes tioureia/ac. tricloroacético. A segunda
etapa foi n-alquilagio com solvente acetonitrila/metanol e reagentes
tiazolidina/ftalmida, obtendo o intermediario LPSF/FT-1. A dltima etapa foi para
obtencdo dos compostos finais, através de uma Condensacdo de Knoevenagel
utilizando como solvente o Acido acético glacial e os reagentes, LPSF/FT-1 e Aldeidos
Arométicos Substituidos. A sintese do intermediario LPSF/FT-1 teve duragdo média
de 3h e redimento(rdt) de 74%. Enquanto os compostos finais, a duracéo foi entre 4-
24h e o rdt variou de 11-87%. Todos tiveram suas estruturas quimicas confirmadas
através da utilizacdo das técnicas de MALDI/TOF, RMN 'H e 3C e IV com grau de
pureza entre 99-100%. Nenhum dos compostos finais se mostrou citotdxico
apresentando viabilidade celular maior que 86%. Todos o0s 9 compostos
demonstraram capacidade de modular IFN-gama e IL-17A, sendo os LPSF/FT-40,
LPSF/FT-35 e LPSF/FT-38 foram o que tiveram destaque. O LPSF/FT-40 passou para
os testes in vivo ndo demonstrando toxicidade aguda nas concentracdes de 300mg/kg
e 2000mg/kg. Através do teste de convulsdes induzida por pentilenotetrazol, ndo foi
visto a capacidade do LPSF/FT-40 de proteger contra convulsbes. Os compostos
derivados de tiazolidina-ftalimida demonstram ser moléculas imunomoduladoras em
destaque para os LPSF/FT-35, LPSF/FT-38 e LPSF/FT-40.

Palavras-chave: Tiazolidina. Ftalimida. Inflamag&o. Convulséo.



ABSTRACT

Inflammation is understood as the body's defense process and although it is a natural
response, it can take harmful paths to organisms, showing itself to be involved with
several pathologies, including epilepsy. Epilepsy is the result of an imbalance between
neurotransmitters, the main symptom of which is seizure. The drug treatment of these
diseases is accompanied by several side effects and in the case of epilepsy, patients
continue to have seizures even under therapy. The two active nuclei, phthalimide and
thiazolidine, are promising in the face of anti-inflammatory and anticonvulsant
activities. Thus, the planning of thiazolidine-Phthalimide hybrid derivatives aims to
contribute in the search for new drugs. To this end, ten new derivatives, encoded in
LPSF/FT’s, were synthesized from three reaction steps. The first step was the
cyclization reaction that had H20 as solvent and the thiourea/ac. trichloroacetic
reagents. The second step was n-alkylation with acetonitrile/methanol solvent and
thiazolidine/phthalmide reagents, obtaining the intermediate LPSF/FT-1. The last step
was to obtain the final compounds, through a Knoevenagel condensation using glacial
acetic acid and the reagents, LPSF/FT-1 and Substituted Aromatic Aldehydes as a
solvent. The synthesis of the intermediate LPSF/FT-1 had an average duration of 3
hours and a reduction (rdt) of 74%. As for the final compounds, the duration was
between 4-24h and the rdt varied from 11-87%. All of them had their chemical
structures confirmed through the use of MALDI/TOF, NMR 'H and **C and IV
techniques with a purity level between 99-100%. None of the final compounds was
shown to be cytotoxic with cell viability greater than 86%. All nine compounds
demonstrated the ability to modulate IFN-gamma and IL-17A, with LPSF/FT-40,
LPSF/FT-35 and LPSF/FT-38 being the highlights. The LPSF/FT-40 passed for in vivo
tests, showing no acute toxicity at concentrations of 300mg/kg and 2000mg/kg.
Through pentylenetetrazole-induced seizure testing, the ability of LPSF/FT-40 to
protect against seizures was not seen. The compounds derived from thiazolidine-
phthalimide prove to be immunomodulatory molecules highlighted for LPSF/FT-35,
LPSF/FT-38 and LPSF/FT-40.

Keywords: Thiazolidine. Phthalimide. Inflammation. Convulsion.
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1. INTRODUCAO

A inflamacéo € uma resposta rapida contra agentes patégenos, leséo tecidual e
corpos estranhos, afim de manter a integridade do organismo. De uma forma geral, o que
ocorre no processo sadio é o reconhecimento de agentes agressores, 0 recrutamento e
acumulo de células que vao realizar a eliminacdo desses agentes e por ultimo, um reparo
e cicatrizacdo (HENSON, 2005). Muitas vezes, a inflamacédo torna-se um processo
persistente durando meses/anos sendo considerada anormal. A inflamacéo crénica pode
ser a causa de diversas doencas ou ainda estar indiretamente ligada a outras, como o
cancer, aterosclerose, obesidade, diabetes tipo 2 e doenca de Alzheimer (NASEF;
MEHTA; FERGUSON, 2017; SIKORA; SCAPAGNINI; BARBAGALLO, 2010)

O tratamento padrdo da inflamacédo € a utilizacao de farmacos classificados como
anti-inflamatorios esteroidais (AIES) ou os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES). Os
AIES sdao esteroides e inibem expressao de mediadores inflamatérios, bloqgueando assim
a sintese de mediadores proé-inflamatérios (VANDEWALLE et al., 2018). Quanto aos
AINES, temos varios farmacos que além da atividade anti-inflamatéria possuem efeito
analgésico. O mecanismo de agdo dos AINES ¢€ a inibicdo das enzimas cicloxigenases
gue, assim como as fosfolipases, atuam sintetizando mediadores que induzem a
inflamacdo (FELSON, 2016; SEPPALA, 2009; MOLDOVEANU; TIGAN; ACHIMAS
CADARIUT, 2012). O maior problema destes farmacos sdo seus varios efeitos colaterais.
Os AIES podem tornar o paciente hipertenso, outros deles podem ter a puberdade tardia
e alguns desenvolvem catarata. J& exemplos dos efeitos ndo benéficos dos AINES séo o
aumento de risco de doencas cardiovasculares e complicacdes gastrointestinais (RHEN;
CIDLOWSKI, 2005; TARR; REUTER, 2015).

Entre as varias doencas que vem apresentando relacdes com a inflamacéao, temos
a epilepsia. Além de ser uma das etiologias da epilepsia, estudos tem mostrado que as
convulsdes podem induzir o aparecimento de processos inflamatorios devido a expressao
de TNF-alfa, IL-6 e IL-1beta, mediadores pro-inflamatorios (VALENCIA, 2014; VEZZANI
et al., 2011). A presenca destes, pode também induzir novas convulsées como é o caso
da IL-1beta que pode aumentar o influxo de Ca?*, o qual tem papel na geracéo de crises.
Além destas, temos a IL-17 e IL-22, conhecidas por gerarem uma fissura na barreira
hematoencefalica aumentando também a probabilidade da ocorréncia de convulsées
(ALYU; DIKMEN, 2017; ANNAMARIA VEZZANI, 2014; SHIMADA et al., 2014; VEZZANI;
BALOSSO; RAVIZZA, 2008).
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A epilepsia é uma doenca que afeta mais de 50 milh6es de pessoas e a cada ano,
2,4 milhdes recebem o diagnéstico positivo. Trata-se de uma doenca que afeta homens e
mulheres de qualquer idade e posi¢cdo no globo sendo uma condi¢cédo resultante de um
desequilibrio entre neurotransmissores inibitorios e excitatorios (ALIZED, 2014;NIKALJE
et al., 2014;SPICIARICH et al., 2019). O tratamento medicamentoso para epilepsia é
através de farmacos anticonvulsivantes e assim como os anti-inflamatérios, podem gerar
uma série de efeitos colaterais, como depressao, fadiga, efeitos gastrointestinais e etc. E
ainda € estimado que cerca de 30% dos pacientes tenha epilepsia refrataria
(CONTRERAS-CAICEDO, 2014; WHO, 2019). Diante desta problematica, faz se
necessario a busca por novos farmacos que sejam mais eficazes, seguros e com menos
efeitos n&o benéficos.

Diferentes nudcleos bioativos sdo descritos na literatura, entre eles temos as
tiazolidinas e ftalimidas. A tiazolidina-2,4-diona(TZD) € um composto que possui um anel
de 5 membros, duas porcdes de carbonila, um atomo de azoto e um de enxofre.
Inicialmente as tiazolidinas ficaram conhecidas através da sua acao anti-hiperglicémica
devido ao seu alvo PPAR-gama. Atualmente, as TZDs ja estdo sendo investigadas para
diversas atividades. Por outro lado, a Talidomida® despertou o olhar dos quimicos
medicinais para um parte de sua molécula, a ftalimida, que trata-se de uma amina
aromatica possuindo também duas carbonilas ligada a porcdo amina. As pesquisas vem
demonstrando que, assim como as TZDs, os derivados da ftalmida apresentam
potencialidade para atividades como anticancer, anti-inflamatéria, anti-hiperglicémica e
anticonvulsivante (CHADHA et al.,2015; JAIN; VORA; RAMAA, 2013; SHARMA et al.,
2010).

Estes dois nucleos sdo investigados atraves da sintese de derivados que se dao
com substituicdo e modificacdes estruturas. O nosso grupo de pesquisa jA vem
trabalhando com a hibridizagdo molecular - uma das principais estratégias da quimica
medicinal — de outros ndcleos, portanto, a jungéo Tiazolidina-Ftalimida pode constituir uma
nova alternativa na busca por novos farmacos para o tratamentos das doencas. Tendo
iISSO como base, 0 presente projeto visou a sintese de novos derivados tiazoftalimidicos
(LPSF/FT’s), avaliando sua citotoxicidade e a modulagao de citocinas in vitro, bem como
avaliagdo anticonvulsivante in vivo. Assim, contribuindo com a busca para um melhor

tratamento da populagéo acometida por essas patologias.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Contribuir para o desenvolvimento de novas alternativas para o tratamento das
convulsdes e da inflamacado através do planejamento e sinteses de moléculas

hibridas de tiazolidina e ftalimida.

1.1.2 Objetivos Especificos

v' Sintetizar e determinar das caracteristicas fisico-quimicas de novos

derivados tiazoftalimidicos;

v Elucidar das estruturas quimicas através de técnicas espectroscopicas de
espectrometria de massas (EM), infravermelho (IV) e ressonéncia magnética

nuclear de hidrogénio e carbono (RMN);

v' Avaliar a citotoxicidade e investigar a atividade imunomoduladora dos
derivados tiazofitalimidicos sobre as citocinas IFN-gama e IL17A em
sobrenadante das culturas de células mononucleadas do sangue periféricos

(PBMC) de voluntarios saudaveis;

v' Avaliar a toxicidade aguda in vivo;

v Avaliar a atividade anticonvulsivante em ratos através do teste de

convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INFLAMACAO

Durante a vida, os organismos estdo expostos a diversos agentes capazes de
colocar em risco sua integridade. Ha entdo o sistema imune que € responsavel por realizar
a defesa destes organismos, principalmente contra os agentes causadores de doencas,
mas também contra toxinas e outros (HARSONO, 2005). O sistema imune trabalha
reconhecendo quando ha algo “anormal” e responde as anormalidades de duas formas: a
resposta inata e a resposta adaptativa. A resposta inata envolve uma variedade de células
gue visam eliminar o agente agressor de uma forma rapida e essas células, além da
eliminacdo, podem ativar a resposta adaptativa; esta € uma resposta mais lenta,
envolvendo duas principais células (células T e B) produzindo anticorpos que, em uma
futura infeccdo, farda um reconhecimento e uma resposta especifica (THOMPSON, 2015).

O processo de resposta do sistema imune inato, apds o reconhecimento, pode ser
considerado uma inflamacé&o. Muitas vezes, estes dois sdo vistos como sindnimos e ainda
sim, o desenvolver do processo inflamatoério pode abrir portas para o reconhecimento e
ativacdo da resposta adaptativa, também se mostrando ligada ao sistema imune de
adaptacdo. A inflamacéo é entdo definida como um mecanismo de protecdo do corpo,
frente & agentes agressores que, através de uma rede complexa de sinalizacao celular,
envolvendo vasos sanguineos e leucécitos, serdao eliminados havendo reparo tecidual
(HENSON, 2005). Segundo Robbins e Cotran (2010), quatro estimulos podem ser
desencadeantes de uma resposta inflamatéria:

a. A chegada de parasitas, fungos, bactérias, virus e toxinas microbianas
causando as infecgoes;

b. A necrose tecidual que pode ser causada por diversos tipos de traumas e
danos, seja ele fisico e/ou quimico;

c. Os corpos estranhos que podem trazer os agentes causadores de doencas
ou causar lesdes nos tecidos;

d. E as reacdes autoimunes, onde o sistema imune vai de contra aos proprios
tecidos.

Na antiguidade, Celsius definiu sinais cardinais relacionados com a inflamacé&o que
sdo o calor, vermelhiddo, dor e inchaco (WILSON; DURHAM, 1756 apud EVANS;
REPASKY:; FISHER, 2015) e hoje, ja se sabe que esses sinais estdo envolvidos com as
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etapas do processo inflamatério. De uma forma geral, o que ocorre sao inicialmente efeitos
vasculares (vasodilatacao e alteracdes no fluxo do sangue), em seguida o recrutamento,
acumulo e ativacao de células chaves para o processo de remocéao/eliminacao do agente
agressor e reparo/cicratizacao e por fim, o término da resposta (HENSON, 2005).

A vermelhidao e o calor séo devido a dilatagdo dos vasos sanguineos que ocorre,
a fim de possibilitar a entrega de células necessarias para desenvolvimento da resposta
inflamatdria. Este processo envolve arteriolas, formando novos leitos microvasculares
acontecendo, em seguida, um aumento da permeabilidade vascular com passagem de
liguido rico em proteinas (exsudato e transudato) e um fluxo sanguineo aumentado, dando
inicio ao recrutamento dos leucécitos que precisam passar da corrente sanguinea para o
local da inflamacdo (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

Com o aumento do fluxo de sangue, os leucécitos comecam a se aproximar das
paredes dos vasos em um processo conhecido como marginacéo. Estes irdo se aderir de
forma frouxa, prendendo e soltando, movimentando-se através do endotélio por rolagem
e isto se torna possivel, principalmente, devido a presenca de selectinas na superficie
endotelial e os seus ligantes nos leucoécitos (KELLY; HWANG; KUBES, 2007). As
selectinas envolvidas séo trés: E-selectina, P-selectina e I-selectina (SCHMIDT; MOSER,;
SPERANDIO, 2013). E-selectina é encontrada nas células endoteliais assim como a P-
selectina que além de estarem presentes nessas células, também esta nas plaquetas, ja
L-selectina é exclusivamente localizada na superficie dos leucécitos (ANGIARI, 2015). O
ligante PSGL-1 é o principal para P-selectina e o mais importante para L-selectina (LEY,
2003). Enquanto que para E-selectina além de PSGL-1, tem os ligantes CD44 e ESL-1
(MCEVER, 2015).

Préximo ao local da inflamacéo a rolagem cessa e agora, atraves das integrinas,
os glébulos brancos acumulados passam a se aderir ao endotélio de forma firme (LEY;
ZARBOCK, 2006). Esté4 forte adeséo vai permitir a migragéo transendotelial ou diapedese,
passagem dos leucdcitos dos vasos sanguineos para o tecido, que pode ocorrer por duas
vias: via paracelular e via transcelular (SCHIMMEL; HEEMSKERK; VAN BUUL, 2017). Na
migracdo via paracelular, as juncdes endoteliais se abrem e as células de defesa
atravessam pela interacdo com moléculas de adesédo, sendo estas etapas mediadas por
ICAM-1/2, VCAM-1, JAM-A/B/C, PECAM-1, CD99 e ESAM (LEY et al., 2007). J& na
migracao via transcelular ndo ha alteracdes nas juncdes endoteliais, uma vez que, 0s

leucécitos se fundem as células do endotélio passando para o tecido inflamado e embora
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seja diferente da via paracelular, as moléculas adesivas e os controles sdo semelhantes
(FILIPPI, 2016).

Uma vez que os leucaocitos se encontram no tecido, ha um gradiente quimico que
0S guiam até o local injuriado, sendo este mecanismo a quimiotaxia, realizada por
guimioatraentes que podem ser representados por quimiocinas (Ex. IL-8) (JIN; XU;
HERELD, 2008). Juntamente com essa atracdo, ha também a ativacdo dos globulos
brancos que serdo capazes de reconhecer 0s agentes agressores através da presenca
de receptores de reconhecimento padrdao (ROBBINS; COTRAN 2010). Como exemplo,
temos a familia dos receptores do tipo Toll que identificam bactérias, virus, fungos e
protozoarios, através dos padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPS)
(TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Ja no local, os leucécitos neutralizam os patdégenos e 0s
fagocitam, em seguida, morrem por apoptose. Quem tem papel importante nesse final da

inflamacdo é os macrofagos que completam a eliminagdo dos leucdcitos apoptéticos
deixando o tecido livre (FREIRE; VAN DYKE, 2000).

2.1.1 Vias de sinalizacdo: mediadores da inflamacao

Todos os eventos descritos no item anterior sdo coordenados por uma rede
complexa de sinalizacdo celular envolvendo varios mediadores pro-inflamatérios ou
atuantes na resolucao/finalizacéo da inflamacao. Estes mediadores podem ser derivados
de proteinas plasmaticas, secretados por células ou produzidos por leucécitos
especializados, em resposta aos estimulos e a indutores da inflamacédo (MEDZHITOV,
2008). Ainda segundo Medzhitov, os indutores sdo os primeiros sinais para da inicio ao
processo de resposta inflamatdria e fazem isso ao ativar sensores especializados
desencadeando na producéo de alguns mediadores especificos.

Um dos mediadores responsaveis pelo aumento da permeabilidade e alteracdes
vasculares, por exemplo, € a histamina que tem quatro receptores (HR1, HR2, HR3 e
HR4) acoplados a proteina G, sendo sintetizada pela descarboxilacéo da histidina em uma
reacado catalisada pela enzima L-histidina descarboxilase (BRANCO et al., 2018).
Juntamente com histidina, outros mediadores, como a prostaglandina E2, prostaglandina
D2 e leucotrieno B4 estdo envolvidos na inducéo da inflamacéo através de alteracdes no
fluxo sanguineo e trafico de leucécitos (SERHAN; SAVILL, 2005). Estes sao pertencentes

ao grupo de mediadores lipidicos, os eicosanoides, derivados do acido araquiddnico.
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A acdo de enzimas fosfolipasicas faz com que o &cido araquidénico, até entdo
presente nas membranas celulares, seja convertido nestes mediadores (figura 1). Esse
processo é através das cicloxigenases (COXs), formando as prostaglandinas, e das
lipoxigenases (LOXs), produzindo leucotrienos e lipoxinas (BENNETT; GILROY, 2016).
Diferente das prostaglandinas e dos leucotrienos citados acima, as lipoxinas
desempenham papel anti-inflamatério e na resolucdo da inflamacéo. Entre as funcdes
desempenhadas pela Lipoxina A4, por exemplo, foi visto sua capacidade de diminuir a
aderéncia dos leucécitos, reduzir os niveis de prostaglandina E2 nos exsudatos, inibi¢cao

do recrutamento de neutréfilos e bloqueio da quimiotaxia (FREIRE; VAN DYKE,
2000)(SERHAN, C., CHIANG N., 2008).

Figura 1 Sintese dos eicosanoides, os derivados do acido araquidénico.
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Fonte: adaptado de ROBINS, 2010.

Ha também varias citocinas, proteinas ou glicoproteinas, que sdo mediadores pro-

inflamacé&o ou anti-inflamagé&o. Como exemplo temos IL-6, IL-10, IFN-gama e TNF-alfa.
IL-6 é expressa afim de garantir que o processo inflamatério ocorra, modulando o acimulo
de leucdcitos nos locais da infe¢cédo e/ou trauma. Ja IL-10 € uma citocina anti-inflamatéria
gue atua bloqueando a sintese de IL-1beta, reduzindo os niveis de PGE:, através da
regulacédo de COX-2, e suprimindo a producédo do fator de necrose tumoral (TNF-alfa).

TNF-alfa € uma das mais importantes citocinas pré-inflamatorias, além de induzir sua
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propria secre¢do, é visto que pode induzir a sintese de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias. Ao contrario de IL-10, IFN-gama alimenta a sintese de TNF-alfa e também
de IL-12, outro mediador pro-inflamatorio. IFN-gama também estéa relacionado a producéo
de espécies reativas de oxigénio e com 0 aumento de apresentacdo de antigenos (CHU,
2013; HUNTER; JONES, 2015; LEES, 2015; MOLLAZADEH et al., 2019).

2.1.2 Implicacges clinicas do processo inflamatorio

Embora o processo inflamatorio seja uma resposta em defesa do organismo, pode
ter o aparecimento de implicacfes clinicas. A inflamacdo aguda € uma acéo rapida que
dura horas ou até no maximo 3 dias, porém muitas vezes ela pode ser persistente e acabar
durando meses, anos ou uma vida inteira. A partir deste momento passamos a lidar com
uma inflamag&o crénica. Varios mecanismos distintos estdo relacionados com a néo
resolucao/fim da inflamacédo e esta passa a ser considerada anormal tendo se mostrado
ligada, de forma direta ou indireta, a diversas doencas. Na literatura ja é visto relacdes da
inflamacé&o com o cancer, aterosclerose, obesidade, diabetes tipo 2, doenca de Alzheimer
e outros (NASEF; MEHTA; FERGUSON, 2017; SIKORA; SCAPAGNINI; BARBAGALLO,
2010).

O papel da inflamacgéo crénica no cancer, por exemplo, foi objeto de estudo em
diversas pesquisas. Hoje ja se sabe que ter inflamacéo crbnica deixa o paciente mais
suscetivel a desenvolver varios tipos de cancer de bexiga, cervical, gastrico, intestinal,
cancer de ovario, préstata e tireoide. O cancer de colon mostra-se estar associado a
doenca inflamatoria intestinal, enquanto o cancer de proposta esta relacionado a
prostatite. Assim, o tratamento da inflamacao pode contribuir para diminuir a incidéncia
destes canceres. Outro ponto é que durante o desenvolvimento dos canceres também é
notado a presenca de mediadores proé-inflamatérios em tecidos tumorais como IL-1beta,
IL-6, IL-23 e TNF-alfa. O nivel de prostaglandinas também tem alteracdes devido a
frequente expressao de COX-2 em células cancerigenas (CANDIDO; HAGEMANN, 2013).

