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RESUMO

A inflamagdo ¢ uma reag¢do local dos tecidos envolvendo reagdes neuroldgicas,
vasculares, humorais e celulares, objetivando eliminar o agente causal e diminuir o dano
celular. As prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, sdo exemplos de mediadores
quimicos da inflamag¢do, originados a partir da a¢do da enzima fosfolipase A2 (PLA2). A
PLA2 ¢ uma enzima que hidrolisa fosfolipidios presentes na membrana celular na posi¢@o sn-
2 produzindo lisofosfolipidios e &cido araquiddnico, tendo um papel chave na producio de
mediadores lipidicos inflamatdrios. A pesquisa e desenvolvimento de novas entidades
quimicas seguras, eficazes e que apresentem menos efeitos colaterais para um determinado
alvo terapéutico, constitui o principal objeto de inovacdo tecnologica das industrias
farmacéuticas. Devido aos efeitos colaterais dos inibidores seletivos da produgdo de
eicosanoides presentes atualmente no mercado, o controle da producdo de acido araquidonico
(AA) pela inibicdo da PLA2 surge como um vantajoso tratamento para as condicdes
patoldgicas que sdo causadas pelos mediadores do AA. Neste trabalho foram estudadas rotas
sintéticas para obten¢do de novos candidatos a prototipos de fdrmacos anti-inflamatérios
obtidos por meio do planejamento racional de novos derivados piperazinicos originalmente
desenhados a partir do nerolidilcatecol (16) e do arilsulfonilpiperazina (17) para apresentarem
perfil inibitério da enzima PLA2 secretada.

Os compostos finais sintetizados, N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-aril) acetamida (18), E-N-
(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)  benzo[d] [I,3]dioxol-5-amina (19), (E)-N-(6-dienil,3,7-
dimetilocta-2)aminobenzeno (20), (E)-4-(6-dienil,3,7-dimetilocta-2)(aminometil)fenol (21) e
(E)-(N)-(6-dienil,3,7-dimetilocta-2)-N-(4-idroxifenil)metanosulfanoamida (22) foram
submetidos a ensaios farmacoldgicos “in vitro” para avaliagdo da inibigdo enzimatica da
sPLA2 e caracterizagdo por meio de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
'H) e de Carbono (RMN "*C).

Baseados nos resultados obtidos por meio dos ensaios farmacologicos concluimos que
os compostos sintetizados (18, 19, 21, 22) apresentaram perfil anti-inflamatdrio esperado.
Quanto as metodologias sintéticas empregadas para obteng¢@o dos compostos finais (18-22) os
resultados obtidos demonstraram serem esta vidveis nas suas execugdes permitindo a
obtencdo de compostos com rendimentos adequados e com eficiéncia no perfil de purificagéo.

Palavras-chave: fosfolipase A2, anti-inflamatdrios, rotas sintéticas.



ABSTRACT

Inflammation is a local reaction of tissue involving neurological, vascular, humoral
and cellular reactions to eliminate the causal agents and reduce the cellular damages.
Prostaglandins, thromboxanes and leukotrienes are examples of chemical inflammation
mediators, resulting for the action of the enzyme phospholipase A, (PLA;). The PLA is a
enzyme that hydrolyses membrane phospholipids in the sn-2 position resulting in
lisophospholipids and arachidonic acid (AA), taking a key role in the production of lipidic
inflammatory mediators. The research and development of new chemical entities security,
effective and that presents less side effects to the particular therapeutic target, constituted the
principal objective of technological innovation in pharmaceuticals industry. Due the side
effects of selective inhibitors of the production of eicosanoids currently presents in the
market, control of production of AA by inhibiting PLA?2 is a useful treatment for pathological
conditions that are caused by mediators of the AA. In this work synthetic routes were studied
to obtain new candidates prototypes of anti-inflammatory drugs obtained by rational planning
of new piperazines derivatives originally designed from nerolidylcatechol (25) and
arilsulfonilpiperazines (26) to presents the inhibitory profile of secreted PLA; enzyme.

The final synthesized compound, N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-aryl) acetamide (18), E-
N-(3,7-dimetylocta-2,6-dienyl) benzo[d] [1,3]dioxol-5-amine (19), (E)-N-(6-dienil,3,7-
dimetilocta-2)aminobenzeno (20), (E)-4-(6-dienil,3,7-dimetilocta-2)(aminometil)fenol (21) e
(E)-(N)-(6-dienil,3,7-dimetilocta-2)-N-(4-idroxifenil)metanosulfanoamida (22) were submitte
to in vitro pharmacological assays to evaluated the enzymatic inhibition of sPLA2 and
characterization by hydrogen nuclear magnetic resonance (RMN 'H) and the 13 carbon
nuclear magnetic resonance (RMN °C).

Based on the obtained results by pharmacological assays can be concluded that the
final synthesized compounds (18, 19, 21, 22) presents good anti-inflammatory profiles. As the
synthetic methods employed to obtain the final molecules (18-22) the results showed be
viable in its execution enable an obtainment of compounds with appropriate yields and

efficiency in the profile of purification.

Key words: phospholiase A2, anti-inflammatory drugs, synthetic routes.
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1. INTRODUCAO

Entende-se por pesquisa de farmacos a etapa destinada a eleicdo criteriosa do
alvo terapéutico para o tratamento de uma determinada fisiopatologia. A aplicacdo de
estratégias de planejamento estrutural para desenho de ligantes do alvo selecionado pode
utilizar as estratégias de modificagdo molecular classicas da Quimica Medicinal, tais como:
bioisosterismo, homologacdo, simplificagdo e hibridacdo molecular, ou pelo emprego de
técnicas computacionais como a modelagem molecular e o estudo da relagdo estrutura-
atividade quantitativo (QSAR). Compreende, ainda, realizar a determinagdo das atividades
farmacologicas do ligante, que uma vez ativo “in vivo ”, preferencialmente por via oral, passa
a ser denominado prototipo (BARREIRO e MANSSOUR, 2001; BARREIRO, 2002;
WERMUTH, 2003; LIMA ¢ BARREIRO, 2005).

As estratégias modernas empregadas no planejamento racional de novos
compostos prototipos podem se basear na abordagem fisiopatoldgica. Esta abordagem permite
planejar a estrutura quimica de uma nova molécula com base na definicdo prévia do
mecanismo de agdo terapéutica. Esta ag@o, por sua vez, depende do alvo terapéutico
escolhido, ou seja, a biomacromolécula a qual o novo farmaco ira se ligar para alterar um
determinado processo bioquimico (BARREIRO, 2007).

Dentre as fisiopatologias mais freqiientes estd o processo inflamatorio. Este
processo € uma resposta complexa, ndo especifica e coordenada dos tecidos a um dano, o qual
envolve, em linhas gerais, permeabilidade vascular, migragdo de células sangiiineas e
passagem de plasma para os tecidos danificados. As moléculas que medeiam os eventos
iniciais da inflamag¢@o s@o as moléculas de adesdo, as quais sdo fundamentais para a migracao
dos leucdcitos até a superficie dos vasos sangiiineos. Esta migracdo envolve complexas
reacdes que sdo controladas por inimeros mensageiros intracelulares chamados mediadores
(MASLINSKA ¢ GAJEWSKI, 1998). A magnitude da resposta inflamatoria ¢ critica para os
organismos