A obesidade e a diabetes tipo dois estdo relacionadas entre si e mostraram também
terem ligacdes com a inflamacgao crénica. Pessoas obesas sdo mais propensas a terem
resisténcia a insulina que é a causa da diabetes tipo 2. A diabetes, por sua vez, € um
problema de saude global matando 6 pessoas a cada minuto. Estudos tem relacionado
inflamacéo cronica e resisténcia a insulina, pois € visto o aumento dos niveis de

mediadores pro-inflamatorios, como TNF-alfa, que sdo capazes de aumentar a
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resisténcia. Nos tecidos adiposo de animais e humanos obesos também foram encontrado
niveis alterados de TNF-alfa, sendo indicativo de processos inflamatérios (BADAWI et al.,
2010; HOTAMISLIGIL, 2006).

Além das complica¢gBes causadas pela persisténcia da inflamacéo, € visto também
gue em muitos organismos o sistema imune ndo tem a capacidade de reconhecer o “eu”
do “ndo-eu”, assim, as células imunolégicas ou anticorpos “atacam” os componentes
normais do corpo. Essa acdo acaba causando danos estruturais e/ou funcionais das
células/tecidos/orgaos, sendo esses disturbios conhecidos como as doengas autoimunes.
Apesar de serem doencas raras com cerca de 3-5% da populagdo mundial afetada, os
efeitos de morbidade e mortalidade sdo significativos. Sdo doencas que podem ocorrer
em qualquer idade e género e sua prevaléncia pode diferenciar a partir da doenca.
Algumas doengas autoimunes séo a esclerose mdltipla, artrite reumatoide, diabetes tipo 1
e lUpus eritematoso sistémico (WANG; WANG; GERSHWIN, 2015).

A artrite reumatoide, por exemplo, trata-se de uma inflamacédo da membrana sinovial
caracterizada, principalmente, pelo inchaco das articulagdes e mesmo tendo a patologia
heterogenia, sabe-se que 0s sintomas mais severos estdo associados a presenca de
autoanticorpos (AR soropositiva). A resposta autoimune se da em proteinas citrulina e
imunoglobulina G. J&a resposta autoimune na esclerose mdltipla leva a destruicdo dos
axbnios mielinizados no sistema nervoso central (SNC). A neurodegeneracao causada
pela existéncia de um processo inflamatério cronico conduz a uma incapacidade fisica dos
pacientes. A esclerose multipla € apenas uma de algumas doencas que tem conexao com
a neuroinflamacéo (GOLDENBERG, 2012; RUTHERFORD; NIKIPHOROU; GALLOWAY,
2017).

2.1.2.1 A conexao entre inflamacao e epilepsia

Além dos mediadores e das células comuns no processo inflamatério, na
neuroinflamacédo, contamos ainda com a presenca de células préprias do SNC como os
neurbnios, macroglia e microglia. Esta dltima tem um papel fundamental para o
desenvolvimento da resposta inflamatoria no cérebro. A ativagdo da microglia pela
presenca de agentes patdégenos, danos teciduais/lesbes e neurotoxinas € o primeiro passo
para uma neuroinflamacdo. A partir da ativagdo, microglia “comanda” uma série de
mecanismos que acontecem até a resolucéo da inflamac&o. E visto a presenca de COX-

1, COX-2 e liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-alfa e IL-1lbeta, e



25

compostos neurotoxicos (ligados a neurodegeneracdo). Se permanecendo ativadas,
microéglia continua liberando essas citocinas e moléculas neurotéxicas fazendo com que a
inflamacéo seja cronica (figura 2). Além de estar envolvida com esclerose multipla,
também é visto neuroinflamagcdo em doencas como a doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson, narcolepsia e autismo (SHABAB et al., 2017).

Figura 2 Micréglia, neuroinflamacéo e ciclo da inflamacéo crénica.
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Fonte: adaptado de SHABAB et al., 2017

Muito se tem discutido sobre o real papel da neuroinflamacg&o no desenvolvimento
e na perpetuacao de crises convulsivas relacionadas a epilepsia. Em um ciclo, podemos
notar que a convulsao pode levar morte celular e assim, a um processo inflamatorio que
por si também contribui para o encaminhamento de novas crises (figura 3). Em estudos
experimentais, ratos e camundongos foram induzidos a convulsdes e deste modo, foi visto
gue h& uma inducdo de producdo de mediadores pro-inflamatérios como TNF-alfa, IL-
lbeta e IL-6 por micrdglia em regides do cérebro onde se teve inicio e propagacéo das
convulsdes. Em seguida, foi visto a expressdo de COX-2 que indica a producao de
prostaglandinas. Vale ressaltar que essas citocinas podem ser produzidas por neurénios
e astrécitos ativados até semanas apos o status epilépticos. E como visto acima, o
processo da neuroinflamacéo pode levar ao dano e morte de células do SNC (VEZZANI
et al., 2011).
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Figura 3 Ciclo vicioso da inflamacao e epilepsia
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Fonte: adaptado de VEZZANI et al., 2011
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Ainflamacéo por sua vez pode levar ao desenvolvimento de convulsdes e epilepsia,
inclusive em cérebros inicialmente “sadios”. Entre os pontos que podem estar envolvidos
no mecanismo, é a presenca de IL-1beta aumentando o influxo de Ca?* que tem papel na
geracdo de crises juntamente com a promoc¢ao da excitotoxicidade. Outro, € que
juntamente com IL-1beta, a IL-6 e TNF-alfa séo capazes de induzir convulsdes atraves da
via de transmissdo glutamatérgica. Ainda sim, IL-17 e IL-22 podem aumentar a
probabilidade de ocorréncias de convulsées, uma vez que podem gerar fissuras na
barreira hematoencefalica, levando a uma invasédo de leucocitos no cérebro liberando
mais citocinas inflamatorias (ALYU; DIKMEN, 2017; ANNAMARIA VEZZANI, 2014; DE
VRIES et al., 2016; SHIMADA et al., 2014; VEZZANI; BALOSSO; RAVIZZA, 2008)

Uma evidéncia que ressalta o possivel papel de IL-1beta é um estudo de caso.
Uma paciente de 14 anos diagnosticada com epilepsia apresentava cerca de 4 a 15 crises
por dia, mesmo fazendo uso das drogas antiepilépticas (leveritacetam, etossuximida,
lamotrigina e clonazepam). Ao realizar avaliagdo laboratoriais, 0s resultados
apresentaram uma série de alteracdes como autoanticorpos negativos e alteragfes dos
niveis de citocinas, como IL-1beta, no liquido cefalorraquidiano. Devido a suspeita de uma
inflamacéo sistémica e de que esse processo poderia estar relacionado a epilepsia, a
paciente foi tratada com dexametasona, anakinra e por ultimo canakinumab (anticorpo
monoclonal anti-IL-1B), onde passou a presentar uma convulsdo média por varios meses.
O uso passou a ser combinado com clobazam, mostrando que a inflamagé&o pode ter papel
importante e que pacientes com epilepsia refrataria podem encontrar tratamentos mais
adequados as suas condi¢cdes (DESENA; DO; SCHULERT, 2018).
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2.1.3 Tratamento padr&o dainflamagao

O tratamento das doencgas inflamatérias acontece através do uso de farmacos que podem ser 0s
anti-inflamatérios esteroidais (AIES) ou os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES). Os AIES sao os
glicocorticoides (GC) ou corticoides que, assim como 0s mineralocorticoides, andrégenos, estrogénios,
progestogénios e vitamina D, fazem parte da familia dos esteroides. S&o conhecidos também como
horménios do estresse e se mostram envolvidos em diversos processos como homeostase metabdlica,
saude mental, proliferacdo celular, desenvolvimento, reproducéo e inflamacao. Véarias doencas autoimunes,

inflamatorias e alérgicas séo tratadas com os GC sintéticos (figura 4) (VANDEWALLE et al., 2018).

Figura 4 Farmacos AIES

Betametasona H 7 Dexametasona

Fonte: Autor, 2019.

A propriedade anti-inflamatoria e imunoterapéutica dos GCs se faz possivel devido
a sua interacdo com o receptor nuclear GR. Apos essa ligacdo, ocorre uma interacdo GR-
DNA que induzem genes codificantes para proteinas anti-inflamatérias. GR também
consegue inibir atividade de fatores de transcricdo NF-Kb, que regula os genes pro-
inflamatadrios. O uso prolongado ou com alta doses de corticoides vem sendo associado a
um numero extenso de efeitos adversos (quadro 1). Um desses efeitos é que o paciente
pode se tornar hipertenso e um dos mecanismos pelo qual isto ocorre, € que hd uma
retencdo renal de sodio junto a um aumento do volume sanguineo. Alguns GCs, por
exemplo, sao indicados para tratamento de inflamacdes oculares e entre os efeitos, ha o
aparecimento de glaucoma e catarata. GCs também podem inibir a transcricdo de

osteocalcina em osteoblastos, fazendo com que algumas pessoas passem a ter
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osteoporose e um risco maior de ter fraturas (RHEN; CIDLOWSKI, 2005; SCHACKE;

DOCKE; ASADULLAH, 2002).

Quadro 1 Efeitos colaterais devido a altas doses ou terapia com glicocorticoides prolongados.

Glandula suprarrenal

Atrofia adrenal, sindrome de Cushing

Sistema cardiovascular

Dislipidemia, hipertensédo, trombose, vasculite

Sistema nervoso central

Mudangas de comportamento, cognigdo, memoria,

humor e atrofia cerebral

Trato gastrointestinal

Sistema imunoldgico

Hemorragia gastrointestinal, pancreatite e Ulcera

Imunossupressédo ampla

Tegumento

Atrofia, atraso na cicatrizacdo de feridas, eritema,

hipertricose, dermatite perioral e acne

Sistema musculoesquelético

Necrose 0ssea, atrofia muscular, osteoporose,

retardo do crescimento 6sseo longitudinal

Olhos

Rim

Catarata, glaucoma

Maior retencdo de sodio e excrecao de potassio

Sistema reprodutivo

Puberdade tardia, retardo de crescimento fetal,

hipogonadismo

Fonte: adaptado de RHEN; CIDLOWSKI, 2005

Além da atividade anti-inflamatdria, os AINES também possuem atividade
analgésica e antipirética (MOLDOVEANU; TIGAN; ACHIMAS CADARIUT, 2012). Trata-
se da classe mais utilizada e podem ser obtidos em muitos paises sem a necessidade de
apresentacdo de receita médica (GOMEZ-ACEBO et al., 2018). O primeiro AINES foi

sintetizado por Felix Hoffmann na década de 1890, ficando conhecido como Aspirina,

sendo este o0 acido acetilsalicilico ganhando mercado pela Bayer (Cuzick, 2009 apud
BANTI e HADJIKAKOU, 2016). Os AINES sintetizados, depois da Aspirina, possuem em

suas estruturas grupamentos em comum havendo entdo um padréo geral destes farmacos

(figura 5).
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Figura 5 Estrutura da Aspirina e estrutura geral dos AINES
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Fonte: Adaptado de ASIRVATHAM; DHOKCHAWLE; TAURO, 2016.

Sao constituidos por uma por¢ao acida que pode ser endis ou acido carboxilico e
apresentam um pKa entre 3 a 5, sendo esta uma propriedade essencial para acéo
farmacologica; ha também uma ligacdo com um grupo aroméatico planar que vai lhe
conferir carater lipofilico diferente, dependente dos substituintes, normalmente
halogéneos (ASIRVATHAM; DHOKCHAWLE; TAURO, 2016). Suas estruturas dao base
para uma subclassificacdo, onde no quadro 2 podemos encontrar 0s principais grupos e

farmacos incluidos.
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Quadro 2 Subclassificacao dos AINES e exemplos de farmacos

Acido acetilsalicilico, salicilamida e

Derivados do acido salicilico salicilato de sodio
Derivados de anilina e p-aminofenol Paracetamol e fenacetina
Derivados de pirazolona Fenilbutazona e propifenazona
Piroxicam, meloxicam, tenoxicam,
Oxicams lornoxicam e droxicam
Aceclofenac, diclofenac, etodolac,
Derivados de acidos arilalcandicos indometacina, nabumetona, sulindac e
tolmetina

Derivados dos acidos 2-arilpropionicos  Flurbiprofeno, ibuprofeno, cetoprofeno,
(profens) naproxeno e acido tiaprofénico

Acidos N-arilantranilicos (4cidos Acido mefenamico, &cido tolfenamico,
fenémicos) acido flufenamico e acido meclofenamico

Derivados de &cido endlico e coxibes Celecoxib, rofecoxib, etoricoxib, parecoxib,

valdecoxib
Derivados de naftilbutanona Nabumetona
Sulfonamidas Nimesulida
Derivados de benzoxazocina Nefopam

Fonte: Adaptado de GOUDA et al, 2010.

O mecanismo de acdo dos AINES é a inibicdo das enzimas COX que sao
responsaveis pela sintese de prostaglandinas, sendo assim, ha uma diminuicdo na
vasodilatacdo e abrandamento da inflamac&o. As COXs possuem pelo menos duas
isoformas, COX-1 e COX-2, ambas séo suprimidas, porém possuem funcdes diferentes.
A COX-2 é normalmente expressa em condi¢des inflamatérias, enquanto que COX-1 &
encontrada na maioria dos tecidos e é responsével por processos celulares como protecao
gastrica, funcdo renal e homeostase vascular. A inibicdo de forma ndo seletiva e uso
indiscriminado, muitas vezes prolongado, resulta na maior problematica do uso dos AINES
(FELSON, 2016; SEPPALA, 2009).

Os efeitos ndo benéficos associados ao uso prolongado dos AINES séo variados
(figura 6). A maior parte desses efeitos séo resultados da inibicdo da COX-1. Por exemplo,

as prostaglandinas gastricas aumentam a secrecdo de mucinas, bicarbonato e
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fosfolipidios conferindo protecdo e a inibicdo da COX-1 encerra a producdo destas
prostaglandinas, deixando mais favoravel a formacéo de ulceras. Hoje também ja se sabe
gue COX-2 é expressa em ceélulas endoteliais e nesse caso sua inibicdo altera a sintese
de prostaciclina, gerando um desequilibrio que aumenta o risco de eventos
tromboembdlicos e de doencas cardiacas. Assim, os coxibes que sao inibidores
especificos da COX-2 passam a ser problematicos para uso (BOZIMOWSKI, 2015; KHAN;
GUTIERREZ-DE-TERAN; AQVIST, 2018; TARR; REUTER, 2015). Portando, € visto a
necessidade do desenvolvimento de novos farmacos que possam tratar a inflamacéao
sendo mais seguros e que tenham menos efeitos ndo benéficos, proporcionando mais

saude aos pacientes.

Figura 6 Efeitos colaterais ndo benéficos associados ao uso prolongados dos AINES.
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Fonte: adaptado de TARR; REUTER, 2015

2.2 EPILEPSIA

Entre as doencas neurologicas existentes, a epilepsia € a mais comum sendo
caracterizada por crises epiléticas. Trata-se de uma condicdo resultante de um
desequilibrio entre neurotransmissores inibitérios e excitatérios e seus receptores,
alterando a comunicacéo sinaptica ideal que sdo necessarias para as funcdes cerebrais.
Os principais envolvidos sdo o acido y-amino-butirico (GABA) e o glutamato (Glu), que
sdo neurotransmissores inibitorios e excitatorios, respectivamente. Havendo alteracfes
na inibicao funcional de GABA acaba contribuindo para convulsdes e Glu pode ter papel
no inicio e na disseminacao da atividade convulsiva(MINJAREZ et al., 2017).

Entre os sintomas, temos a presenca de movimentos involuntarios do corpo

(convulsbes) que podem variar de uma por dia a varias, perda de consciéncia,
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enrijecimento, repuxa e déja vu. Além das alteragBes transitoria comportamental, a
epilepsia tem implicagdes neurobioldgicas, cognitivas, psicoldgicas e sociais (DEVINSKY
et al., 2018; TORRES, 2015). A Liga Internacional Contra a Epilepsia (do inglés, ILAE)
(FISHER et al., 2014) trouxe uma definicdo mais pratica para a clinica, que afirma que a
epilepsia é definida por qualquer uma das condi¢des abaixo:

a. Se em um intervalo >24h ocorrer no minimo duas crises epiléticas, seja ela ndo
provocada ou reflexa;

b. “Uma crise epiléptica ndo provocada (ou reflexa) e a probabilidade de ocorréncia
de outras crises similar ao risco geral de recorréncia (de pelo menos 60%) apds
duas crises epilépticas ndo provocadas, ocorrendo nos proximos 10 anos;”

c. Diagnéstico de uma sindrome epiléptica.

Além do diagnéstico, a ILAE fala também sobre em quais situacdes a epilepsia

pode ser considera resolvida:
Epilepsia deve ser considerada resolvida para os individuos que
tenham uma sindrome epiléptica idade-dependente que ja tenham
ultrapassado a idade limite para esta sindrome ou para aqueles que
tenham permanecido livres de crises nos ultimos 10 anos, sem
farmacos antiepilépticos nos ultimos 5 anos.

A classificacao das epilepsias é separada em trés niveis: tipos de crises epiléticas,
tipos de epilepsia e as sindromes epiléticas (Figura 7). As crises e as epilepsias focais
estdo envolvidas com atividade neuronal anormal ou excessiva em apenas um hemisfério
cerebral, podendo ser unifocal e multifocal. H4 uma variedade de tipos de crises incluidas
na epilepsia focal, como crises focais, crises focais motoras e ndo motoras e crises focais
gue podem evoluir para crises tonico-clénicas bilaterais. Quanto as crises generalizadas,
a atividade neuronal anormal ou excessiva tem um maior alcance atingindo os dois
hemisférios. Os individuos que apresentam a epilepsia generalizada podem ter crises
tonicas, atbnicas, tbnicas-clonicas, mioclonicas e ainda crises de auséncia. Em alguns
casos, mesmo analisando os dados laboratoriais e clinicos de determinados pacientes,
nao € possivel detectar e atribuir uma dessas duas classificagdes acima, podendo entdo
a crise ser de origem desconhecida, assim como a epilepsia também. Normalmente,
guando os tipos de crises sao de inicio desconhecido a epilepsia também é desconhecida.
Ha uma quarta subclassificagdo para os tipos de epilepsia que é uma combinacao de
crises focais e generalizadas. As sindromes de Dravet e de Lennox-Gastaut sdo exemplos
desta condicdo (SCHEFFER et al., 2017).
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Figura 7 Classificac@o das Epilepsias segundo o ILAE.
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Fonte: Autor, 2019.

O ultimo nivel inclui as sindromes epiléticas que, ocorrendo um diagndstico, ha um
grupo de caracteristicas acontecendo em conjunto. Exemplos dessas caracteristicas sao
tipos de crises e dados do diagnéstico de Eletroencefalografia. Um bom exemplo de
sindromes é um subgrupo da epilepsia generalizada. As Epilepsias Generalizadas
Idiopaticas incluem quatro sindromes epiléticas: Epilepsia Auséncia da Infancia, Epilepsia
Auséncia Juvenil, Epilepsia Mioclonica Juvenil e a Epilepsia com Crises Tonico-clénicas
Apenas. Sao sindromes que afetam mais criancas e adolescentes e tem envolvimento
genético (SCHEFFER et al., 2017; WOLF, 2005).

Alteragbes em muitos niveis da fungdo cerebral podem levar a um desequilibrio
entre excitacao e inibicdo no cérebro que acabam gerando convulsées (STAFSTROM;
CARMANT, 2015). Os canais de Ca*?, Na* e K* podem estar envolvidos. Mutacdes em
genes relacionados aos canais de sodio e potassio podem ser 0s mecanismos
responsaveis por epilepsias, as que tem causa genética e sdo hereditaria. Essas
mutacfes alteram as funcdes normais desses canais, que no caso do potassio é
repolarazicao e hiperpolarizacdo, enquanto sédio é responsavel pela despolarizacao da
membrana neuronal. Quanto ao canais de calcio, o aumento no influxo de Ca?* faz com
haja a diminuicdo da sua concentragdo extracelular e se crie uma atividade epilética.
Embora que se tenha esse conhecimento, muitos estudos ainda ocorrem afim de entender
a doenca (PORTO et al., 2007; STEINLEIN, 2001).



34

2.2.1 Epidemiologia e etiologia

E estimado que o nimero de pacientes portadores da epilepsia ultrapassem os 50
milhdées e quando pensamos no numero de pessoas que sdo afetadas indiretamente pela
doenca, como familiares e cuidadores, chegamos a 500 milhdes. Em cima do nimero de
pacientes, € de conhecimento que 80% deles residem em paises em desenvolvimento e
a cada ano, 2,4 milhdes de pessoas recebem o diagnostico positivo para a doenca. No
Brasil, a prevaléncia de pacientes € de 380 a <430 por 100.000 habitantes (figura 8). Por
tanto, a Organizacdo Mundial da Saude considera a epilepsia um problema de saulde
publica e tem tracado programas/campanhas afim de trazer informacdo e melhorar a
gualidade de vida dos pacientes. Entre essas acdes, temos a “Campanha Global contra
a Epilepsia: fora das sombras” e nas américas, em 2011, a “Estratégia e Plano de Agao
sobre epilepsia” (BILL; FOUNDATION, 2019; SPICIARICH et al., 2019, WHO, 2019).

Figura 8 Prevaléncia global da Epilepsia a cada 100 000 habitantes.
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Fonte: Adaptado de BILL; FOUNDATION, 2019.

Embora os grupos mais afetados sejam o de idosos e de jovens menores de 20
anos, a epilepsia pode afetar homens e mulheres, em qualquer momento da vida,
independe de raca e posi¢do no globo (gréfico 1). De forma geral, quando comparamos
com o restante da populagcdo, ha um aumento de trés vezes na mortalidade de pacientes
epiléticos e ao confrontar com outras doencas neurologicas, a epilepsia é responsavel por
1,3% de todas as mortes e também 5% dos anos de vida perdidos por incapacidade. As

mortes podem ser decorrentes da epilepsia, como no caso de status epilépticos ou ainda
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de traumas consequentes das crises convulsivas e suicidios. Os suicidios se mostram
presentes, pois pessoas com epilepsia tendem a apresentar condi¢cdes psiquiatricas,
como depressao e ansiedade, mais que a populacao geral (grafico 2), fora também que

em muitos paises ha estigma social (BILL; FOUNDATION, 2017; BOER; MULA; SANDER,
2008; SPICIARICH et al., 2019).

Grafico 1 Relacéo de ocorréncia da Epilepsia por idade
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Fonte: Adaptado de ALIZED, 2014.

Ignorancia, preconceito e discriminacédo, ha 4000 mil anos, estes trés pontos que
resultam no estigma social, ja era visto em torno dos portadores de epilepsia. Isso por que
a doenca sempre foi associada a impureza e a possessao de espiritos malignos. Embora,
nos ultimos 100 anos tenha se descoberto muita coisa sobre a doenca, ainda é possivel
ver em alguns paises a existéncia de varias crencas que sado capazes de oprimir 0s
epiléticos e distancia-los de um possivel tratamento. Camardes africanos, liberianos e os
curandeiros mais tradicionais da Suazilandia, associam que as pessoas estdo possuidas
por entidades e que a causa da doenca é devido a bruxaria/feiticaria e maus espiritos. Em
outros paises como Etiopia, Quénia e Equador ocorre exclusdo social, problemas de
relacionamentos com conjuges e/ou pais, problemas de emprego e moradia. Se formos
para Asia, mais precisamente Indonésia, é considerada um “Karma” e uma punigdo. Na
india, areas rurais, pessoas sdo amarradas em arvores e sofrem uma série de rituais afim

do espirito ser retirado. Na china, a familia sente vergonha das pessoas com epilepsia e
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estas também tem dificuldades para relacionamentos amorosos (BOER, 2010; BOER,;
MULA; SANDER, 2008).

Grafico 2 Condic¢des psiquiatricas de pessoas com Epilepsia versus pessoas sem Epilepsia
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Fonte: Adaptado de ALIZED, 2014.

E de conhecimento que em 50% dos casos, 0s motivos pelos quais os pacientes
manifestaram a epilepsia sdo desconhecidos e na outra metade, a causa pode ser variada.
Além da genética, a etiologia abrange categorias como estrutural, infecciosa, metabdlica
e imune. A primeira etiologia ocorre quando ha muta¢cdes genéticas conhecidas ou
presumidas resultando em crises epiléticas. Ha uma diversidade de epilepsia com essa
etiologia e muitas vezes nao ha conhecimento sobre o gene que é responsavel. Entre os
exemplos de mutacdes conhecidas, temos aguela que ocorre nos genes do canal de
potassio, KCNQ2 ou KCNQ3, causando a sindrome da Epilepsia Neonatal, que vem de
um histérico familiar sendo uma sindrome autossémica dominante. E interessante
ressaltar que ndo necessariamente as mutacdes sao hereditarias e que uma etiologia
genética nao significa que ndo tenha uma contribuicdo de outro fator (SCHEFFER et al.,
2017; WHO, 2019).

Por outras vezes, pessoas que tem/tiverem infeccbes cerebrais como
neurocisticercose e encefalite viral ou doencas causadas por Cysticercosis cellulosae,
Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii, Schistosoma japonicas e Toxocara caniis,
vem apresentando convulsdes e posteriormente desenvolvendo a epilepsia. Isso ocorre

devido a lesBes cerebrais juntamente com predisposi¢cao genética. Epilepsias com origem
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infeciosas tem maior prevaléncia em paises em desenvolvimento, logicamente devido a
alta incidéncia de doencas que causam infec¢des cerebrais. Como ja vimos anteriormente,
a inflamacdo vem se mostrando envolvida com a Epilepsia. Sabe-se que a producéao de
anticorpos, a sintese aumentada com liberagdo de citocinas e quimiocinas, podem ter
papel para o desenvolvimento da doenca. Ao analisar criangas portadores de doengas
autoimunes (como lupus), foi visto que ha uma maior prevaléncia epilética quando
comparados com criancas sem, 1,8% a 0,4 %, respectivamente. Um total de 17,5% dos
pacientes portadores de doengas autoimunes tem epilepsia (RAMANTANI;
HOLTHAUSEN, 2017; VALENCIA, 2014).

Apesar de ndo ser tdo comum, distarbios metabdlicos podem gerar convulsées,
como € no caso da hiperamonemia e hipoglicemia, que normalmente desaparece ao ser
iniciado o tratamento ideal. Em outros casos, € conduzido o aparecimento da epilepsia
juntamente com as convulsfes, podendo ser resultado de diversas sindromes como a
deficiéncia de creatina e deficiéncia de guanidinoacetato miltransferase. A predominancia
da epilepsia resultante de “erros” metabdlicos € na infancia. Uma Uultima causa é a
estrutural que pode ocorrer depois de traumas, acidente vascular cerebral, infec¢cdo ou
geneética, neste ultimo caso malformacdes no desenvolvimento cortical. Todos esses
acontecimentos podem gerar uma anormalidade estrutural, visiveis em estudos de
imagens, que sao responsaveis pelo desenvolvimento da Epilepsia (SCHEFFER et al.,
2017; SHARMA; PRASAD, 2017; WOLF; BAST; SURTEES, 2005).

Em criancas e adolescentes predomina a causa genética e embora tenha uma clara
influéncia genética em adultos, normalmente neles, o inicio da epilepsia é resultado de
causas estruturais adquiridas. O processo pelo qual um cérebro assintomatico passa a
ser epilético € conhecido como epileptogénese. Os ultimos fatores descritos na etiologia
estrutural sdo exemplos onde a epileptogénese acontece. Inicialmente, nés temos
convulsdes espontaneas e posteriormente um diagndstico para epilepsia. Na literatura foi
mostrado que cerca de até 50% dos casos de traumatismo, até 10% dos casos de acidente
vascular cerebral e outros 7% dos casos de infeccdo podem desenvolver a doenca, de
meses até anos depois das primeiras lesées. Em convulsdes com etiologias como
infeciosas ou autoimune e ainda sim, outras em que sejam vistas sinais de inflamacao no
cérebro leva ao subgrupo denominado de “convulsées relacionadas a inflamagao”
diretamente relacionado a epileptogénse (ALYU; DIKMEN, 2017; SMITH, 2012;
VALOTTA; CABRAL, 2008).
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2.2.2 Tratamento medicamentoso da convulsao

O tratamento medicamentoso € caracterizado pela presenca de 3 geracdes de
farmacos (grafico 3). A primeira geracdo se encontra 0sS que sao, principalmente,
derivados dos barbitiricos e como exemplo temos a fenitoina (FTN). Uma segunda
geracdo teve inicio por volta de 1960, estruturalmente diferentes dos anteriores, 0s
benzodiazepinicos (BZP), assim como a carbamazepina (CBZ) e valproato (VPA) séo
farmacos exemplos. A partir de 1980 houve um desenvolvimento mais “racional” dos
medicamentos caracterizando a terceira geragdo, sendo presente neste grupo o
Topiramato, Gabapentina e Oxcarbazepina (SCHMIDT; LO, 2011).

Grafico 3 Linha do tempo dos farmacos anticonvulsivantes
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Fonte: Adpatado de SCHMIDT; LO, 2011

No Brasil, os antiepiléticos comumente utilizados sdo carbamazepina, clobazam,
clonazepam, fenitoina, fenobarbital, gabapentina, lacosamida, lamotrigina,
oxacarbazepina, pregabalina, topiramato, valproato e vigabatrina (ELZA; TARGAS, [s.d.]).
Um desses farmacos, o fenobarbital, entrou no mercado devido as suas propriedades
hipnéticas, mas logo em seguida, os estudos desenvolvidos por Hauptmann possibilitaram

0 uso contra convulsées. Quimicamente falando, € o acido 5-etil-5-fenil barbitdrico, um
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acido fraco com solubilidade moderada em &gua e funciona durante a convulsédo
controlando a atividade elétrica anormal existente no cérebro. E indicado para convulsdes
neonatais, para prevencao da recorréncia de convulsdes febris, epilepsia generalizada
idiopatica e importante no status epilepticus. No entanto, em algumas sindromes
epilépticas infantis é considerado inapropriado. Até pelo menos 2012, um século depois
de sua primeira aparicdo, estava presente na lista de medicamentos essenciais da
Organizacdo Mundial da Saude, continuando entdo a ser amplamente utilizado,
principalmente, por ter bons resultados e por ser barato (BIALER, 2012; SCHMIDT;
MOSER; SPERANDIO, 2013; YASIRY; SHORVON, 2012).

Da mesma geracao do fenobarbital, a FTN ndo possui efeito sedativo como era
comum aos anticonvulsivantes utilizados até a sua descoberta. O anel da hidantoina foi
combinado com dois anéis fenilicos ligados na posicao C5 e é utilizada principalmente no
tratamento de convulsdes tdnico-clonicas generalizadas, tendo efeito limitado em
convulsdes do tipo tbnicas e atbnicas, bem como mioclonicas. Pela ILAE, a fenitoina é
declarada como nivel A para tratamento da epilepsia focal juntamente com outras 4
drogas. O mecanismo de acédo desta droga é através do bloqueio dos canais de sédio
(GULDIKEN; REMI; NOACHTAR, 2016; KEPPEL HESSELINK; KOPSKY, 2017;
SHANMUGARAJAH et al., 2018). Por mais de 50 anos, o acido valproico foi utilizado como
solvente quando, por acidente, descobriu-se seus efeitos contra a epilepsia. Conhecido
entdo como Valproato é dito como primeira linha para tratar as crises generalizadas seja
ela primaria ou idiopéticas, como também em crises parciais. A maioria das formulagdes
existentes para este medicamento, o acido valproico, sdo sais como valproato de sédio e
divalproato de sodio (figura 9) (YACUBIAN, 2014).
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Figura 9 Farmacos utilizados no tratamento da convulséo.
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Outro farmaco que tem eficacia nas crises generalizadas ¢ a Carbamazepina
(CBZ), que também ¢€ indicada para crises parciais e epilepsias localizadas sintométicas,
idiopaticas e indeterminadas. Esta acdo € possivel através de dois mecanismos basicos:
acbes na transmissdo sinptica e receptores para neurotransmissores e acao na
condutancia dos canais de soédio neuronais (monoaminas, purinas, acetilcolina). O
desenho estrutural da CBZ é semelhante a farmacos antidepressivos, imipramina e
maprotilina, sendo um iminostilbeno (COSTA, 2014). J4 o grupo dos benzodiazepinicos
foram primeiro focados como agentes ansioliticos, posteriormente ganharam mercado
como antiepiléticos. Os 1,4-benzodiazepinicos e o0s 1,5-benzodiazepinicos sé&o
frequentemente utilizados em situacdo especiais em crises repetidas com intervalos
curtos, crises prolongadas e no estado de mal epiléptico. Diazepam, Clonazepam,
lorazepam e midazolam séo os de primeira linha quando temos em questéo situacdes de
emergéncia. Enquanto que nitrazepam e clobazam sao farmacos adjuvantes durante o
tratamento crénico (figura 10) (BRAGA; BOGACZ, 2014).
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Figura 10 Grupo de benzodiazepinicos com potencial antiepilético.
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Fonte: Autor, 2019.

O uso de farmacos para tratar a epilepsia € marcado pela presenca de efeitos
colaterais diversos e ainda sim, segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 30% da
populacdo continua a apresentar convulsbes mesmo sob tratamento. No quadro 3
podemos encontrar alguns dos efeitos causados pelo uso dos farmacos tradicionais.
Embora tenhamos um nuamero extenso de farmacos disponiveis, € visto que ha a
necessidade de busca por medicamentos com maior eficacia, seguranca e menos efeitos
indesejados aos pacientes, juntamente com farmacos que sejam capazes de ir na génese

da doenca e ndo apenas tratamento sintomatico.
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Quadro 3 Farmacos tradicionais e seus possiveis efeitos colaterais

Ataxia, fadiga, depressao, dificuldade de atencéo e memoria,
distarbio do tecido conjuntivo, dermatite alérgica, sindrome

Fenobarbital de Stevens-Johnson, insuficiéncia hepatica, trombocitopenia.

Encefalopatia irreversivel, depressao, déficits de memoria,
atencdo e concentracdo, alteracbes cardiacas, hipertrofia
gengival e etc.

Fenitoina

Sonoléncia, fadiga, tonturas, visao turva, diplopia, ataxia,
leucopenia transitoria, elevacdo de enzimas hepéaticas,

Carbamazepina retencdo de agua e hiponatremia e etc.

Efeitos Gastrintestinais e hematoldgicos, ganho de peso, rash
cutaneo, queda de cabelo, alopecia, ovarios policisticos e
hiperandrogenismo e etc.

Valproato

Hipotensdo arterial, depresséo respiratoria, apneia, ataxia,
fadiga, sonoléncia, tontura, distarbio de comportamento,
agressividade e etc.

Benzodiazepinicos

Fonte: Adaptado de CONTRERAS-CAICEDO, 2014.

2.3 HIBRIDIZACAO MOLECULAR

A quimica medicinal € a parte da ciéncia que tem como principal objetivo o
planejamento e desenvolvimento de compostos biologicamente ativos. Envolve areas
como ciéncias bioldgicas, médicas e farmacéutica além da prépria quimica. O desenho de
moléculas através do planejamento — utilizando estratégicas de modificacdo molecular ou
ainda com emprego de técnicas computacionais — compreende a etapa de “descoberta”.
Ha também a otimizacdo com o melhoramento da estrutura do composto -
desenvolvimento de uma série a partir de protétipo original — através da sintese e

avaliagOes de testes bioldgicos in vitro e in vivo. E uma terceira etapa € o “desenvolvimento
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de um protétipo” que visa melhorar as propriedades ADMET e farmacéuticas (LIMA,
2007).

Dentro da quimica medicinal, a hibridizacdo molecular € uma das estratégia de
modificagdo molecular que tem sido amplamente utilizada para o desenvolvimento de
novos farmacos. Nessa estratégia, temos a juncao de ndcleos ativos distintos que passam
a compartilhar caracteristicas em uma Unica estrutura. Esse novo composto podera ter
atividade de um dos nudcleos ou de ambos. Quando este Ultimo caso ocorre pode
representar uma inovacao terapéutica para as doengca que possuam etiologia
multifatoriais, como a epilepsia (BARREIRO, 2008). H4 varios estudos em que moléculas
hibridas demonstram ser ativas para atividades como antifingica, antituberculosa,
antimalarica, anti-inflamatoria, anticancer, anticonvulsivante e contra a doenca de
Alzheimer (MISHRA; SINGH, 2016; RAPACZ et al., 2017; ZHANG et al., 2018).

Entre os ndcleos que ja foram base para o planejamento e teste de novas
moléculas hibridas temos as TZD'’s e as ftalimidas. No nosso grupo de pesquisa a TZD foi
hibridizada com acridina, conhecida como tiazacridina(LPSF/AA’s), possuindo
propriedade anticancer(FRANCISCO; ARAU, 2013; CHAGAS et al., 2017). Outros grupos
também ja hibridizaram TZD com varios nucleos com atividade antibacteriana, anticancer,
antimicobacteriano (figura 11) (AVECILLA et al., 2017; PONNUCHAMY et al., 2014;
SRIVASTAVA et al.,, 2015). As ftalimidas seguem o mesmo caminho e ja foram
hibridizadas com triazol, piperazina, indol e benzotiazol com atividades como anticancer e
anti-inflamatoria (figura 12) (ASSIS et al., 2012; HON et al., 2008; Sl et al., 2015; ZAHRAN
et al., 2018).



Figura 11 Moléculas hibridas com TZD e outros nucleos.
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Figura 12 Moléculas hibridas com ftalimida e outros nucleos.
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Fonte: adaptado de ASSIS et al., 2012; HON et al., 2008; Sl et al., 2015; ZAHRAN et al., 2018.

2.3.1 Tiazolidinas

Como visto a cima a tiazolidina vem sendo utilizada no desenho de novas
moléculas, trata-se de composto organico heterociclico de 5 membros, onde temos um
atomo de azoto e um de enxofre. Ao adicionar duas por¢6es de carbonila nas posigédo 2 e
4 do anel da tiazolidina, teremos a tiazolidina-2,4-diona (figura 13). Substituicoes
diferentes na posicdo 3 e 5 do anel tiazolidinico encaminharam ao desenvolvimento de
moléculas com um espectro de atividades bioldgicas variadas. E um ntcleo com grande
importancia na quimica medicinal e em diversas pesquisas vem sendo utilizado como

intermediéario para criacdo de drogas sintéticas (CHADHA et al., 2015).
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Figura 13 Estrutura da Tiazolidina-2,4-diona
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Ainda segundo Chadha e seus colaboradores, ha algumas possiveis formas de
sintese para obter o nucleo da tiazolidina-2,4-diona (esquema 1). A mais comum é através
da reacao entre o &cido cloroacetico com tioureia(1), utilizando uma temperatura ambiente
ele obtém o intermediario que em uma segunda reacdo, em temperatura alta, formara a
TZD. Essa reacao pode ser feita também através de micro-ondas fazendo que ela seja
mais rapida. Uma outra forma trata-se de uma reacdo que tem duas etapas (2) contando
com a formagdo de dois intermediério, o ultimo - tiolcarbamato — ciclizard formando o
nucleo da TZD. O nucleo também pode ser formado na presenca de &cido cloridrico diluido

a partir de tiossemicarbazona (3) ou etilcloroacetato (4).

Esquema 1 Formas de obtencao do nucleo da Tiazolidina-2,4-diona
0

1 e} + —_
OH NH H
Cl/\[( + )J\ Hz(n) % 100-110°C
O H3N NH2 20-25°C S NH
2
CICH,COO" H
COS+ RNH, + KOH, — RNHCOS —» RNHCOSCH,COO— o
3 » N
H CHs o o. H CHz  dilHCl )%o
N H /)\ + CI\)L C,H;s0Na \I\:N>=NN=<CH e S
H \ﬂ/ N CH, OC,Hg e S 3 refluxo
S
4
Q (0]
H OC-H dil HC1
Cl 25 + KSCN —» H OC,Hs
H NCS \

Fonte: adaptado de CHADHA et al., 2015.

As tiazolidinas ganharam o mercado com sua potencialidade como sensibilizadores

de insulina. A descoberta das TZDs revolucionou o tratamento da diabetes tipo 2.
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Troglitazona® (TGZ), Rosiglitazona® (RGZ) e Pioglitazona® (PGZ) foram aprovadas para
uso em 1997, 1999 e 2000, respectivamente (figura 14). Apesar da eficiéncia destes
farmacos, 3 anos depois de ser aprovado TGZ foi retirado do mercado devido a
hepatotoxicidade e em 2010 foi a vez de RGZ sair devido a cardiotoxicidade. O
mecanismo pelo qual é responsavel por esse efeito, € a conhecida alta afinidade com o
receptor PPAR-gama. A atuacdo agonista a este receptor acaba levando a regulacéo da
diferenciacéo de adipdcitos, armazenamento de acidos graxos e metabolismo da glicose
(JAIN; VORA; RAMAA, 2013).

Figura 14 Farmacos derivados de TZD.
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\ /

A atuacdo como agonista de PPAR-gama ndo conferiu apenas atividade anti-
hiperglicémica, mas também anti-inflamatoria. Os receptores ativados por proliferadores
de peroxissoma, PPARs, trata-se de um sub conjunto da superfamilia de receptores
nucleares que possuem trés formas: alfa, beta/delta e gama. Hoje ja se sabe que PPAR-
gama tem papel fundamental na resposta imune, ja que possui a capacidade de inibir a
producao de citocinas pro-inflamatéria como IL-12, IL-1beta, TNF-alfa e IL-6 e ainda pode
encaminhar a diferenciagcdo de células imunes para células com fendtipos anti-

inflamatorio. Por esses motivos, PPAR-gama tornasse um possivel alvo terapéutico contra
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a inflamacéo, saindo das rotas das COX’s e seus efeitos colaterais indesejaveis (MARTIN,
2010). Ha diversos estudos entdo que passaram a avaliar atividade anti-inflamatoria de
derivados da TZD (quadro 4). Outras atividades demonstradas pelo nucleo sao anticancer,
antimicrobiano, antiartritico e inibidor da aldose redutase (JAIN; VORA; RAMAA, 2013)
(figura 15).

Figura 15 Atividades bioldgicas relacionadas ao nucleo da Tiazolidina
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Fonte: adptado de JAIN; VORA; RAMAA, 2013




Quadro 4 Derivados da tiazolidina-2,4-diona com atividade anti-inflamatdria investigada
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2.3.2 Ftalimida

A 1,3-isoindolinediona, conhecida como ftalimida, também é um ndcleo de
importancia para o desenvolvimento de novos farmacos sintéticos. Quimicamente falando
trata-se de uma amina aromatica onde duas carbonilas estéo ligadas a porg¢éo funcional
da amina (figura 16). Assim como a tiazolidina, na linha de pesquisa de sintese e avaliacédo
bioldgica, a ftalimida vem sofrendo alteragdes/substituicdes no seu nucleo e no atomo do
nitrogénio. Seu potencial terapéutico vem sendo visto atraves das variadas atividades que
possui como a anticancer, anti-angiogénico, anti-inflamatéria, anticonvulsivante,

anticolinesterasico e antimicrobiano (figura 17) (SHARMA et al., 2010).

Figura 16 Estrutura quimica da Ftalimida
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Fonte: Autor, 2019.

Entre as metodologias para sintese da ftalimida temos a reacdo entre 2-iodobenzamida e &cido
metanoico (esquema 2), na presenca de iodo, trifenilfosfina, acetato de paladio (Il) e Trietilamina. O solvente
foi tolueno, sendo mantido a 80°C por 2h. A ftalmida é o segundo produto da reacdo sendo isolado e

purificado. O esquema da reagéo encontra-se abaixo (WANG et al., 2019).
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Esquema 2 Sintese do nucleo da ftalimida
O

I,(1.1 equiv)
NH, PPh; (1.3 equiv)
Pd(OA 1.5 mol ¢
+ HCOOH Ok Ay ml™) NH
| Et;N (3 equiv)
Tolueno
80°C 2h o

Fonte: adaptado de WANG et al., 2019.

No mercado farmacéutico, a ftalimida mais conhecida é Talidomida® que foi comercializada na
Europa em 1957 sendo indicada para o tratamento da ansiedade, ins6nia e no caso de mulheres gravidas,
contra as nauseas e vomito. A Talidomida® foi classificada como uma droga sedativa e hipnética. Aos
poucos ganhou o mercado em varios paises, mas a partir de 1960 houve uma reviravolta. Inicialmente, foi
visto que pacientes que faziam uso prolongado da droga passaram a apresentar uma neuropatia periférica
e dois anos depois, foi retirada do mercado apds ser associada a um grande nimero de casos de
teratogenicidade. Posteriormente, varios estudos levaram a utilizacdo da Talidomida® em outras doencas.
No Brasil, ela é indicada para o tratamento de hanseniase, doencas sexualmente transmissiveis e doencas
cronico-degenerativas (lUpus eritematoso, doenga enxerto-versus-hospedeiro). Essas utilidades clinicas sao
possiveis devido as propriedades anti-inflamatoéria e moduladora da resposta imunolégica e é de
conhecimento que a Talidomida® é capaz de reduzir os niveis de TNF-alfa (GRYGLEWSKI, 1964;
MARTINEZ-FRIAS, 2012).
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Figura 17 Atividades bioldgicas relatadas para o nacleo da Ftalimida.
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Fonte: Autor, 2019.

O protétipo da talidomida® serviu de arcabougo para otimizagdo colocando mais dois farmacos no
mercado, a Pomalidomida® e Lenalidomida®. Alteracdes foram feitas no ndcleo da ftalimida, onde no
primeiro foi adicionado ao anel aromético um grupamento NH2 e no segundo farmaco, além da adi¢do desse
grupo, foi retirado uma carbonila (figura 18). Os dois sao indicados para o tratamento de mielona multiplo
devido aos seus efeitos imunomoduladores, antiproliferativos e antiangiogénicos (SCOTT, 2014; ZELDIS et
al., 2011).
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Figura 18 Farmacos derivados da Ftalimida no mercado farmacéutico.
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A descoberta da Talidomida® e seus analogos como compostos
imunomoduladores despertou o interesse no nucleo da ftalimida. Diversos derivados séo
planejados afim avaliar sua possivel atividade anti-inflamatoria. Estes j& demonstram ser
moduladores de citocinas como IFN-gama, IL-2, IL-6, TNF-alfa, IL-10 e IL-1beta, também
foi visto a capacidade de inibicdo do Oxido nitrico. A eliminacdo da producdo de 6xido
nitrico (NO) mostra-se como alvo para farmacos com atividade contra a inflamacéo, pois
o NO é um mediador inflamatério. A inibicdo das COXs e LOXs por moléculas contendo
ftalimidas também ja foi investigada, assim como a capacidade desses compostos em
diminuirem a inflamacéo aguda através da avaliacdo pelo modelo de edema da pata de
rato. Do mesmo modo que as tiazolidinas, a ftalimida também demonstrou a interacéo
agonista de PPAR-gama. No quadro 5, é possivel conferir alguns derivados que

demonstram resultados anti-inflamatério.
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Quadro 5 Derivados da ftalimida com atividade anti-inflamatdria investigada
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Fonte: Autor, 2019.

A atividade anticonvulsivante também é alvo da pesquisa com compostos que
possuem o nucleo da ftalimida. Os compostos foram investigados através dos testes de

convulsdo induzida por pentilenotetrazol (PTZ) e eletrochoque méaximo (MES). Alguns
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derivados conferiram protecdo a uma quantidade aproximado ou valores iguais ao
farmacos como fenitoina e carbamazepina. Essa atividade é conferida a ftalimida devido
a um possivel bloqueio ao canal de s6dio como foi visto em estudo de docking. No quadro

6, é possivel conferir alguns derivados que demonstram resultados anticonvulsivante.

Quadro 6 Derivados da ftalimida com atividade anticonvulsivante investigada

Eletrochoque
AHUJA;  HUSAIN; / o maximo
M Protecdo 4/4 ratos
SIDDIQUI, 2014 N N v@ em 0.5h e 2h
o 0 Fenitoina: 4/4

Carbamazepina: 4/4
Convulsédo induzida

IMAN et al.. 2018 por pentilenotetrazol

N—Ar

F Protecao 6/10

Eletrochoque

KAMINSKI et al., 2 4>~ 4/@ méaximo
etal. 2011 Protecdo 4/4 ratos

em 2h
Fenitoina: ¥
Docking:  bloqueio

IMAN:  SAADABADI: —/R2 de canal de sédio
DAVOOD, 2013 \ /

(o]
Fonte: Autor, 2019.

Diante das problematicas das doencas expostas acima e dos diversos efeitos
colaterais ndo benéficos dos farmacos padrées, bem como a potencialidade demonstrada
pelos nucleos da TZD e da ftalmida, € visto a possibilidade hibridizacdo dos dois nucleos
formando o LPSF/FT-1. Posteriormente, serdo adicionados radicais variados, visando
contribuir na busca de novos farmacos anticonvulsivantes e anti-inflamatérios que possam

ser mais eficazes e seguros com menos efeitos indesejaveis (figura 19).



Figura 19 Hibridizacdo molecular tiazolidina-ftalimida e obtencéo dos derivados LPSF/FT's.

Fonte: Autor, 2019.
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3 METODOLOGIA

3.1 SINTESE ORGANICA E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

3.1.1 Equipamentos e Materiais

3.1.1.1 Equipamentos

Os equipamentos utilizados durante o processo de sintese e para analise estrutural
foram a Placa Aquecedora Digital (Nova Instruments®), Medidor de ponto de fuséo
modelo M-565 (Buchi®), Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia modelo LC-20AT
(Shimadzu®), Espectrometro de massas/maldi-tof modelo Autoflex llI(Bruker®),
Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear modelos Varian Unitty Plus 300MHz e
Varian Unmrs 400MHz como também Espectrofotdmetro de Infravermelho modelo IV

Prestige-21 por transformada de Fourier (Shimadzu®).

3.1.1.2 Reagentes e Solventes

Os solventes, reagentes e intermediarios usados para a sinteses dos compostos
foram: metanol, acetronitrila, agua destilada, tolueno, etanol, hexano, acetato de etila,
acido acético glacial, hidréxido de sodio, morfolina, acetato de amobnio, acido
monocloroacético, tiouréia, N-(clorometil)ftalimida, 4-metoxibenzaldeido, 4-
bromobenzaldeido,  3-(Trifluorometoxi)benzaldeido, 9-antracenil(benzaldeido), 4-
fluorobenzaldeido, 2,6-diclorobenzaldeido, 2,4-diclorobenzaldeido, 3,4-
diclorobenzaldeido, 4-(trifluorometil)benzaldeido, 4-metilbenzaldeido, 5-bromo-indol-3-
carboxaldeido, 3-nitrobenzaldeido, 5-bromo-2-metoxibenzaldeido, 4-hidroxibenzaldeido,
2-nitrobenzaldeido. Os reagentes utilizados paras as sinteses sdo das marcas Sigma-
Aldrich® e TCI Chemicals®.

3.1.2 Rotas de sintese
A obtencéo dos derivados LPSF/FT’s contou com 3 etapas reacionais (Esquema

3). Na primeira etapa, temos a ciclizacédo da tioureia com acido monocloroacético obtendo

assim o primeiro intermediario, a tiazolidina-2,4-diona(TZD). Na segunda etapa, a tzd
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reage através de uma n-alquilacdo com a N-(clorometil)ftalimida formando o intermediario
3-((1,3-dioxoisoindolin-2-il)metil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/FT-1). A terceira etapa foi
uma condensacdo de Knoevenagel foi realizada entre os aldeidos e o LPSF/FT-1
sintetizando os derivados tiazoftalimidicos finais. No quadro 7 encontra-se os substituintes
de cada final sintetizado e mais detalhes da metodologia podem ser encontrado no
apéndice A, péagina 120.

Quadro 7 Estrutura e radicais dos compostos finais LPSF/FT's

R Caodigo R Cddigo
5 0 LPSF LPSF
N 4-OCHs  FT-16 4-CFs FT-35
= 3-OCF3  FT-19 4-CHs FT-36
o
© 4 l 4-F FT-31  3-NO2 FT-38
/R 26l FT-32  5-Br-2- FT-39
OCH3
3,4-Cl FT-34  4-OH FT-40

Fonte: Autor, 2019.



Esquema 3 Etapas para obten¢&o dos derivados tiazoftalimidicos

Etapa 1. Sintese do intermediario Tiazolidna-2,4-diona

Etapa 3. Sintese dos intermediario compostos finais LPSF/FT's

=

CH,COONH

s/\,o GHiCOONH, ™ ]
R/\

CHCOOH

‘ 110°C
)\ LPSF/FT's AAS

Fonte: Autor, 2019.

3.1.3 Confirmacéao estrutural

cl
N

(o)

N-(clorometil)ftalimida

65°C
MeOH/ACN | NaOH

'
______________________________ L
T N

0]

2/\\/Ko o

LPSF/FT-1
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE): com o emprego do CLAE foi

possivel acompanhar a reagcdo em tempo real bem como avaliar o grau de pureza dos

compostos. Para solubilizar as amostras foi utilizado acetonitrila (ACN) na proporc¢éo de

0,2 mg/mL e estas foram passadas para vial através de filtro. Foram entdo aplicadas em

coluna (C-18/fase estacionaria) a 40°C. Os solventes de fase movel foram Metanol

(MeOH) e ACN. Quanto a variacao do gradiente de solventes tivemos:

0,01min — 80% MeOH/ 20% ACN
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10min — 20% MeOH/ 80% ACN
15min — 20% MeOH/ 80% ACN
15min — Fim de corrida.

Espectrometria de massas (EM): A espectrometria de massas € uma técnica
utilizada para determinar a massa de compostos quimicos. Empregada entdo para
diversos fins, inclusive, o desenvolvimento de novos compostos candidatos a farmacos.
Na espectrometria de massas, 0 composto é ionizado, separado para enfim ser detectado.
Entre as variacdes de métodos existentes temos, a lonizagcdo/dessor¢cao a laser assistida
por Matriz (MALDI) associada ao método de separagao “time of fly” (TOF). A ionizagao
acontece através da utilizacdo de um laser capaz de excitar o analito, separacao tem como
base a diferenca de velocidade/tempo que os ions levam para chegar ao detector. Esta
foi a técnica adotada para analisar os LPSF/FTs finais. Utiliza-se 10-20ul de DMSO ou
CDCl3z para solubilizar os compostos que foram entdo plagueados e levados aos
espectrémetro. Quando solubilizados com DMSO a placa foi a estufa (60°C) para retirada
de solvente. Foi utilizado Alfa-Ciano (Alpha-Cyano-4-hydroxycinnamic adic) como matriz
e como calibrante, o pep (peptide calibration standard II).

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): outra técnica bastante utilizada para
auxiliar na comprovagéao estrutural de compostos organicos é a RMN, principalmente a de
Hidrogénio e de Carbono. Nesta técnica, os compostos sdo submetidos a um campo
magnético que afeta o spin do ndcleo fazendo com que eles possam ser detectados. No
espectro de hidrogénio, a faixa de deteccdo baseada no deslocamento quimico é de 0-10
partes por milhdo (ppm). Ja faixa de deslocamento para o elemento de carbono tem
variacdo de 0-200ppm. Os solventes utilizados para analisar os compostos foram DMSO-
d6 ou CDCls-d em temperatura ambiente. Através dos espectros foi possivel identificar os
picos que caracterizam 0os compostos correspondentes aos anéis aromaticos, alcanos,
alcenos e alguns de seus radicais.

Espectrofotometria de Infravermelho (IV): através do IV € possivel identificar os
principais grupos funcionais das moléculas, isso porque 0os compostos sdo capazes de
absorver radiacdes eletromagnéticas de frequéncias variadas na regido de infravermelho.
Teremos assim um grafico de intensidade de absor¢cdo (% transmitancia) por
namero/comprimento de onda. Ligacbes como C=C existentes nos anéis aromaticos, C=0
das carbonilas e de outros grupamentos sdo caracterizadas em faixas de comprimentos
de ondas e intensidades especificas. Podemos entdo caracterizar 0s compostos

sintetizados, analisando os espectros em relagcdo aos grupos existentes que € de nosso
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conhecimento. As amostras foram preparadas em forma de pastilha de Brometo de
Potassio (KBr) na propor¢ao de 1:100.

Ponto de Fus&o: os compostos foram macerados e colocados em capilares
apropriados para realizacdo da analise. O método utilizado foi de 80-305°C subindo
2.0°C/min.

3.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.2.1 Aspectos éticos
O projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa em seres humanos do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE),
com o registro de numero 91714718.0.0000.5208. Também possui aprovacdo da
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPE) com processo de n° 0003/2019.

3.2.2 Ensaios In vitro

3.2.2.1 Recrutamento de voluntarios sadios e critérios de Inclusao e Exclusédo

Foram recrutados 16 voluntarios saudaveis, de ambos os sexos, estando na faixa
etaria de 18 a 50 anos e assinando o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE).
Todos os voluntarios foram esclarecidos sobre os procedimentos e objetivos do estudo.
Através de um questionario prévio foram excluidos qualquer individuo que tenha relatado
doenca inflamatéria ou imunodeficiéncia, tenha feito uso de qualquer medicamento ou que
tenha ingerido bebida alcodlica nas ultimas 24 horas. Foram excluidos também aqueles

gue nédo aceitaram participar da pesquisa.

3.2.2.2 Coleta de sangue e isolamento das PBMCs

A coleta de 15 ml de sangue em tubo contendo o anticoagulante heparina, foi
realizada no Laboratério de Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas. As
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas a partir do sangue
de doadores sadios por centrifugacdo com FicollPaqueTM Plus (GE Healthcare Bio-
Sciences), sendo cultivadas com meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro bovino

fetal, juntamente com HEPES 10mM e penicilina/estreptomicina 200 U/ml.
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3.2.2.3 Ensaio de citotoxicidade

As PBMCs foram utilizadas para realizagcéo do ensaio de citotoxidade in vitro. Estas
células foram plagueadas em placas de 96 pocos e foram incubadas por 24h na estufa a
37°C e 5% de CO2. ApOs este tempo, as células foram tratada com 0s compostos
LPSF/FT’s (16, 19, 31, 32, 34, 35, 36, 38, 39 e 40) nas concentracdes de 1, 10 e 100uM,
e incubadas novamente por 48h. Também tiveram pocos com apenas células e outros
pocos tratados com DMSO a 0,1%. Ao termino das 48h, foi adicionado a cada poco 20 uL
de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) e retornada a estufa
nas mesmas condi¢des por trés horas, depois, 130 uL de Dodecil sulfato de sodio (SDS)
a 20% foi também adicionado. A absorbancia foi mensurada 24 horas depois no

comprimento de onda de 570 nm em leitora de placas (EIx808, Biotek, EUA).

3.2.2.4  Cultura celular e determinacéo de citocinas

As PBMCs também foram utilizadas para determinacdo de citocinas, sendo estas
cultivadas em placas de 24 pocos (1x10° células/poco) em meio RPMI-1640 com
suplemento de soro bovino fetal a 10% incubadas a 37°C e 5% de CO2. Estas células
foram estimuladas utilizando PMA+inomicina(PMA+ION) na concentragédo de 100 ng/mL.
Os controles utilizados foram pocos com Dexametasona (10uM) (DEXA) e outro com
apenas células. Apds 48h, os sobrenadantes de cada poc¢o foram recolhidos e utilizados
para a dosagem de citocinas. A dosagem foi realizada com kits ELISA sanduiche de INF-
y(BD Bioscience) e IL-17A (Invitrogen) seguindo o protocolo recomendado pelo
fornecedor. Por fim, a absorbancia foi mensurada nos comprimentos de onda de 450 nm

e também no de 570 nm em leitora de placas (EIx808, Biotek, EUA).

3.2.25 Analise de dados

A expressao dos resultados das variaveis continuas foi feita pelas médias e desvios
padrdo. Para verificacdo de possiveis diferencas entre média foram usados o teste “t” de
Student para amostras independentes e o teste de Wilcoxon ndo paramétrico para avaliar

amostras pareadas. Foram considerados significativos valores de p<0,05.



63

3.2.3 Ensaios In vivo

Os testes in vivo foram realizados em colaboracéo com o Prof. Dr. Filipe S. Duarte
no laboratério de Neurofarmacologia Experimental da Universidade federal de
Pernambuco. Foram utilizados ratos isogénicos/Wistar com 2,5-3meses. A administracéo
do composto ocorreu por via oral (gavagem), em forma de suspenséo, utilizando como

veiculo o Propilenoglicol a 10%(PROP).

3.2.3.1 Teste de toxicidade aguda

Neste teste s6 foram utilizadas ratas fémeas com 2,5 meses havendo um grupo
controle (veiculo=PROP) e outro com o composto testado, sendo o “n” de 3 para cada
condicéo.

Para avaliacdo da toxicidade aguda foi seguido o método proposto pela OECD
423(OECD, 2001)(figura 20). Na noite antes da realizacdo dos testes os animais foram
deixados em Jejum e no dia seguinte, foram pesados e houve a administragcdo dos
compostos. Durante 4h, apds o tratamento, uma triagem comportamental foi realizada
através do teste de Irwin (1968). O teste inclui uma observacéo geral que avalia uma série
de parametros que incluiam possiveis alteragdes nos olhos, orelhas e efeitos gerais, todos
descritos em tabela (para mais detalhes ver apéndice C, pagina 147). Depois, 0s animais
foram acompanhados por 14 dias, sendo observado o ganho de peso, o estado geral e a
mortalidade. Ao final deste periodo, as ratas foram eutanasiadas e os seus 6rgaos foram

pesados e separados para uma posterior avaliacdo histologica.
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Figura 20 Método de classe téxica aguda - OECD 423. 0,1,2,3: nimero de animais mortos em cada

etapa. SCGH: Sistema de Classificacdo Harmonizada Globalmente para Substancias e Misturas Quimicas.

o

«: ndo classificado.

5mo'kg 50mo'kg 300maiky 2000mg/kg
3 animais 3 animais 3 animais 3 animais
war a —b
smgkg 50malkg 300mgikg 2000mg/ka
3 animais 3 animais 3 animais 3 animais
L J i j j ¥ -Il * l
Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria § Categoria 5 ou
SCCH =0-5 =5-50 =50-300 ~200 20.;,.3 »2000-5000 |née classificado
: L) o] %
3 na 1° fase Outro 3 na 17 fase Dutro
em 50 mg'kg l em 300 mg'kg l
LD50 mgtkg 5 | 25 30| s0 | 200 | 300 | 500 |1um]| 2000 | 2500 | 5000 | B
Fonte: adaptado de OECD, 2001.
3.2.3.2 Teste de convulsao induzida por PTZ

Para avaliar a possivel atividade anticonvulsivante dos compostos, foram utilizados

“n” de 8 animais para cada condi¢cdo. As condi¢des foram controle negativo (veiculo) e
composto em trés doses 100, 300 e 600mg/kg. Os ratos machos com 3 meses foram
inicialmente pesados e depois receberam seus respectivos tratamentos. Depois de 1h da
administragao, os ratos receberam 80mg/kg de Pentilenotetrazol (PTZ) via intraperitoneal
para induzir as convulsoes.

3.2.3.3 Analise de dados

Assim como nos testes in vitro os resultados foram analisados e considerados
significativos valores em que eram p<0,05. Foi usado o teste OneWay ANOVA e Newman-

Keuls.
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3.3 ESTUDOS IN SILICO

Utilizando uma ferramenta online, SWISSADME (SADME) (www.swissadme.ch) e
SWISSTARGETPREDICTION (STP) (www.swisstargetprediction.ch), foi realizado um
estudo in silico com os compostos finais LPSF/FT’'s em novembro de 2019. Através do
SADME € possivel obter previsbes sobre as propriedades fisico-quimicas e
farmacocinética, jA o STP consegue prever alvos biol6gicos por similaridade. Essa
avaliacdo so6 € possivel pois trata-se de reunido de informacdes de diversos bancos de
dados bem como publicacbes de pesquisas cientificas. Assim, as estruturas dos
compostos foram desenhadas no software ChemDraw e posteriormente importada para a

plataforma da ferramenta sendo os dados obtidos e analisados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE ORGANICA E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

4.1.1 Sintese orgéanica

4.1.1.1 Tiazolidina-2,4-diona (TZD)

No LPSF, o nucleo da TZD vem sendo empregado em diversas séries de moléculas
para atividades biolégicas como anticancer e anti-inflamatoria, deste modo a metodologia
para sua obtencdo ja4 € bem estabelecida. Para obtencdo da TZD foi utilizado agua
destilada como solvente e temperatura de 90°C, a duragédo da reacdo varia em torno de
20-24h e o rendimento fica na faixa de 60-72%.

Na literatura, varios grupos de pesquisa tém utilizado o método mais comum de
obtencdo ja descrito aqui anteriormente na revisdo. O rendimento encontrado fica entre
46-89%. O que difere do método deste estudo € o0 uso de acido cloridrico que faz com que
as reacoes tenham duracéo de 8-10h, exceto para o rendimento de 89% que teve duragéo
de 30-40h. A utilizacdo deste acido também acaba sendo necessario um tratamento pos-
reacional, entdo é feita uma recristalizacdo com etanol (AQUICULTURA et al., 2018;
BANSAL et al., 2019; D et al., 2018; RANJAN SRIVASTAVA; BHATIA; CHAWLA, 2019;
SEPAY et al., 2018).

Embora a metodologia utilizada nesta dissertacdo tenha como resultado uma
reacdo mais lenta com duracdo de 10-14h a mais, em comparacdo com as sinteses
encontradas na literatura, a uso de apenas agua como solvente sem a presenca do acido
cloridrico, material altamente corrosivo e prejudicial ao meio ambiente, somado ao
rendimento, dentro da faixa encontrada nas a sinteses citadas acima, e a obtencdo de
cristais 100% puros sem necessidade de tratamento pés-reacional, torna a metodologia

desta dissertacdo mais atrativa.
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4.1.1.2 3-((1,3-dioxoisoindolin-2-il)metil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/FT-1)

A sintese do segundo intermediario, LPSF/FT-1, teve como solvente a acetonitrila
e metanol. Na tentativa de otimizar a reacdo, os parametros reacionais foram modificados
assim foi visto que porcentagem de cada solvente na reagéo e o tratamento pés-reacional
foram fatores chave para atingir um maior rendimento (quadro 8). Em relacdo aos
solventes, o volume de 20% de metanol na quantidade total de solvente mostrou ser o
ideal. Metanol € um solvente protico utilizado na reacéo para dissolver a base que tem

como papel retirar o hidrogénio presente na TZD para que a reacdo aconteca.

Quadro 8 Relacao entre a porcentagem de metanol e o rendimento

Partida Total de solvente | Porcentagem de | Rendimento
MeOH

59 150ml 13% 37%

5g 125ml 16% 57%

5g 120ml 20% 67-74%

Fonte: Autor, 2019.

O tratamento poOs-reacdo também se mostrou importante. A acetonitrila é o
solvente majoritario e também é capaz de dissolver o LPSF/FT-1 quando utilizado em
maiores quantidades. A retirada do solvente por rotaevaporagdo, assim como a
recristalizacdo com Metanol auxiliou na cristalizacdo do produto contribuindo para o
aumento de rendimento. O maior rendimento foi de 74% e grau de pureza de 100%. A
reacao foi acompanhada por CLAE e com duas horas de reacdo o produto ja estava
formado, sendo entdo uma reacao rapida.

A juncdo do nucleo tiazolidina-ftalimida até o presente momento é inédito na
literatura, sendo assim nao é possivel comparar os rendimentos com outros trabalhos. No
entanto, o mecanismo de n-alquilacdo para obtencédo de intermediario contendo a TZD é
empregado no nosso grupo de pesquisa, um exemplo é a tiazacridina onde temos a jun¢ao
tiazolidina-acridina. Do mesmo modo que 0 nosso intermediario (LPSF/FT-1), a acridina
se ligou ao nitrogénio da posicao 3 da TZD obtendo a tiazacridina (Figura 21). Ao comparar
a sintese organica de obtencdo de LPSF/FT-1 com a tiazacridina, foi possivel ver que o
LPSF/FT-1 teve um rendimento mais satisfatorio e com um tempo menor de duracéo. A

tiazacridina teve rendimento de 51% e um total de 7h de reac&o. Para as duas reacodes
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foram utilizados com base hidréxido de sodio e a tiazacridina teve como solvente apenas
etanol e como processo pos-reacional houve apenas lavagem dos cristais com agua (DA
ROCHA PITTA et al., 2013).

Embora exista essas diferencas no procedimento de sintese, quanto ao resultado
de tempo reacional e rendimento, € possivel que tenha relac&o, principalmente, com a
estrutura quimica dos reagentes utilizados. A ftalimida tem uma estrutura menos volumosa
gue a acridina, pois esta Ultima, que possui trés anéis aromaticos condensados com um
atomo de nitrogénio no segundo anel, que pode facilitar a reacdo resultando em

aproximadamente 3h de sintese e um rendimento mais satisfatorio.

Figura 21 Estrutura quimica do LPSF/FT-1 e da Tiazacridina

LPSF/FT-1 Tiazacridina
f M

Fonte: adaptado de DA ROCHA PITTA et al, 2013.

4.1.1.3 Compostos finais (LPSF/FT’s)

A metodologia empregada se mostrou eficaz visto que 6 dos 10 compostos finais
tiveram rendimentos considerados satisfatorios (>70%). Outros dois, o LPSF/FT-34 e
LPSF/36, tiveram rendimentos medianos sendo de 53 e 63%, respectivamente. Ja o
LPSF/32 e LPSF/38 tiveram valores baixos. Em relacdo ao grau de pureza, o LPSF/FT-
32 teve 99%, enquanto os demais compostos tiveram 100%. Na tabela 1, € possivel

conferir as caracteristicas fisico-quimica, rendimento e pureza dos compostos.
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Tabela 1 Caracteristicas fisico-quimica dos compostos sintetizados
Produto F.M P.M Prz Rdt Pf LogP Cor

(%) (%) (°C)
FT-16 C20H14N20s5S 394,40 100 71 260,0 2,62 Amarelo
FT-19 C20H11F3N20sS 448,37 100 77  191,7 4,27 Branco
FT-31 Ci19H11FN204S 382,37 100 81 243,0 291 Branco
FT-32 C19H10CI2N204S 433,26 99 11 3,86 Branco
FT-34 Ci19H10CI2N204S 433,26 100 53  226,1 3,86 Amarelo
FT-35 C20H11F3N204S 432,37 100 71  221,2 3,67 Branco
FT-36 C20H14N204S 378,40 100 63 201,7 3,23 Branco
FT-38 C19H11N306S 409,37 100 27 - 2,18 Branco
FT-39 C20H13BrN20sS 473,30 100 87 216,3 3,45 Amarelo

FT-40 C19H12N205S 380,37 100 82 2744 2,36 Amarelo
Fonte: Autor, 2019

A sintese do LPSF/FT-32 que tem como substituinte 2,6-dicloro ainda precisa ser
otimizada, uma vez que existia um excesso de LPSF/FT-1 com dificuldade de sair
posteriormente. Uma alteracdo na equivaléncia no aldeido e mudanca no tratamento pos-
reacional provavelmente subira o rendimento de 11%. Esse provavel aumento de
rendimento aconteceria pois com a quantidade equivalente dos reagentes haveria mais
formacédo de produto e evitaria um processo de retirada de excesso de LPSF/FT-1 e perca
do LPSF/FT-32. Ja o rendimento de 27% do LPSF/FT-38 pode ser justificado devido a
instabilidade do grupo 3-nitro havendo formacéo de produto de degradagcédo durante a
reacao prejudicando o rendimento.

De Oliveira Cardoso e seus colaboradores, em 2015, sintetizaram uma série de
moléculas hibridas contendo o nudcleo da ftalimida e da tiazolidinona ligados a anéis
aromaticos com substituigcdes diversas. O que difere esses derivados dos LPSF/FT’s é a
presenca de um nitrogénio no lugar do carbono de ligagé@o entre os ndcleos e no anel de
cinco membros hd um NH livre e apenas uma carbonila (figura 22). A metodologia de
sintese e de tratamento pdés-reacional também foi diferente. Foi utilizado acetato de
potassio anidrido e dimetilformamida, e agua para formacao de cristais além purificacéo
por cromatografia em coluna. A faixa de rendimento dos compostos foi entre 22-51%,

reforcando que a metodologia para obten¢do dos LPSF/FT’s finais foi eficaz.
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Figura 22 Estrutura quimica dos LPSF/FT's finais e derivados da ftalimida-tiazolidinona da literatura

LPSF/FT's finais Ftalimida-tiazolidinona

O

Fonte: adaptado de DE OLIVEIRA CARDOSO et al, 2015.

4.1.2 Mecanismo reacionais

4.1.2.1 Ciclizacao

O mecanismo da reacédo de Tiazolindina-2,4-diona comporta a ciclizacdo entre a
tiouréia e o0 &cido monocloroacético (esquema 4). O carbono alfa do &cido
monocloroacético esta mais suscetivel a um ataque devido as caracteristicas do cloro
presente, como eletronegatividade e raio atbmico. Entdo, o par de elétrons do enxofre da
tiouréia, caracterizando como nucledfilo, ataca este carbono havendo a liberacdo de
cloreto. Isso acontece através de uma reacao de substituicdo nucleofilica de segunda
ordem. Em seguida, hd uma ciclizacdo devido ao ataque par de elétrons livres do
nitrogénio, no carbono do grupamento carbonila. Para estabilizar a molécula, o oxigénio
com carga negativa ataca o hidrogénio que estava ligado ao nitrogénio, na posicéo 3, que
estd positivamente carregado. A hidroxila formada dessa transferéncia abstrai o
hidrogénio da hidroxila que esté ligada no mesmo carbono, produzindo um 6timo grupo
de saida que abandona a molécula na forma de 4gua, quando o par de elétrons da outra
hidroxila cria uma ligacao 1 com o carbono, portanto criando uma carga positiva no
oxigénio a qual é neutralizada pela retirada do hidrogénio por uma base qualquer do meio
reacional. Logo apds, h4 a formacdo de uma carbonila na posicdo 4. Em seguida, o
carbono da posi¢éo 2 do anel da tiazolidina reage com uma molécula de H20, ocorrendo
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entdo um rearranjo molecular que libera aménia formando a outra carbonila do anel

tiazolidinico. No esquema abaixo € possivel conferir o provavel mecanismo de reacao.

Esquema 4 Possivel mecanismo de ciclizagéo
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Fonte: Autor, 2019.
4.1.2.2 N-alquilacao

A reacdo de N-alquilagdo para formacéo do LPSF/FT-1 (esquema 5) ocorre na
presenca de uma base. O grupamento lactama, de duas carbonilas, apresenta grande
atracdo por elétrons, caracterizado pela sua composicéo (nitrogénio e oxigénio), sendo
assim, faz com que a ligagéo entre o nitrogénio e o hidrogénio, se torne fraca, dando
caracteristica acida para a molécula e assim disponivel a um ataque basico. O anion
hidroxido, ataca este hidrogénio produzindo 4gua e um sal de transicdo. Esse sal €
formado do anel da tiazolidina carregado negativamente, com a contra carga do sodio
através de uma ligacao eletrostatica. A facil dissociacdo entre o nitrogénio e sédio permite
que o par de elétrons disponivel do nitrogénio ataque o carbono que esté ligado ao grupo

de saida, cloro, do anel da ftalimida, formando o intermediario LPSF/FT-1.
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Esquema 5 Possivel mecanismo de n-alquilacédo
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Fonte: Autor, 2019.
4.1.2.3 Condensacéo de Knoevenagel

A reacdo para formacdo dos compostos finais se da pelo mecanismo de
condensacao de Knoevenagel (esquema 6). Esta reacao ocorre no carbono da posi¢éo 5
(C5) do anel da tiazolidina. No meio reacional temos a participagdo de um promotor, 0
acetato de amonio e como solvente, o acido acético glacial.

O oxigénio negativo do promotor ira abstrair o hidrogénio do carbono secundario
do LPSF/FT-1. O resultado € a formacdo de acido acético e um carbanion no anel da
tiazolidina. Portanto, para estabilizar a molécula, ela ataca o carbono do aldeido presente
no meio, os elétrons da ligagcédo 1 s&o transferidos para o oxigénio dando caracteristica
negativa a molécula. Em seguida, o promotor participa nhovamente da reacéo ao atacar o
hidrogénio restante ligado ao C5 do anel tiazolidinico, deixando o C5 negativo novamente.
Ao mesmo tempo, o oxigénio que caracterizava a funcdo aldeido, que esta negativo, ataca
o hidrogénio do acido acético formando uma hidroxila e como o meio é acido, é também
protonado novamente, formando um 6timo grupamento de saida. Ainda possuindo carga
negativa, o carbono da posicéo 5 na tentativa de se estabilizar, forma uma dupla ligacao
com o carbono da ligacdo com o anel aromatico. Este que esta fazendo mais que quatro
ligagOes, libera o grupo de saida, formando H20. Esta formacdo de agua ocorre

juntamente com a formacao da molécula final.
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Esquema 6 Possivel mecanismo de condensacao de Knoevenagel

Ao i Vats

Fonte: Autor, 2019.

4.1.3 Identificacdo e caracterizacao estrutural

Os compostos que tiveram seu grau de pureza maior que 98% foram encaminhados
para as técnicas de Espectrometria de Massas, Ressonancia Magnética Nuclear e
Espectrofotometria de infravermelho. Todos os compostos tiveram suas estruturas
confirmadas. Das paginas 81 a 91 é possivel conferir a caracterizacdo estrutural de todos
0s compostos individualmente e no apéndice B (pagina 121) encontra-se todos 0s

espectros.
4.1.3.1 Espectrometria de massas (EM)

O intermediéario LPSF/FT-1 teve sua massa foi analisada pela cromatografia gasosa
acoplada ao espectrémetro de massas. Nesta técnica, 0 método de ionizacao é o impacto
de elétrons. A massa foi encontrada 276 m/z (M+) e o pico base foi de 160 m/z resultado

da fragmentacdo da molécula (figura 23).
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Figura 23 Espectro de massas do LPSF/FT-1 (GC-MS - ionizag&o por impacto de elétrons)
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Fonte: Autor, 2019.

Quanto aos finais, exceto o LPSF/FT-16, apresentam como 0 pico de maior
intensidade a massa do composto mais 22, demonstrando que 0S compostos se
associaram a uma molécula de sédio (Na), resultando em um pico M+Na. O pico referente
a apenas massa do composto era encontrado em menor intensidade, exceto o LPSF/FT-
40 que apenas apresentou M+Na (figura 24).

Figura 24 Espectros de Massas do LPSF/FT-16 e LPSF/FT-40 (MALDI/TOF - lonizacéo/dessor¢éo
a laser assistida por matriz)
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Fonte: Autor, 2019.
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A técnica de MALDI/TOF é mais indicada para moléculas grandes como polimeros,
oligonucleotideo e proteinas. As moléculas grandes sdo misturadas com a matriz que €
constituida por um composto organico e também tem sua massa detectada. Normalmente,
a faixa da massa da matriz coincide com a faixa encontrada para moléculas pequenas
como os compostos LPSF/FT’s, o que poderia dificulta anlise dos espectros. Por tanto,
nao foi utilizado a matriz possibilitando a confirmacdo da massa das de todos os

compostos.

4.1.3.2 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN*H)

No espectro de hidrogénio do intermediario LPSF/FT-1(figura 25), a comprovacao
da reacdo quimica se deu através da presenca de um singleto de deslocamento quimico
de 5.33ppm (E). Esse pico € equivalente a dois hidrogénios ligados ao carbono presente
entre 0 nucleo da ftalimida e da tiazolidina. O valor do seu deslocamento quimico pode
ser justificado devido a presenca dos nitrogénios ligados a este carbono, deixando-o mais
desblindado.

Os hidrogénios presentes nos dois nucleos também foram detectados. Devido a
falta de insaturacéo e a presenca do enxofre ligada ao carbono, esperava-se que os dois
hidrogénios da posicéo 5 da tiazolidina apresentassem um deslocamento quimico préximo
a 5ppm. Assim, foi visto um singleto com deslocamento de 4.18 ppm (H). Ja hidrogénios
do anel aromatico da ftalimida, apareceram como um multipleto equivalente a quatro

hidrogénios com deslocamento de 7,88 ppm (A, B).

Figura 25 Espectro RMN H1 do LPSF/FT-1
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Fonte: Autor, 2019.
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Quando analisamos os espectros dos compostos finais, foi possivel ver que os dois
hidrogénios(H) da posic¢éo 5 da tiazolidina ndo eram mais detectados (figura 26). Ao invés
disto, agora notamos a presenca do hidrogénio ligado ao carbono que é caracteristico da
substituicdo na posicao 5 da tiazolidina, o que confirma a adicdo dos anéis aromaticos de
radicais variados. Este hidrogénio aparece com deslocamento quimico variado, é visto
logo ap6s ou antes dos hidrogénios da ftalimida e em alguns casos, juntamente com
esses. Essa variagéo foi entre 7,82-8,14 ppm na faixa que era esperado devido a presenca
de insaturacado e a sua posicao préxima a um anel aromatico. Quanto aos hidrogénios da
ligacdo ftalimida-tiazolidina e os presentes no anel da ftalimida se mantiveram com
deslocamento aproximado ao espectro do intermediario LPSF/FT-1. Os anéis de benzeno
tiveram variacdo de deslocamento quimico devido as diferentes substituicées.

Os finais em que os aroméaticos eram substituidos na posicdo para, esperava-se
gue os hidrogénios, meta e orto, fossem equivalentes sendo vistos no espectro como
dupletos com integracéo para dois hidrogénios, cada um. Assim, o LPSF/FT-16, LPSF/FT-
36, LPSF/FT-40 (figura 26) que tem como radical 4-metoxi, 4-metil e 4-hidroxi,
respectivamente, apresentaram os dupletos com variagéo de 6,9-7,57 ppm (K, L). A metila
do LPSF/FT-16 apresentou deslocamento de 3.82 ppm (N) devido a presenca do oxigénio
e a proximidade com o anel aromético, deixando os hidrogénios bastante desblindados.
Ja os hidrogénios da metila do LPSF/FT-36 se mostram mais blindada, apresentando
deslocamento de 2.35 ppm (N). Quanto ao LPSF/FT-40, o hidrogénio labio ligado ao

oxigénio se apresentou como um “morro” com deslocamento quimico de 10.39 ppm (N).
Figura 26 Espectros RMN H1 do LPSF/FT-16, LPSF/FT-36, LPSF/FT-40, respectivamente. R= Ftalimida
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Fonte: Autor, 2019.



77

Outros dois compostos sintetizados que apresentavam substituicdo para, foi o
LPSF/FT-31 e o LPSF/FT-35 com radical 4-fluor e 4-(trifluormetil), ndo apresentaram os
dupletos (figura 27). No espectro do LPSF/FT-35, os dupletos ndo existiram aparecendo
todos no multipleto do anel da ftalimida. J& no espectro do LPSF/FT-31 foi visto que os
hidrogénios se apresentaram como duplo dupleto e também como tripleto. Essa mudanca
de padréo, refere-se a presenca do Fluor, que interfere na multiplicidade do sinal, por
possuir spin de Y podendo entdo ser detectado acoplando com os hidrogénios
(SILVERSTEIN, 2010).

Figura 27 Espectros RMN H1 do LPSF/FT-35 e LPSF/FT-31, respectivamente. R= Ftalimida.

N\
Y -
| X - Vi ~
— \ o== R S
/ \ \ 1 N Ry =y @
0= P s |
K L
KL i E|l-
| € ﬂ T‘J
I — T
||I | T T T T T | T T
Il . g e
.......... ————
8 7 5 5 ! L
- - A H o (=]
- - - ™M -~
m oo @ @
- - -

Fonte: Autor, 2019.

4.1.3.3 Ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN?*3C)

O intermediario LPSF/FT-1(figura 28), teve o carbono da posicdo 5 da tiazolidina
com deslocamento de 33.50ppm (H) e também exibiu um pico equivalente ao CHz, ligacao
entre os nucleos, com deslocamento de 43.48 ppm (E). Nos compostos finais, este ultimo
manteve um deslocamento quimico aproximado, ja o carbono da posicéo 5, foi substituido,
ficando mais desblindado variando a faixa entre 116-128 ppm (H).

As carbonilas do anel tiazolidinico apresentaram deslocamento de 166.25 ppm (G)
e 171.07 ppm (F) no LPSF/FT-1, ja as da ftalimida, que sdo equivalentes, apresentou a
faixa de 170.81 ppm (D). Nos compostos finais, as carbonilas ficaram mais blindadas
exibindo deslocamento entre 163-166 ppm. Os outros carbonos da ftalmida apresentaram
a faixa de 123.35 ppm (B), 131.14 ppm (C), 134.77 ppm (A). A faixa desses carbonos
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variaram nos finais, mas sempre muito préximo aos valores que exibiram no espectro do
intermediario.

Figura 28 Espectro RMN C13 do LPSF/FT-1

Fonte: Autor, 2019.

O carbono que confirma a reacdo que da origem aos compostos finais teve
deslocamento quimico variavel entre 134-141 ppm (I), assim também ocorreu com os

carbonos dos anéis aromaticos, eles variaram entre 114-160 ppm. Alguns substituintes
puderam também ser identificados, como exemplo, a metila da substituicdo no carbono 4
do anel aromatico do LPSF/FT-36 (figura 29) com deslocamento de 21.02 ppm(N).

Figura 29 Espectro RMN C13 do LPSF/FT-36
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Fonte: Autor, 2019.
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4.1.3.4 Espectrofotometria de infravermelho (1V)

No espectro de infravermelho do intermediario LPSF/FT-1 (figura 30) foi possivel
ver o estiramento das carbonilas em 1730 cm! para ftalimida e 1676 cm™ para tiazolidina.
Um dobramento, 1468 cm' equivalente aos CH2 presentes na molécula, assim como
também foi visto um estiramento de 1315 cm? que corresponde a ligacdo N-C-N,

comprovando a ligagcao entre os dois nucleos.

Figura 30 Espectro de infravermelho do LPSF/FT-1
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Fonte: Autor, 2019.

Ao analisarmos os espectros dos LPSF/FT’s, os estiramentos das carbonilas e da
ligagdo N-C-N continuaram presentes. Quanto as particularidades de cada final, foi
possivel ver estiramentos resultantes das substituicbes do anel aromético, principalmente
guando se tratava de um aromatico 1,4-dissubstituido como € o caso do LPSF/FT-40 que
apresentou dobramento em 833 cm. Também merece destaque a identificacdo dos
radicais dessas substituicées. A hidroxila do LPSF/FT-40 apareceu como estiramento em
3343 cm(figura 31). A ligacdo do carbono com oxigénio da hidroxila foi identificada como
um estiramento em 1217 cm*. As absorc¢ées das ligagdes entre o carbono e os halogénios

(F, Cl e Br) dos outros finais também foram identificadas.



Figura 31 Espectro de infravermelho LPSF/FT-40
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3-((1,3-Dioxoisoindolin-2-ilmetiltiazolidina-2,4-diona(LPSF/EFT-1)

FM: C12HsN204S
PM: 276,27 g/mol
PF: 172.4°C
Rdt: 74%

RF: 0,32

Cor: branco

NMR'H (300 MHz, 5 ppm, DMSO-d6)
0=4.18 (s, 2H, CHzh), 5.33 (s, 2H, CH2,€e), 7,88 (m, 4H, Ar-H, a, b)

NMR13C (75 MHz, & ppm, DMSO-d6)
0 =33.50 (CH2, h), 43.48 (CH2, e), 123.35 (CH, b), 131.14 (C4, c¢), 134.77 (CH, a),
166.25 (C=0, g), 170.81 (C=0, d), 171.07 (C=0, f).

\Y
IR (KBr, cm-1): 3005, 1730, 1676, 1468, 1315.

MS
m/z calculado para Ci12HsN204S: 276,02. Encontrado: 276.90.



82

3-((1,3-dioxoisoindolin-2-iYmetil)-5-(4-metoxibenzilideno)tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/FT-16)

b o FM: C20H14N20s5S
a ¢ Ad PM: 394,40 g/mol
N 1
AN o (AN AO~n PF: 260°C
b AN
O o= I/ I Rdt: 71%
f's”h > k
! RF: 0,19

Cor: Amarelo

NMRH (300 MHz, 3 ppm, DMSO-d6)
& = 3.82 (s, 3H, CHs, n), 5.49 (s, 2H, CHa, ), 7,10 (d, 2H, J= 9Hz, Ar-H, I) 7.57 (d,
2H, J= 9Hz, Ar-H, k), 7.82 (s, 1H, CH, i), 7.88 (m, 4H, Ar-H, a, b)

NMR13C (75 MHz, & ppm, DMSO-d6)

0 =43.78 (CH2, e), 55.49 (CH3, n),114.97 (CH, I), 117.25 (C4, h), 123.40 (CH, b),
125.27 (C4,)) 131.17 (CH, k), 132.27 (C4, c¢), 133.43 (CH, a), 134.80 (CH, i), 166.32
(C=0, f)

A%
IR (KBr, cm-1): 1742, 1722, 1685, 1589, 1509, 1398, 1313, 833.

MS
m/z calculado para C20H14N205S: 394,06. Encontrado: 394.04.
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3-((1,3-dioxoisoindolin-2-iYmetil)-5-(3-(trifluorometoxi)benzylideno)tiazolidina-
2.4-diona(LPSF/FT-19)

FM: C20H11F3sN20sS
PM: 448,37 g/mol
PF: 191.7°C

Rdt: 77%

RF: 0,54

Cor: Branco

NMR!H (300 MHz, & ppm, cdcl3)

5=5.68 (s, 2H, CHa, €), 7,29 (m, 2H, Ar-H, k), 7.40 (d, 1H, J= 9Hz, Ar-H, m), 7.50
(t, 1H, J=6 Hz, j=15 Hz, Ar-H, I), 7.76 (m, 2H, Ar-H, b), 7,88 (m, 3H, Ar-H e CH, a,
i),

NMR13C (75 MHz, & ppm, cdcl3)

5 = 43.53 (CH2, €), 122.20 (CH, n),122.72 (CH, k), 123.40 (CH, b), 128.11 (C4, h),
130.69 (CH, 1), 131.49 (C4, c), 132.77 (CH, a), 134.54 (C4, j), 134.99 (CH, i) 149.68
(C4, m), 164.66 (C=0, g), 166.07 (C=0, d) 166.52 (C=0, f)

v
IR (KBr, cm-1): IR (KBr, cm-1): 3008, 1731, 1686, 1483, 1471, 1432, 1409, 1321,
1146, 745, 727.

MS
m/z calculado para C20H11F3N205S: 448,03. Encontrado: 469.81.
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3-((1,3-dioxoisoindolin-2-ilYmetil)-5-(4-fluorobenzilideno)tiazolidine-2,4-
diona(LPSF/FT-31)

b 0] FM: C19H11FN204S
a ANEAd PM: 382,37 g/mol
AN gj _\N . F PF: 243°C
b 0 o g\ j | Rdt: 81%
' 8"h 7 & RF: 0,54
Cor: Branco

NMRIH (300 MHz, 5 ppm, DMSO-d6)

1 H NMR (300 MHz, DMS d6): & = 5.49 (s, 2H, CH2, e), 7,38 (t, 2H, AR-H, J= 9Hz,
j= 18Hz, I) 7.68 (dd, 2H, J= 6Hz, J=6Hz, AR-H, k), 7.88 (m, 4H, AR-H, a, b) 7.9 (s,
1H, CH, i).

NMR13C (75 MHz, & ppm, DMSO-d6)

0 =43.80 (CH2, e), 116.42 (CH, I), 116.71 (C4, h),120.37 (C4, m), 123.43 (CH, b),
129.48 (C4, ), 131.21 (CH, k), 132.58 (C4, c), 132.70 (CH, a), 134.83 (CH, i), 164.39
(C=0, g), 166.13 (C=0, d) 166.34 (C=0, f)

A%
IR (KBr, cm-1): IR (KBr, cm-1): 3030, 2957,1749,1727, 1686, 1505, 1468, 1318,
1225, 833.

MS
m/z calculado para CigH11FN204S: 382,04. Encontrado:404,067.



85

5-(2,6-diclorobenzilideno)-3-((1,3-dioxoisoindolin-2-i)metitiazolidina-2,4-
diona(L PSF/FT-32)

FM:C19H10Cl2N204S
PM: 433,26 g/mol
Rdt: 32%

RF: 0,56

I m Cor: Branco

NMRH (300 MHz, 5 ppm, DMSO-d6)

1 H NMR (300 MHz, DMS d6): & = 5.48 (s, 2H, CH2, e), 7,6 (d, 2H, AR-H, J=9 Hz,
k), 7,49 (dd, 1H, AR-H,J= 6Hz, J=6Hz, I), 7.89 (m, 4H, AR-H, a, b) 7.93 (s, 1H, CH,
)

NMR13C (75 MHz, & ppm, DMSO-d6)

0 =43.92 (CH2, e), 123.44 (CH, b), 128.80 (C4, h), 129.08 (CH, m), 129.60 (CH, 1),
131.06 (C4, k), 131.23 (C4, j), 131. 99 (C4, c), 132.99 (CH, a), 134.80 (CH, i), 163.08
(C=0, g), 165.37 (C=0, d) 166.32 (C=0, f)

A%
IR (KBr, cm-1): IR (KBr, cm-1): 3027, 1732, 1669, 1426, 1410, 1310, 1070, 779.

MS
m/z calculado para C19H10CI2N204S: 431,97. Encontrado:431,67.
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5-(3.4-diclorobenzilideno)-3-((1,3-dioxoisoindolin-2-illmetiltiazolidina-2,4-
diona(LPSF/FT-34)

FM:C19H10CI2N204S

b @]
AN e PM: 433.26 g/mol
d N— K 1 s PF.226,1°Cg
b g : .

° O,f( 1/@&&

Y Y Rdt: 53%

i

RF: 0,51

Cor: Amarelo

NMR!H (300 MHz, 3 ppm, DMSO-d6)
1H NMR (300 MHz, DMS d6): & = 5.49 (s, 2H, CH2, ), 7,54 (d, 1H, AR-H, J= 9Hz,
) 7.79 (d, 1H, AR-H, J= 9Hz, K), 7.87 (m, 4H, AR-H, a, b, n), 7.92 (s, 1H, CH, i)

NMR:sC (75 MHz, & ppm, DMSO-d6)

& = 43.83 (CH2, ), 123.01 (C4, h),123.41 (CH, b), 128.94 (CH, k),131.20 (CH, I),
131.47 (C4, m), 132.07 (C4, c), 132.25 (CH, a),133.02 (C4, n), 133.56 (C4, j),
134.81 (CH, i), 164.15 (C=0, g), 165.70 (C=0, d) 166.29 (C=0, f)

A%
IR (KBr, cm-1): 3029, 2961, 1732, 1664, 1465, 1310, 1233, 949.

MS
m/z calculado para C19H10CI2N204S: 431,97. Encontrado:453,55.
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3-((1,3-dioxoisoindolin-2-iNmetil)-5-(4-(trifluorometillbenzilideno)tiazolidina-2,4-
diona(LPSF/FT-35)

FM: C20H11F3N204S

b O
. c A4 £ PM: 432,37 g/mol
€ F
a N™ o, L. PF: 221.2 °C
C d N k m F

b 0 g Rdt: 71%

O AN !
h =0y RF: 0,48

Cor: Branco

NMRH (300 MHz, 5 ppm, DMSO-d6)
5 =5.50 (s, 2H, CH2, e), 7,86 (m, 8H, AR-H, k, |, a, b) 8.00 (s, 1H, CH, i).

NMR:3C (75 MHz, 5 ppm, DMSO-d6)

& = 43.80 (CH2, ), 123.41 (C4, h), 123.70 (CH, b), 126.08 (CH, I), 126.14 (CH, k),
130.09 (C4, m), 130.58 (C4, n), 131.21 (CH, c),131.46 (CH, a), 134.80 (C4, j),
136.77 (CH, i), 164.21 (C=0, g), 165.86 (C=0, d) 166.31 (C=0, f)

v
IR (KBr, cm-1): 1725, 1685, 1316, 1124, 838.

MS
m/z calculado para C2oH11F3N204S: 432,04. Encontrado:452,79.
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3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yYmethyl)-5-(4-methylbenzylidene)thiazolidine-2,4-
dione(LPSF/FT-36)

FM:C20H14N204S
PM: 378,40 g/mol
n .

. PF: 201.7 °C

g m Rdt: 63%

X~ |

h : J Kk RF: 0,48
Cor: Branco

NMRIH (300 MHz, 5 ppm, DMSO-d6)
& = 2.35 (s, 3H, CHa, n), 5.49 (s, 2H, CH2, €), 7,34 (d, 2H, J= 9Hz, Ar-H, 1) 7.49 (d,
2H, J= 9Hz, Ar-H, k), 7.87 (m, 5H, Ar-H e CH, a, b, i)

NMR13C (75 MHz, & ppm, DMSO-d6)

0 =21.04 (CHS3, n), 43.76 (CH2, e), 119.33 (C4, h), 123.39 (CH, b), 129.97 (CH, k),
130.05 (CH, 1), 130.18 (C4, j), 131.18 (C4, c), 133.45 (CH, a),134.78 (C4, m), 141.08
(CH, i), 164.47 (C=0, @), 166.23 (C=0, d) 166.31 (C=0, f)

v
IR (KBr, cm-1): 3027, 2962, 1745, 1727, 1686, 1397, 1313, 949.

MS
m/z calculado para C20H14N204S: 378,07. Encontrado:400,11.
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3-((1,3-dioxoisoindolin-2-imetil)-5-(3-nitrobenzilideno)tiazolidina-2,4-
diona(LPSF/FT-38)

o FM: C19H11N306S
b
a ¢ Ad PM: 409,37 g/mol
N—§ m
a O CHEERN O 4 n Rdt : 27%
b g -
O o= e N A Cor: Branco
f k 2\)

NMR!H (300 MHz, 5 ppm, DMSO-d6)
0 =5.50 (s, 2H, CH2, e), 7.22 (m, 5H, Ar-H, |, a, b) 8.01 (d, 1H, J= 9Hz, Ar-H, m),
8.09 (s, 1H, CH, i), 8.30 (d, 1H, J= 6Hz, Ar-H, K) 8.46 (s, 1H, Ar-H, n)

NMR:3C (75 MHz, 5 ppm, DMSO-d6)

& = 43.86 (CH2, €),123.43 (C4, h), 123.70 (CH, b), 124.64 (CH, k), 124.73 (CH, n),
130.94 (CH, m), 131.04 (C4, c), 131.23 (CH, a), 134.51 (CH, I), 134. 83 (C4, j),
135.33 (CH, i), 148.25 (C4, 0), 164.13 (C=0, g), 165.67 (C=0, d) 166.32 (C=0, f)

v
IR (KBr, cm-1): 1736, 1687, 1527, 1322, 747, 670.

MS
m/z calculado para Ci19H11N306S: 409,04. Encontrado:430,62.
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5-(5-bromo-2-metoxibenzilideno)-3-((1,3-dioxoisoindolin-2-il)metiltiazolidina-
2.4-diona(LPSF/FT-39)

FM:C20H13BrNsOsS
PM: 473,30 g/mol
PF: 216.3°C

Rdt: 87%

Cor: Amarelo

NMR!H (300 MHz, & ppm, cdcl3)
0 =3.38 (s, 3H, CH3, n), 5.66 (s, 2H, CH2, e), 6.80 (d, 1H, J=9,6 Hz, Ar-H, m) 7.47
(m, 2H, Ar-H, k, ), 7.75 (m, 2H, Ar-H, b), 7.88 (m, 2H, AR-h, a), 8.14 (s, 1H, CH, i).

NMR13C (75 MHz, & ppm, cdcl3)

5 = 43.38 (CH2, €), 55.78 (CH3, p), 112.82 (CH, 0), 113.03 (C4, m), 121.94 (C4, h),
123.82 (CH, b), 124.10 (C4, j), 128.91 (CH, I), 131.53 (CH, n), 131.73 (C4, c), 134.
44 (CH, a). 134.70 (CH, i), 157.38 (C4, k), 164.86 (C=0, g), 166.52 (C=0, d) 166.65
(C=0, f).

A\
IR (KBr, cm-1): 1754, 1727, 1314, 1257, 1067.

MS
m/z calculado para C20H13BrNsOsS: 471,97 Encontrado:493,53.
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3-((1,3-dioxoisoindolin-2-iNmetil)-5-(4-hidroxibenzilideno)tiazolidina-2.4-
diona(LPSF/FT-40)

FM: C19H12N205S

a c_Md . PM: 380,37 g/mol
N 1 n ) o
a o~(d \N 0 g rnOH PF: 274,4 °C
b £ Rdt:87%
© O’( ~ ) 1 0
Cor: Amarelo

NMR!H (300 MHz, 5 ppm, DMSO-d6)
& = 5.49 (s, 2H, CHz, €), 6,9 (d, 2H, J= 8Hz, Ar-H, I) 7.46 (d, 2H, J= 8Hz, Ar-H, k),
7.82 (s, 1H, CH, i), 7.87 (m, 4H, Ar-H, a, b) 10.39 (s, 1H, OH, n)

NMR13C (75 MHz, & ppm, DMSO-d6)

0 =43.75 (CH2, e), 115.88 (CH, 1), 116.39 (C4, h), 123.39 (CH, b), 123.70 (C4, )),
131.18 (CH, k), 132.62 (C4, c), 133.92 (CH, a), 134.78 (CH, i), 160.23 (C4, m),
164.61 (C=0, g), 166.33 (C=0, d) 166.41 (C=0, f)

A%
IR (KBr, cm-1): 3343, 1744, 1718, 1683, 1317, 833.

MS
m/z calculado para Ci19H12N20sS: 380,05 Encontrado:401,98.
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4.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

42.1 Ensaiosin vitro

4.2.1.1 Citotoxicidade em PBMC de voluntarios saudaveis

Através dos resultados do teste de citotoxicidade foi possivel ver que nenhum dos
compostos finais se mostrou toxico em células monucleares do sangue periférico, ja que
a viabilidade celular apresentou valores maiores que 86% como observado na tabela 2.
Embora o LPSF/FT-32 ndo tenha demonstrado citotoxicidade, 0 composto ndo passou

para o teste seguinte devido ao baixo rendimento.

Tabela 2 Valores da média de viabilidade celular e desvio padrao dos LPSF/FT’s finais em PBMC

Condigbes LPSF/FT-16 LPSF/FT-19 LPSF/FT-31 LPSF/FT-32 LPSF/FT-34
Células 100 + 0,0 100,0 + 0,0 100 + 0,0 100,0 + 0,0 100 + 0,0
DMSO 97,2+4,9 97,2+4,0 97524 95,77 +4,2 93,1+ 4,1
1uM 94,0 + 3,6 91,7+ 3,8 96,7 +4,0 95,26 +£5,0 100 + 0,0
10uM 94,8+54 95,8 +3,7 92,4+12,.2 98,78 +2,1 999+0,1
100uM 95,2+4,7 100,0 + 0,0 99,115 86,23 £ 11,8 100+ 0,0

Condicbes LPSF/FT-35 LPSF/FT-36 LPSF/FT-38 LPSF/FT-39 LPSF/FT-40
Células 100+ 0,0 100+ 0,0 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0 100+0,0
DMSO 95,3+6,5 89,1+12,9 95,2+45 95,6 £4,5 96,2+ 3,5
1uM 97,2+4)9 97,0+3,2 98,2+3,1 88,6 +5,9 98,3+3,0
10 uM 96,951 989+1,6 98,6 +2,5 93,8+54 97,8+ 3,9
100 pM 99,7+0,4 100+ 0,0 97,3 +4,7 100,0 £ 0,0 95,7+6,6

Fonte: Autor, 2019

4.2.1.2 Dosagem de citocinas

Os resultados da secrecdo de IFN-gama estdo expressos na figura 32 (a-i). Em
comparagcao com o estimulo, com excecao dos compostos LPSF/FT’s 16,19, 34 e 35, os
demais foram capazes de diminuir os niveis de IFN-gama em todas as concentracfes
testadas. Os compostos LPSF/FT-16, LPSF/FT-19, LPSF/FT-34, LPSF/35, LPSF/FT-36 e
LPSF/FT-38 mostram uma relagao inversamente proporcional entre o resultado obtido e

a concentracdo testada, visto que quanto maior a concentracdo menor a secrecao.
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Entretanto, sé foram encontrados valores significativos apenas na concentracdo de
100uM para os compostos LPSF/FT-19 (p=0.0078), LPSF/FT-35(p=0.0159) e LPSF/FT-
38 (p=0.0156), e para esses dois ultimos foram vistos valores iguais ao nivel achado para
Dexametasona (4,70 pg/ml) (DEXA). Porém o LPSF/FT-35 nas concentracbes de 1 e
10uM, tiveram os niveis mais altos em comparagao com os demais compostos.

Esta relacdo, citada acima, de concentracdo e inibicdo também foi vista com
LPSF/FT-40. Este diminuiu ainda mais 0s niveis da citocina se comparado com outras
moléculas. Na maior concentragdo, o LPSF/FT-40, diminui a secre¢do chegando a valor
igual ao controle positivo (4,70pg/ml). Este composto reduziu de forma significativa a
citocina em todas as doses testadas 1uM(p=0.0313),10uM(p=0.0313) e 100uM
(p=0.0156). Também foram encontrados valores significativos (p=0.0469 e p=0.0313)
respectivamente, nas concentragcbes de 10uM (610,0pg/ml) e 100uM (103pg/ml)
comparados a condi¢do de estimulo (958,0pg/mL) para o LPSF/FT-39.

Quando observados os graficos correspondentes a secrecdo nas condicfes do
LPSF/FT-31 e LPSF/FT-39, ndo é visto a relacdo relatada acima ja que os niveis nas
concentragdes de 10uM (928pg/ml e 610pg/ml) foram mais altos que na concentragao de
1uM (854pg/ml e 578,8pg/ml), respectivamente. Além disto o LPSF/FT-31, assim como 0
LPSF/FT-16, tiveram niveis medianos de secre¢cdo mais proximos ao estimulo em todas
concentracbes e sem significancia. Diante dos resultados achados para IFN-gama,
decidiu-se quais compostos seriam realizadas as dosagens com IL-17A. Deste modo, 0
LPSF/FT-16 e LPSF/FT-31 nao tiveram suas condi¢des testadas.
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Figura 32 efeitos dos derivados tiazoftalimidicos na expresséo da citocina IFN-gama. (a) LPSF/FT-16, n=8;
p=0.078 (dexa). (b) LPSF/FT-19, n= 8, p=0.0078 (dexa, 100uM). (c) LPSF/FT-31, n= 6, p=0.0313 (dexa).
(d) LPSF/FT-34, n=5, p=0.0159(dexa). (e) LPSF/FT-35, n=5, p=0.0159(dexa, 100uM). (f) LPSF/FT-36 n=
5, p=0.0159(dexa). (g) LPSF/FT-38, n= 8, p=0.0078(dexa), p=0.0156(100uM). (h) LPSF/FT-39, n= 7,
p=0.0156(dexa), p=0.0469(10uM), p=0.0313(100uM). (i) LPSF/FT-40 n= 7; p=0.0156(dexa,100uM),
p=0.0313(1 e 10uM). Foi considerado p<0,05 como valor significativo, sendo sempre uma comparagao

entre o grupo estimulado e as outras condi¢des. Cel: célula; PMA+inomicina (100 ng/mL); Dexa:

Dexametasona (10uM).
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Fonte: Autor, 2019
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Os resultados quanto a secrecgdo de IL-17A estdo organizados na figura 33 (a-g).

Todos os compostos diminuiram os niveis da citocina em comparac¢ao com o estimulo. Os

menores valores foram encontrados nas concentracbes de 100uM e os LPSF/FT’s
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35(3,9pg/ml), 36(9,7pg/ml), 38(3,9pg/ml) e 40(5,6pg/ml) mostraram valores mais proximos
ao controle positivo (3,90 pg/ml). Nao foi visto uma relacdo clara de concentracéo-
dependéncia, uma vez que os compostos FT-34, FT-35, FT-36, FT-38 tiveram 0s niveis
da concentragdo 10uM maior que na concentracdo de 1uM. O FT-39 teve valores
aproximados em 10 e 100uM, ja o FT-19 e FT-40 nos de 1 e 10uM. Foram encontrados
valores significativos nas concentracbes de 10 e 100uM do LPSF/FT-40 (p=0.0078).

Figura 33 efeitos dos derivados tiazoftalimidicos na expresséo da citocina IL-17A. (a) LPSF/FT-19,
n= 4. (b) LPSF/FT-34 n= 5. (c¢) LPSF/FT-35 n= 5. (d) LPSF/FT-36 n=5. (e) LPSF/FT-38 n= 4. (f) LPSF/FT-
39 n= 4. (g) LPSF/FT-40 n= 8; p=0.0078 (dexa, 10 e 100uM). Foi considerado p < 0,05 como valor
significativo, sendo sempre uma comparacao entre o grupo estimulado e as outras condigbes. Cel: célula;
PMA+ion: PMA+inomicina(100 ng/mL); Dexa: Dexametasona (10uM).
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Fonte: Autor, 2019

Os compostos LPSF/FT’s finais tiveram substituintes variados na posicdo 5 da
tiazolidina-2,4-diona, todos eles com anéis aromaticos substituidos em posicdes
diferentes e com elementos quimicos diferentes também. Cinco desses compostos foram

substituidos na posi¢do 4 com elementos como oxigénio, flior, carbono e cloro que foram
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eles: FT-16 (4-OCHg), FT-31 (4-F), FT-35 (4-CF3), FT-36 (4-CH3) e FT-40 (4-OH). Outro
composto substituido na posicdo 4 € o FT-34, que possui duas moléculas de cloro na
posicao 3,4. O FT-38 possui na posicao 3 um grupamento nitro, enquanto que o FT-39
contém um bromo na posi¢cdo 5 e um grupo metoxila na posi¢do 2. Por ultimo, o FT-19
possui também na posi¢do 5 um grupo trifluormetoxi.

Diante dos resultados construimos uma hierarquia entre os compostos, levando em
os valores das medianas encontrados na concentracdo de 100uM — concentracdo em que
os valores estiveram mais proximo a dexametasona — em comparacdo ao estimulo
(PMA+ION). Esta classificacdo de graduacado crescente pode ser vista na figura 34, os
compostos foram divididos em dois grupos: os com substituintes da posicao 4 (pontilhado
azul) e os com substituintes em outras posicoes (pontilhado vermelho). Assim também foi
possivel ver a influéncia de cada substituinte na reducéo das citocinas. De modo geral as
percentagens de reducao nos niveis variaram entre 99% e 34%, onde mais que a metade
reduziu em mais de 70. Para IFN-gama, a ordem de redugcdo da maior para a menor no
grupo os dois grupos: FT-40>FT-35>FT-34>FT-31>FT-36>FT-16; FT-38>FT-39>FT-19.

Ainda sobre a modulagéo de IFN-gama, o —OH presente no FT-40 resultou na maior
reducao de nivel de citocina com 98,6%. A secre¢éo de citocinas das células tratadas com
FT-40 foram 99% menor que as células tratas com FT-16 em que o —OH foi substituido
por —OCHs. O FT-35 com substituinte —CF3 teve 0 mesmo nivel de redugédo encontrado
para o FT-40 e quando comparado ao composto que tinha apenas um flaor, FT-31, foi
visto que —CF3 reduziu 98% a mais. Do mesmo modo, foi visto que o —CF3 reduziu 98%
a mais quando o fltor foi trocado por hidrogénio no FT-36 (CHs). Ao analisar o segundo
grupo (pontilhado vermelho- compostos com substituintes em outras posicoes), o FT-38
reduziu na mesma proporcao que o FT-40 e FT-35. O grupamento nitro reduziu a secrecao

94% a mais que o FT-19 que tinha como substituinte 0 —OCF3.
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Figura 34 Classificacdo de graduacdo crescente dos compostos a partir dos substituintes e dos
niveis de secrecdo das citocinas IFN-gama e IL-17A na concentragdo de 100pM em comparacdo com o
estimulo (PMA+ION).. Pontilhado azul: substituintes da posi¢cdo 4. Pontilhado vermelho: outras posicdes.
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Para IL-17A, o grupo com substituintes em outras posi¢cdes foi visto a ordem de
reducdo: FT-38>FT-19>FT-39. Ja em relacdo ao grupo substituidos na posicao 4, o FT-
35 reduziu um pouco a mais que o FT-40, havendo a troca da ordem. O FT-36 demonstrou
modular mais IL-17A que IFN-gama subindo a ordem, enquanto que o FT-34 decaiu mais
ainda mostrando ter uma maior percentagem de modulagéao para IFN-gama que para IL-
17A. A ordem de redugéo passa ser: FT-35>FT-40>FT-36>FT-34.

Assim foi observado que os compostos que tem destaque na porcentagem de
reducdo dos niveis de secrecdo sao 0s compostos FT-38, FT-40 e FT-35 e que as
substituicOes diferentes tem efeito diverso na capacidade destes compostos em modular
citocinas. Quando comparamos com dados da literatura, para compostos que possuem o
ndcleo da tiazolidina ou ftalimida com substituintes semelhantes, foi possivel corroborar
alguns resultados desta dissertacdo. Como exemplo o TM17 que se trata de um composto
(figura 35), onde a tiazolidina é substituido na posicdo 3 com 2-nitrobenzaldeido e na
posicdo 5 por 5-bromo-2-metoxibenzaldeido (DA ROCHA JUNIOR et al., 2013). Neste

estudo foram dosados IFN-gama, IL-17A e IL-6, em sobrenadantes de PBMC de pacientes
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com artrite reumatoide e de voluntarios saudaveis nas mesmas concentragdes utilizadas
paras os LPSF/FT’s. O estimulo utilizado no ensaio do TM17 foi PMA/IONO, o0 mesmo
utilizado nesta dissertacdo. Ao observar o grafico para IFN-gama e IL-17A, levando em
consideracdo o maior nivel encontrado e ndo a mediana, notou-se que TM17 teve nivel
de secrecdo dependente de concentracdo com seus menores valores em 100uM, sendo
estes significantes (p<0,05). Esta relacdo de concentracdo-dependéncia, levando em
consideracdo o maior nivel encontrado, também foi vista para o FT-38 e FT-39 com os
menores niveis de secrec¢ao para a maior concentragcdo, com significancia apenas para o
ensaio de IFN-gama.

Além de ter a tiazolidina em comum, os LSPF/FT-38 e LPST/FT-39 possuem 0s
mesmos substituintes vistos no TM17. O FT-39 possui 0 grupamento 5-bromo-2-métoxi
ligada na tiazolidina ha mesma posicdo que no TM17, jA o FT-38 possui 0 grupamento
nitro ligado a uma posicéao diferente na tiazolidina (figura 31). Desta forma, pode-se afirmar
gue a presenca do grupo ftalmida nos LPSF/FT’s exibiu potencial de inibicado em citocinas
pré-inflamatodrias tdo bom quanto o apresentado pela molécula TM17 (DA ROCHA
JUNIOR et al., 2013).

Figura 35 Derivado de tiazolidina, TM17, com capacidade de modular IFN-gama, IL-17A e IL-6.
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Fonte: adaptado de DA ROCHA JUNIOR et al., 2013.

Compostos que continham como base ftalimida-tiazolidinona com substituintes
como 4-fluorbenzaldeido (6a), 4-Clorobenzaldeido (6b) e 4-metoxibenzaldeido (6f) sé&o
analogos aos LPSF/FT’s (figura 36). Foi investigado a capacidade destes compostos em

modular citocinas como IL-2, IL-6, TNF-alfa e IFN-gama. Assim, para IFN-gama, as
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concentracdes foram de 1 e 10ug/mlt e como estimulo concanavalina A. Assim os
compostos 6a e 6b — 4-fluorbenzaldeido e 4-clorobenzaldeido — analogos do FT-31 e FT-
34, respectivamente, ndo mostram inibicdo (em %) da secrecédo de IFN-gama, enquanto
o composto 6f analogo do composto FT-16 teve inibicdo menor que 40%. Os dados
encontrados para os analogos dos compostos FT-16 E FT-31, corroboram com o0s
resultados desta dissertacdo, no entanto, o composto que tinha substituinte 4-cloro,
semelhante ao FT-34 teve resultado oposto. Essa contradicdo pode ser, provavelmente,
pela adigdo de mais um cloro na posigao 3, existente no FT-34(DE OLIVEIRA CARDOSO
et al, 2015).

Figura 36 Compostos ftalimida-tiazolidinona capazes de modular IFN-gama e IL-6.
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Fonte: adaptado de DE OLIVEIRA CARDOSO et al, 2015.

Diante dos resultados encontrados destacamos a importancia dos compostos

possuirem a capacidade de modular estas citocinas. A IL-17A, citocina pro-inflamatoria,
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tem papel na defesa contra infec¢des bacterianas, fangicas e também contribuicéo direta
na inflamacéo crénica, por estimular e recrutar células que conduz esta ultima. Deste
modo mostra-se envolvida em diversas patologias decorrente e/ou que envolvem um
processo inflamatorio. Entre elas podemos citar a psoriase e artrite psoriasica, esclerose
multipla, doenca de Crohn, artrite reumatoide, doencas alérgicas e cancer. Na artrite
reumatoide por exemplo, inflamacao crénica nos tecidos sinoviais, IL-17A foi encontrada
em niveis altos nos soros e fluidos sinoviais de pacientes. Os altos niveis de IL-17A vem
mostrando relacdo com a gravidade do dano articular, um dos principais sintomas
demonstrados por portadores da doenca (BERINGER; MIOSSEC, 2018; BISWAS, 2018;
KIM; PARK; CHUNG, 2016).

Ja no caso da psoriase, disturbio imunologico crénico caracterizado por lesfes na
pele acompanhada por dor, as lesdes cutaneas encontradas em pacientes possuem em
abundéancia de células Th1l7 que sdo responsaveis pela producdo de IL-17A. Pessoas
portadoras de psoriase podem desenvolver artrite psoriasica que se assemelha a artrite
reumatoide. Esse forte envolvimento de IL-17A voltou os olhos dos pesquisadores para
desenvolver farmacos com alvo na familia IL-17, como exemplo temos o Secukinumab
comercializado para o tratamento de psoriase (BLAUVELT; CHIRICOZZI, 2018; KIM;
PARK; CHUNG, 2016; TAAMS et al.,, 2018). Do mesmo modo que IL-17A, IFN-gama
também amplifica a inflamacéo psoriatica. IFN-gama mostra-se envolvido em outras
patologias como cancer, doenca de Alzheimer, obesidade, entre outras(IVASHKIV, 2018;
LOWES; SUAREZ-FARINAS; KRUEGER, 2014).

Além disto tanto IL-17A quanto IFN-gama tem demonstrado relacdo com a
epilepsia. Pacientes portadores de epilepsia tiveram niveis elevados de diversas citocinas
no soro, incluindo IL-17A e IFN-gama. Pacientes estes que faziam usos de medicamentos
tradicionais no tratamento da epilepsia como acido valpréico e carbamazepina. Na fase
pés-crise convulsiva e entre as crises foi visto a elevacédo de IL-17A e INF-gama no plasma
e uma correlacdo positiva entre a frequéncia de crises e o0 nivel de secre¢do entre as
convulsdes. Estudos também apontam que a presenca de niveis alterados de IL-17A,
também entre crises, pode contribuir para que ocorram crises mais graves (GAO et al.,
2017; MAO et al., 2013; WANG; WANG; GUO, 2015).

Tendo em vista o envolvimento destas citocinas em diversas patologias € clara a
importdncia da sua modulacdo para alcancar niveis mais baixos visando o
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos. Assim, os compostos com os melhores

resultados podem ser modificados estruturalmente afim de terem suas atividades
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otimizadas. Baseado nisso, os LSPF/FT’s mostraram que podem contribuir no tratamento
doencas inflamatérias e epilepsia, uma vez que demonstraram capacidade de modular
tais citocinas, as quais se fazem importantes no processo patologico de ambas doencas,
especialmente em relacdo a epilepsia, uma vez que exiba atividade de protecdo para

convulsdes em testes futuros.

4.2.2 Ensaios in vivo

O LPSF/FT-40 foi um dos compostos mais promissores na modulagéo das citocinas
pré-inflamatorias. Além disto, também foi visto solubilidade suficiente para o preparo de
uma suspencao na solucao utilizada para o teste in vivo. Sendo assim, apenas este

composto passou para os testes in vivo.

4.2.2.1 Toxicidade aguda

Seguindo o método da OECD 423, a primeira concentracdo testada foi de
300mg/kg. Durante a observacao de 4h, ndo foi vista nenhuma alteracéo que fosse indicio
de possivel toxicidade aguda. Nao foi observado também efeitos gerais indesejados como
diarreia, miccdo ou sialorreia, nem alteracées nos olhos e orelhas. O composto nesta
concentracdo também ndo afetou a atividade locomotora das ratas, ndo induziu
convulsdes nem agressividade e todas elas permaneceram vivas.

As ratas foram levadas ao biotério e foram mantidas sob condicbes normais de
alimentacdo (racdo/agua) e tratamento (sistema de climatizacéo e fotoperiodo). Durante
0s 14 dias de observacédo ndo houve nenhuma perturbacéo no estado geral das ratas e
nenhuma mortalidade. As ratas tratadas com o LPSF/FT-40 300mg/kg tinham peso inicial
entre 200-210g e fecharam o ultimo dia com 222-235¢g. Em porcentagem, o ganho de peso
foi de 11%. Ja as ratas do controle, Propilenoglicol a 10%(PROP), engordaram mais,
ficando com 17% de ganho de peso. Os dados foram expressos na figura 37 (a).

A ndo mortalidade das ratas tratadas com LPSF/FT-40 na concentracdo 300mg/kg
permitiram, ainda seguindo a OCDE 423, o aumento da concentragdo para 2000mg/kg.
Da mesma maneira que na concentragdo menor, nas 4h e nos 14 dias seguintes de
observacdo, ndo foi visto nenhuma alteracdo e nem mortalidade das ratas. Em
porcentagem houve equivaléncia entre o ganho de peso do controle e o LPSF/FT-40 2g/kg

sendo de 10%. Os resultados podem ser conferidos na figura 37 (b).
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Figura 37 (a) ganho de peso das ratas tratadas com LPSF/FT-40 300mg/kg e (b) ganho de peso das
ratas tratadas com LPSF/FT-40 2000mg/kg. PROP= propilenoglicol a 10%. N= 3 para cada condicg&o.
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Fonte: Autor, 2019

Apés a eutanasia os 6rgdos como coragao, rins, figado e cérebro foram retirados
para observacdo. Em comparacdo com o controle, considerando a aparéncia (coloragcao
e formato), os 6rgdos das ratas tratadas, em ambas concentra¢des, estavam equiparados,
ou seja, ndo houve alteragcbes morfologicas visiveis. Outra relacdo de comparacao
realizada foi o peso de cada um deles e como visto na figura 38 (a,b), os pesos de cada
orgao das ratas tratadas também se mostraram equivalentes ao controle. Estes resultados

somados com os de cima reforgam a n&o toxicidade aguda in vivo.

Figura 38 (a) peso dos 6rgaos das ratas tratadas com LPSF/FT-40 300mg/kg e (b) peso dos 6rgaos
das ratas tratadas com LPSF/FT-40 2000mg/kg. PROP= propilenoglicol a 10%. N= 3 para cada condi¢&o.
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4.2.2.2 Teste de convulséo por PTZ

Atraveés deste modelo comportamental é possivel ter 3 parametros de avaliacdo. O
primeiro é o tempo até a primeira convulsdo generalizada, o segundo é duragdo desta
primeira convulsdo e por Uultimo, o numero de convulsbes a partir do tipo de
convulsao/crise levando em consideracdo seu grau de severidade. Entre os tipos de
convulsdes em avaliacdo temos: miocldnicas, clonicas e tbnicas com e sem perda. O que
caracteriza a presenca de mioclénicas sdo movimentos involuntarios breves que lembra
choques, ja as clonicas sao contracdes persistentes dos musculos com curtos periodos
de relaxamento, sendo este Ultimo ponto ndo existente nas tbnicas. Tanto as clénicas
como as ténicas podem vir acompanhada da perda ou ndo da consciéncia (McNamara,
2012)

Na figura 39 (a,b) € possivel ver os resultados em relacdo ao primeiro e segundo
parametro. Quanto a laténcia, nas concentracdes de 100mg/kg e 300mg/kg do composto,
0s ratos tiveram a primeira convulsdo generalizada mais rapido que o controle. Ja na
concentracdo maior de 600mg/kg, os ratos tiveram um maior tempo até o aparecimento
da primeira convulsdo, porém estes dados ndo foram significativos. Ao analisar a duracao
das primeiras convulsdes, notou-se uma diminui¢cdo do tempo total nas concentracdes de
300mg/kg e de 600mg/kg quando comparados ao controle e a menor concentracdo. No
entanto, ndo foi visto dose-dependéncia uma vez que 0s ratos tratados na maior
concentracdo tiveram a primeira convulsdo com maior duragdo que os tratados com

300mg/kg. Também nao foram dados com significancia.

Figura 39 (a) laténcia para primeira convulsdo generalizada em segundos(s) e (b) duracdo da

primeira convulséo generaliza em segundos(s). PROP= propilenoglicol a 10%. N= 8 para cada condic&o.
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Os resultados com o namero de convulsdes e a severidade estdo expostos na
figura 40. Em relacdo as convulsdes mioclonicas(MIOC), o LPSF/FT-40 100 e 600 mg/kg
tiveram ndmero menores em comparacdo com o controle e com a concentracdo de
300mg/kg. De um modo geral, o nimero de convuls@es clénicas sem perda (CSP) foi
baixo e ratos tratados com LPSF/FT-40 100mg/kg néao tiveram esse tipo de convulsdo. Em
relacdo aos tratados com 300mg/kg e 600mg/kg, os numeros de CSP foram equivalentes
ao controle. Ja para clénicas com perda (CCP), também em comparacdo ao controle,
houve uma pequena diminuicdo dos ratos tratados em todas as concentracdes testadas.
Contundo, ndo houve significancia em nenhum dos resultados acima e quanto as
convulsdes tdnicas, com e sem perda, ndo foram vistas nos ratos tratados e nem nos

controles.

Figura 40 Numeros de convulsdes de acordo com tipo de convulsdo e o grau de

severidade. PROP= propilenoglicol a 10%. N= 8 para cada condicao.
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Na presenca dos resultados acima ao analisar os farmacos anticonvulsivantes
(figura 41) presentes no mercado farmacéutico foi observado que ha diferengas estruturais
entre eles e 0 LPSF/FT-40 também possui nucleos até entdo nado vistos nestes farmacos.
No entanto, Kumar e seus companheiros levantaram algumas propriedades
compartilhadas entre estes medicamentos:

1) Um local de ligacdo com um grupo arila hidrofébico que seja substituido por

um halogénio (F, Br, Cl e 1), com preferéncia na posi¢ao para;

2) Um dominio de doador de hidrogénio;

3) Um grupo que seja doador de elétrons;
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4) Um local hidrofébico-hidrofilico para controlar as propriedades

farmacocinéticas do anticonvulsivante.

Ao analisar a estrutura do composto em estudo, notou-se que o substituinte 4-OH
pode atuar como grupo doador de hidrogénio, enquanto que o anel de benzeno presente
na ftalimida pode ser o local hidrofoébico-hidrofilico. Quanto a presenca de doador de
elétrons é visto mais de um grupo, jA que os 4 oxigénios, 2 nitrogénios e o enxofre
possuem pares de elétrons livres para doar. No LPSF/FT-40 também ndo é possivel
encontrar um grupo arila hidrofébico que tem na posicao para com algum halogénio. Essa
propriedade é uma das que sao sempre encontradas nos farmacos como pode ser visto
na figura 41. O fato do composto ter seis doadores de elétrons a mais que o indicado e
nao ter o grupamento arila hidrofébico substituido pode ter sido um dos fatores chaves

para a néao atividade.
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Figura 41 Relacao das propriedades compartilhadas entre os farmacos anticonvulsivantes.
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Fonte: adaptado de KUMAR et al., 2014.

Outro ponto é que embora o ndcleo da TZD seja promissor em diversas atividades
biolégicas, a atividade anticonvulsivante € pouco investigada. Na literatura, um trabalho
utilizou o pirazol para avaliar sua possivel atividade de protecédo contra convulsées e sua
atividade analgésica. Entre as séries, uma tinha o nucleo da tiazolidina-2,4-diona e outra,

a tiazolidina que foram substituidas de diversas formas. As duas moléculas contendo TZD
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exibiram protecdo de 76.58 e 73.77% na triagem utilizando o modelo de convulséo
eletrochoque maximo (figura 42) (VIVEKA et al.,, 2015). Viveka e seus companheiros
destacam que grupos como imida ciclica, C-CO- e N-CO- s&o importantes para a
atividade anticonvulsivantes, grupos até entdo presente nos LPSF/FT’s. No entanto, eles
também destacaram que a presenca de mais e mais substituintes na tiazolidina pode
diminuir gradativamente a atividade o que pode ser a questdo dos compostos LPSF/FT’s,

ja que o —NH (livre nas moléculas abaixo) estdo substituidos pela ftalimida.

Figura 42 Moléculas com Pirazol e Tiazolidina-2,4-diona com atividade anticonvulsivante.
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Fonte: adaptado de VIVEKA et al., 2015

Por outro lado, o modelo experimental utilizado para avaliar compostos e sua
possivel atividade anticonvulsivante é fator chave, isso por que ha diversos mecanismos
envolvidos na epilepsia que sdo contemplados por varios modelos diferentes. Neste
presente estudo foi utilizado um modelo comportamental onde o PTZ induz o
aparecimento de convulsdes em ratos. Entre os mecanismos pelo qual PTZ induz
convulsdes € que ele é considerado um agonista seletivo de GABA, bloqueando este
receptor, PTZ também aumenta a tensdo no canal de potassio depende de tensdo. A
epilepsia desencadeada assim assemelha-se a epilepsia generalizada tonico-clonica
primaria em humanos, sendo gerada e disseminada principalmente através do hipocampo
(RUBIO et al., 2012).

Levando em consideracdo a capacidade do LPSF/FT40 de modular citocinas
envolvidas na inflamacdo e na epilepsia, poderia 0 composto em questdo mostrar
resultados de proteg&o contra convulsdes em modelos experimentais que contemplem um

processo inflamatoério. Um dos modelos indicado seria o de convulsées induzidas por
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pilocarpina, que trata-se de um alcal6ide extraido das folhas de Pilocarpus jaborandi e que
assim como PTZ pode ser injetado via intraperitoneal ou diretamente no cérebro. Esse
modelo é utilizado para estudar a epilepsia do lobo temporal, esta € caracterizada por uma
lesdo como evento inicial, um periodo de laténcia e depois o aparecimento de convulsées
espontaneas recorrentes. A aplicacdo de Pilocarpina causa varias lesdes cerebrais, onde
provavelmente ocorra um processo inflamatério, sendo este desencadeante de
convulsdes (epileptogénese) (MINJAREZ et al., 2017; RAOL; BROOKS-KAYAL, 2012).
Perante o0 exposto, a contradicdo entre os resultados positivos de imunomodulagéo
e baixa atividade anticonvulsivante do composto LPSF/FT-40 pode ser futuramente
equilibrada com a utilizacdo de ensaio de atividade anticonvulsivante que esteja
relacionado ao processo inflamatério. Além disto, havendo um resultado positivo para
atividade anticonvulsivante, podera ser realizado a melhoria desta acdo através de
modificacdes moleculares, a partir de sintese de derivados LPSF/FT-40, que teriam

também sua atividade imunomoduladora avaliada.

4.3 ESTUDOS IN SILICO

Moléculas candidatas a farmacos e os medicamentos tendem a apresentar alguns
padrées que envolvem caracteristicas como lipofilicidade, polaridade, insolubilidade,
tamanho, flexibilidade e instauracéo. Através dos resultados obtidos foi possivel ver que
todos os LPSF/FT’s estdo dentro dos limites esperados com excecédo do parametro de
instauragdo. Isto ocorre devido a presenca dos anéis aromaticos tanto do nucleo da
ftalimida quanto dos radicais. Também estd justificado pelas quatro carbonilas, duas de
cada nucleo, e a dupla ligacdo que liga o nucleo da TZD com os radicais. O radical 3-nitro
presente no LPSF/FT-38 fez com que ele estivesse fora também do parametro de
polaridade.

Todos os compostos também respeitaram a regra dos cinco de Lipinski que
estabelece parametros para que uma molécula seja um bom farmaco em relacdo a sua
biodisponibilidade por via oral (LIPINSKI et al., 2012). Essas regras incluem ter o peso
molecular menor que 500, o numero de aceptores de hidrogénio menor que 10 e o de
doadores menor que 5, assim como Log P também menor que 5. Lipinski delimitou a regra
a partir da analise de “n” compostos onde frequentemente os farmacos respeitavam esses
valores. Além disso, a analise mostrou uma alta probabilidade de absorcédo pelo trato

gastrointestinal o que corrobora com o respeito a regra de Lipinski descrito acima.
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Exceto para os compostos LPSF/FT-38 e LPSF/FT-39, foi possivel ver uma lista de
possiveis alvos bioldgicos onde alguns deles podem ser encontrados no quadro 9. O
levantamento destes alvos mostra uma probabilidade dos compostos finais em contribuir
para a busca de novos farmacos em outras doencas como cancer, diabetes e depresséao.
O LPSF/FT-16, LPSF/FT-19 e LPSF/FT-35 tiveram como possivel alvo a subunidade alfa-
5 do receptor GABA ou subunidade alfa da proteina do canal de sédio tipo 1 e 2 que se
mostram relacionados com a epilepsia. Também foram vistos alvos com papel importante
no processo da inflamag¢ao como IL-8, Toll-like receptor, TNF-alfa e inibidor da migracéo
de macréfagos para os compostos LPSF/FT-19, LPSF/FT-35 e LPSF/FT-40.

Os resultados encontrados no SWISSTARGETPREDICTION (STP) mostram que
os LPSF/FT’s finais podem contribuir na busca de novos farmacos para diversas doencas,
bem como a probabilidade com os alvos envolvidos na epilepsia e inflamagao reforgam

qgue podem ser candidatos a farmacos anti-inflamatérios e anticonvulsivante.
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Quadro 9 Relacéo de alguns dos provaveis alvos para os compostos finais e as doencas que 0s

alvos tem ligacéo

Composto Provaveis alvos Doencas
Fosfodiesterase 102 Degeneracéo estriatal, autossdbmica
Trombina e fator de coagulagéo X dominante 2
LPSF/FT- | Subunidade alfa-5 do receptor GABA Deficiéncia do fator X
16 Desordens do sistema nervoso
centra (Bipolaridade/epilepsias)
Receptor da interleucina-8 Inflamacéo
Subunidade alfa da proteina do canal de | Epilepsias
LPSF/FT- | sédiotipole 2 Depressao
19 Receptor de serotonina 22
Adeséao focal quinase 1 Céancer
LPSF/FT- | Tirosina-proteina quinase ABL Leucemia mieldide crbnica
31 Trombina e fator de coagulagéo X Deficiéncia do fator X
Adesao focal quinase 1 Cancer
LPSF/FT- | Serina/treonina-proteina quinase 1 Imunodeficiéncia 57
32 Elastase de leucdcitos Hematopoese ciclica
Adesao focal quinase 1 Cancer
LPSF/FT-
34
Receptor Toll-like Inflamacgéo
Subunidade alfa-5 do receptor GABA Desordens do sistema nervoso
LPSF/FT- | Receptor de serotonina 2a centra (Bipolaridade/epilepsias
35 Tirosina-proteina quinase ABL Depresséao
Leucemia mieldide crbnica
Elastase de leucdcitos Hematopoese ciclica
LPSF/FT-
36
Inibidor da migracéo de macréfagos Inflamac&o/Artrite Reumatdide
LPSF/FT- | Receptor de glucagon Diabetes
40 TNF-alpha Inflamacéo

Fonte: Adaptado de STP, 2019 e Uniprot, 2019
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A inflamacéao e epilepsia sdo doencas que afetam a populacéo e o tratamento atual
€ acompanhado por uma série de efeitos ndo benéficos Portanto, é vez visto a
necessidade de busca por novos farmacos frente a inflamacéo e a epilepsia. Deste modo,
dez novos derivados da série LPSF/FTs foram sintetizados sendo caracterizados com as
técnicas de EM, IV e RMN de *H e *3C. Os compostos nédo foram citotéxicos apresentando
viabilidade celular maior que 86%. A maioria das moléculas foram capazes de reduzir os
niveis das citocinas IFN-gama e IL-17A, com destaque para o LPSF/FT-40, LPSF/FT-38
e LPSF/FT-35 que teve o0s niveis de secrecdo mais proximo do controle positivo,
dexametasona, com valores significativos. In vivo, embora ndo tenha protegido contra as
convulsdes induzidas por PTZ, o LPSF/FT-40 ndo mostrou toxicidade aguda nas
concentracoes de 300mg/kg e 2000mg/kg. Assim, como perspectiva temos o aumento do
“n” para alguns compostos, bem como avaliagdo de outras citocinas como TNF-alfa em
especial para o LPSF/FT-40. Avaliar também os resultados histolégicos dos 6rgaos das
ratas do teste de toxicidade aguda, somando com os resultados aqui descritos para uma

publicacao.
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APENDICES
APENDICE A - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAL

Tiazolidina-2,4-diona

Em um baldo de fundo redondo de 250ml foram diluidos quantidades equimolares
de tiouréia e acido monocloroacético em agua destilada. Partindo de 5g de tiouréia foi
utilizado 50ml de solvente. A mistura foi deixada em refluxo por 24h a 90°C. Ao final, a
mistura foi posta em um Becker e levada a geladeira para formacéo dos cristais.

3-((1,3-dioxoisoindolin-2-il)metil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/FT-1)

Em um erlenmeyer foi solubilizado a base, NaOH, em metanol. Enquanto isso,
embaldo de fundo redondo foi adicionado a tiazolidina mais acetonitrila. Em seguida, a
base solubilizada foi adicionada ao baldo, onde a mistura permaneceu em agitacdo por
30 minutos em temperatura ambiente. ApOs esse tempo foi adicionado a N-
(clorometil)ftalimida e a reagao ficou por 2h30min na temperatura de 65°C sob refluxo e
agitacdo. A proporgdo dos solventes foi de 20% de metanol para 80% de acetonitrila. J&
para ftalimida, tiazolidina e base foi de 1: 1.2 : 1.2 de equivaléncia, respectivamente. Ao
fim da reacdo a mistura foi levada ao rotaevaporador para retirada de solventes e foi

recristalizado com metanol.

Derivados tiazoftalimidicos (LPSF/FT’s)

Para sintese dos compostos finais, através de uma condensacédo de knoevenagel,
o 3-((1,3-dioxoisoindolin-2-il)metil)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/FT-1) foi adicionado em um
baldo com &cido acético glacial juntamente com o aldeido correspondente ao final. A
mistura foi deixada sob agitacéo e refluxo com a temperatura de 110°C. Como promotor
da reacéo foi utilizado o acetato de aménio a 1.2 de equivaléncia ao LPSF/FT-1. Quanto
a equivaléncia do aldeido foi levada em conta a necessidadede cada reacdo onde em
alguns finais foi utilizado 1 e em outras 1.2. A duracao da reacao foi variavel estando entre
3-8 horas. Apo6s o termino da reacdo, a mistura foi levada mantida a 4°C para formacao
dos cristais. A purificacdo de alguns compostos foi feita através de lavagens com

acetonitrila.
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3-((1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)methyl)thiazolidine-2,4-dione (LPSF/FT-1)

Figura 29 Cromatograma do LPSF/FT-1
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min
1 PDA Multi 1 /205nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 205nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 7.706 49973313 2222051 100.000 100.000
Totall 49973313 2222051 100.000 100.000
Figura 30 Espectro de massas do LPSF/FT-1
Line#: 1 R.Time:18.2(Scan#: 1520)
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Figura 31 Espectro de RMN H1 do LPSF/FT-1
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Figura 33 Espectro de IV do LPSF/FT-1
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3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)-5-(4-methoxybenzylidene)thiazolidine-2,4-dione
(LPSF/FT-16)

Figura 34 Cromatograma do LPSF/FT-16

Chromatogram
FT-16 C:\LabSolutions\Data\FT-16.Icd
uVv
i "I ;br
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0 S | |PDA Mulii |
T T T T | T T T ‘ T T T T | T T T T | T T T T ‘ T T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0
min
1 PDA Multi 1/205nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 205nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
| 8.284 36736846 2461811 100.000 100.000
Total 36736846 2461811 100.000 100.000




Figura 35 Espectro de MALDI/TOF do LPSF/FT-16
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Figura 37 Espectro de RMN de C13 do LPSF/FT-16
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Figura 38 Espectro de IV do LPSF/FT-16
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3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)-5-(3-(trifluoromethoxy)benzylidene)thiazolidine-2,4-
dione (LPSF/FT-19)

Figura 39 Cromatograma do LPSF/FT-19

Chromatogram
FT-19 C:\LabSolutions\Data\FT-19.1cd
uVv
1 15
7 [
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1000000~ | |
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0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0
min
1 PDA Multi 1/205nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 205nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
| 8.658 26970875 1862420 100.000 100.000
Total 26970875 1862420 100.000 100.000
Figura 40 Espectro de MALDI/TOF do LPSF/FT-19
Comment 1 FT-19
Comment2 DS:27/03/2018 MM: 448,03 g/mol
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Figura 41 Espectro de RMN de H1 do LPSF/FT-19
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Figura 42 Espectro de RMN de C13 do LPSF/FT-19
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Figura 43 Espectro de IV do LPSF/FT-19
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3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)-5-(4-fluorobenzylidene)thiazolidine-2,4-dione
(LPSF/FT-31)
Figura 44 Cromatograma do LPSF/FT-31
Chromatogram
FT-31 C:\LabSolutions\Data\FT-31.lcd
uV
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0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0
min
1 PDA Multi 1/205nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 205nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 8.223 8215788 530588 100.000 100.000
Total 8215788 530588 100.000 100.000




Figura 45 Espectro de MALDI/TOF do LPSF/FT-31
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Figura 47 Espectro de RMN de C13 do LPSF/FT-31
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5-(2,6-dichlorobenzylidene)-3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)thiazolidine-2,4-dione

(LPSF/FT-32)

Figura 48 Cromatograma do LPSF/FT-32

Chromatogram
FT-32 C:\LabSolutions\Data\FT-32.1cd
uVv
[ §
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2500000 “ |
i | \
| |
N
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— = — | IPDAMulii |
T T | T | T T T ‘ T T T T ‘ T T T ‘ T T
0.0 2.5 5.0 75 10.0 12.5 15.0
min
1 PDA Multi 1/205nm 4nm
PeakTable
PDA Chl1 205nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
| 7.759 381036 32863 0.663 0.958
2 8.523 57084734 3398097 99.337 99.042
Total 57465770 3430960 100.000 100.000
Figura 49 Espectro de RMN de H1 do LPSF/FT-32
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Figura 50 Espectro de RMN de C13 do LPSF/FT-32
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5-(3,4-dichlorobenzylidene)-3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)thiazolidine-2,4-dione
(LPSF/FT-34)

Figura 52 Cromatograma do LPSF/FT-34

Chromatogram
FT-34 C:\LabSolutions\Data\FT-34.1cd
uVv
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min
1 PDA Multi 1 /205nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 205nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 8.981 60561587 3394606 100.000 100.000
Total 60561587 3394606 100.000 100.000
Figura 53 Espectro de MALDI/TOF do LPSF/FT-34
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Figura 54 Espectro de RMN de H1 do LPSF/FT-34
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Figura 55 Espectro de RMN de C13 do LPSF/FT-34
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Figura 56 Espectro de IV do LPSF/FT-34

T
|
|
- |
|
{
|
|
|

105 —
%T ]
90 —
75—
] CH(Ar)
60 _: Q
j N
45— \ o 8
] N 1 c-cl
] © } 2
‘ O ] c=0 (12D) .
30— K CH2
1 N-C-N
15— i c=0 (£T)
T T T T T 1 T I T [ T T T T T T T
3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

1/cm

3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)-5-(4-(trifluoromethyl)benzylidene)thiazolidine-2,4-
dione (LPSF/FT-35)

Figura 57 Cromatograma do LPSF/FT-35

Chromatogram
FT-35 C:\LabSolutions\Data\FT-35.1cd
uVv
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min
1 PDA Mult 1 /205nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 205nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 8.939 77707349 3373881 100.000 100.000
Total 77707349 3373881 100.000 100.000
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Figura 58 Espectro de MALDI/TOF do LPSF/FT-35
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Figura 60 Espectro de RMN de C13 do LPSF/FT-35
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Figura 61 Espectro de IV do LPSF/FT-35
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3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)-5-(4-methylbenzylidene)thiazolidine-2,4-dione
(LPSF/FT-36)

Figura 62 Cromatograma do LPSF/FT-36

Chromatogram
FT-36 C:\LabSolutions\Data\FT-36.lcd
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2000000 “‘ 2
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min
1 PDA Multi 1/205nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 205nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
| 8.516 29834909 2262490 100.000 100.000
Total 29834909 2262490 100.000 100.000
Figura 63 Espectro de MALDI/TOF do LPSF/FT-36
Comment 1 FT-36
Comment2 MM: 378 DS:23/10/2017
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Figura 64 Espectro de RMN de H1 do LPSF/FT-36
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Figura 66 Espectro de IV do LPSF/FT-36
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3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)-5-(3-nitrobenzylidene)thiazolidine-2,4-dione

(LPSF/FT-38)

Figura 67 Cromatograma do LPSF/FT-38

Chromatogram
FT-38 C:\LabSolutions\Data\FFT-38.lcd
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min
1 PDA Mult 1/205nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 205nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 8.075 30372867 2189575 100.000 100.000
Total 30372867 2189575 100.000 100.000
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Figura 68 Espectro de MALDI/TOF do LPSF/FT-38
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Figura 70 Espectro de RMN de C13 do LPSF/FT-38
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Figura 71 Espectro de IV do LPSF/FT-38
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5-(5-bromo-2-methoxybenzylidene)-3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)thiazolidine-2,4-
dione (LPSF/FT-39)

Figura 72 Cromatograma do LPSF/FT-39

Chromatogram

FT-39 C:\LabSolutions\Data\FT-39.lcd
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PeakTable
PDA Chl 205nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 8.853 57616084 3382915 100.000 100.000
Total 57616084 3382915 100.000 100.000
Figura 73 Espectro de MALDI/TOF do LPSF/FT-39
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Figura 74 Espectro de RMN de H1 do LPSF/FT-39
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Figura 75 Espectro de RMN de C13 do LPSF/FT-39
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Figura 76 Espectro de IV do LPSF/FT-39
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3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)-5-(4-hydroxybenzylidene)thiazolidine-2,4-dione
(LPSF/FT-40)

Figura 77 Cromatograma do LPSF/FT-40

Chromatogram
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1 7.861 60386976 3440823 100.000 100.000
Total 60386976 3440823 100.000 100.000




Figura 78 Espectro de MALDI/TOF do LPSF/FT-40
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Figura 80 Espectro de RMN de C13 do LPSF/FT-40
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APENDICE C - TRIAGEM COMPORTAMENTAL (Observacéo geral, Teste de Irwin,
1968).

Tratamento Parametros 5°110(15|30(60|90|120 (150|180 210|240 Obs:

(mg/KQ) avaliados S e e
Olhos
Ptose palpebral
Controle 0/|0/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/3]|0/3|0/3]|0/3]0/3
(veiculo) 3133|333
0/3|0/3|0/3|0/3]|0/3
FT-40 300 0/|0/|0/|0/|0|0Of
mg/kg v.o. 3/3(3(3/3[3(0/3/0/3/0/3/0/3|0/3
FT-40 2g/kg 0/|0/|0/|0/|0|0Of
V.O0. 3/3(3[3/3]|3
Nistagmo
Controle 0/|0/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/3]|0/3|0/3]|0/3]0/3
(veiculo) 3133|333
0/3|0/3|0/3|0/3]|0/3
FT-40 300 0/|0/|0/|0/|0|0Of
mg/kg v.o. 3/3(3(3/3[3(0/3[0/3/0/3|0/3|0/3
FT-40 2g/kg 0/|0/|0/|0f|0|0Of
V.0. 3/3(3[3/3]|3
Lacrimejamento
Controle 0/|0/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/3]|0/3|0/3]|0/3]0/3
(veiculo) 3333|133
0/3|0/3|0/3|0/3|0/3
FT-40 300 0/|0/|0/|0/|0|0Of
mg/kg v.o. 3/3(3(3/3[3(0/3[0/3|/0/3/0/3|0/3
FT-40 2g/kg 0/|0/|0/|0f|0|0Of
V.0. 3/3(3[3/3]|3
Orelhas
Hiperemia
Controle 0/|0/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/3]|0/3|0/3]|0/3]0/3
(veiculo) 3/3[3/3[3]|3
0/3|0/3|0/3|0/3]|0/3
FT-40 300 0/|0/|0/|0/|0|0Of
mg/kg v.o. 3/3(3(3/3[3(0/3[0/3/0/3/0/3|0/3
FT-40 2g/kg 0/|0/|0/|0/|0|0Of

Vv.0. 3/3[3/3[3]3
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Cianose
Controle 0/|0/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/3]|0/3|0/3]|0/3]0/3
(veiculo) 333333
0/3|0/3|0/3|0/3]|0/3
FT-40 300 0/|0/|0/|0/|0O|0Of
mg/kg v.o. 3/3(3(3/3|[3(0/3[0/3/0/3/0/3|0/3
FT-40 2g/kg 0/|0/|0/|0/|0|0Of
V.0. 3/3[3[3/3]|3
Efeitos gerais
Sialorreia
Controle 0/|0/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/3]|0/3|0/3]|0/3]0/3
(veiculo) 3113|3333
0/3|0/3|0/3|0/3]|0/3
FT-40 300 0/|0/|0/|0/|0|0Of
mg/kg Vv.o. 3/3[3(3/3|[3(0/3[0/3/0/3/0/3|0/3
FT-40 2g/kg 0/|0/|0/|0/|0|0Of
V.0. 3/3(3(3/3]|3
Frequéncia
respiratoria (FR)
Controle 0/|0/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/3]|0/3|0/3]|0/3]0/3
(veiculo) 3/3[3/3[3]3
0/3|0/3|0/3|0/3]|0/3
FT-40 300 0/|0/|0/|0/|0|0Of
mg/kg v.o. 3/3(3(3/3[3(0/3[0/3/0/3|0/3|0/3
FT-40 2g/kg 0/|0/|0/|0/|0|0Of
V.O0. 3/3(3(3/3]|3
Erecao
pilomotora
Controle 0/|0/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/3]|0/3|0/3]|0/3]0/3
(veiculo) 3(3[3/3|3|3
0/3|0/3|0/3|0/3|0/3
FT-40 300 0/|0/|0/|0/|0|0Of
mg/kg v.o. 3/3(3(3/3[3(0/3/0/3/0/3|0/3|0/3
FT-40 2g/kg 0/|0/|0/|0/|0|0Of
V.0. 3/3(3[3/3]|3
Micgao
Controle 0/|0/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/3]|0/3|0/3]|0/3]0/3
(veiculo) 3133|333
0/3|0/3|0/3|0/3]|0/3
FT-40 300 0/|0/|0/|0/|0|0Of
mg/kg v.o. 3/3(3(3/3[3(0/3[0/3/0/3/0/3|0/3
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FT-40 2g/kg o/ 0/|0/|0/|0Of|0Of
V.0. 3(3(3/3|3|3
Diarréia
Controle o/|0/|0/|0O/|0O/|0O/]|0O/3|0/3|0/3]|0/3|0/3
(veiculo) 333333
0/30/3|0/3|0/3]0/3
FT-40 300 o/ |0/ |0/|0O/|0Of|0Of
mg/kg v.o. 3(3(3/3(3(3/0/3[/0/3|0/3[0/3]0/3
FT-40 2g/kg o/ |0/ |0/|0/|0Of|0Of
V.0. 3(3(3/3|3/3
Tratamento Parametros |5’ |10|15|/30|60|90|120 150|180 |210 (240 Ob
(mg/Kg) avaliados N e e e ’ ’ ’ ’ ’ S:
Atividade
locomotora
Controle o/ 0/|0/|0O/|0O/|0O/]|0O/3|0/3|0/3]|0/3|0/3
(veiculo) 3/3[3|/3[3]|3
0/30/3|0/3|0/3]0/3
FT-40 300 o/ |0/ |0/|0/|0Of|0Of
mg/kg v.o. 3(3(3/3(3(3/0/3/0/3|0/3[0/3]0/3
FT-40 2g/kg o/ |0/ |0/|0/|0Of|0Of
V.0. 3(3[3/3|3/|3
Controle o//0/|0/|0O/|0O/]|0O/]|0O/3|0/3|0/3]|0/3|0/3
(veiculo) 3/3[3/3[3]|3
0/30/3|0/3|0/3]|0/3
FT-40 300 o/ |0/ |0/|0/|0Of|0Of
mg/kg v.o. 3(3(3/3(3(3/0/3/0/3[0/3[0/3]0/3
FT-40 2g/kg o/ |0/ |0/|0/|0Of|0Of
V.0. 3(3[3/3|3|3
Agressividade
Controle O//0/|0/|0O/|0O/|0O/]|0O/3|0/3|0/3]|0/3|0/3
(veiculo) 3(3(3/3|3|3
0/30/3|0/3|0/3]|0/3
FT-40 300 o/ 0/|0/|0/|0Of|0Of
mg/kg v.o. 3(3(3/3(3(3/0/3/0/3|0/3[0/3]0/3
FT-40 2g/kg o/ |0/ |0/|0/|0Of|0Of
V.0. 3/3[/3/3|3]3
Ataxia
Controle o/ 0/|0/|0O/|0O/]|0O/]|0O/3|0/3|0/3]|0/3|0/3
(veiculo) 3133|333
0/30/3|0/3|0/3]0/3
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FT-40 300 o/|0/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/3]|0/3|0/3|0/3|0/3
mg/kg v.o. 3/3[3/3[3]3
FT-40 2g/kg 0/|0/|0/|0O/]|0] 0
V.0. 3/3/3/3[3]3
Perda do reflexo
de
endireitamento
(PRE)
Controle o/|0/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/3]|0/3|0/3|0/3|0/3
(veiculo) 333,333
0/3|0/3]0/3|0/3]|0/3
FT-40 300 O/|0/|0/|0Of]|0]| 0O
mg/kg v.o. 3/3[3/3|3[3/|0/3/0/3|0/3|0/3|0/3
FT-40 2g/kg 0/|0/|0/|0/|0]| 0O
V.0. 3/3/3/3[3]3
Resposta de
pressao a cauda
(RPC)
Controle o/|0/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/3]|0/3|0/3|0/3|0/3
(veiculo) 3133|333
0/3|0/3]0/3|0/3]|0/3
FT-40 300 0/|0/|0/|0O/]|0] 0
mg/kg v.o. 3/3[3/3|3[3/|0/3/0/3|0/3|0/3|0/3
FT-40 2g/kg 0/|0/|0/|0O/]|0]| 0O
V.0. 3/3/3/3[3]3
Cortorcoes
abdominais
(“writhes”)
Controle o/|0/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/3]|0/3|0/3|0/3|0/3
(veiculo) 3/3[3/3[3]|3
0/3|0/3]0/3|0/3]|0/3
FT-40 300 0/|0/|0/|0O/|0]| 0O
mg/kg v.o. 3/3/3/3|[3|3(0/3/,0/3[0/3|0/3|0/3
FT-40 2g/kg 0/|0/|0/|0Of|0]| 0O
V.0. 3/3/3/3[3]3
Sinal de
Straub
Controle o/|0/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/3]|0/3|0/3|0/3|0/3
(veiculo) 3/3[3/3[3]3
0/3|0/3]0/3|0/3]|0/3
FT-40 300 O/|0/|0/|0O/|0]| 0O
mg/kg v.o. 3/3/3/3|3|3(0/3/0/3[0/3|0/3|0/3
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FT-40 2g/kg O/|0/|0O/| 0|00
V.0. 3/3[/3/3|3]3
Convulsfes
Controle O/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/|0O/3|0/3]0/3|0/3|0/3
(veiculo) 3/3[3/3[3]3
0/30/3]0/3|0/3|0/3
FT-40 300 O/|0/|0O/| 0|00/
mg/kg v.o. 3/3[3/3|3[3/|0/3/0/3|0/3|0/3|0/3
FT-40 2g/kg O/|0O/|0O/| 0|00
V.0. 3/3[/3/3|3|3
Mortalidade
Controle O/|0/|0O/|0O/|0O/|0O/|0O/3|0/3]0/3|0/3|0/3
(veiculo) 3(3(3/3|3/|3
0/30/3]0/3|0/3|0/3
FT-40 300 O/|0/|0O/| 0|00
mg/kg v.o. 3/3[/3/3|3[3/|0/3/0/3|0/3|0/3|0/3
FT-40 2g/kg O/|0/|0O/| 0|00
V.0. 3/3[/3/3|3|3
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APENDICE D - ARTIGO PUBLICADO
Artigo de revisao publicado a Current Organic Synthesis.
DOI: 10.2174/1570179417666200325124712

Advances in Synthesis and Medicinal Applications of Compounds Derived from
Phthalimide

Marcel L. Almeida, Maria C.V.A. Oliveira, Ivan R. Pitta, Marina G.R. Pitta*

Nucleus of Research in Therapeutical Innovation Suely Galdino (NUPIT SG), Bioscience
Center, Federal University of Pernambuco, Recife, Brazil.

Abstract: Phthalimide derivatives have been presenting several promising
biological activities in the literature, such as anti-inflammatory, analgesic,
antitumor, antimicrobial and anticonvulsant. The most well known and studied
phthalimide derivative (isoindoline-1,3-dione) is thalidomide and this compound
initially presented important sedative effects, but it is known that thalidomide has
effictiveness against a wide variety of diseases, including inflammation and cancer.
This review approaches some of the recent and efficient chemical synthesis
pathway to obtain phthalimide analogues and also present a summary of the main
biological activities of these derivatives found in the literature. Therefore, this review
describes the chemical and therapeutic aspects of phthalimide derivatives.
Keywords: phthalimide, thalidomide, medicinal chemistry, anti-tumor, anti-inflammatory,

antimicrobial.



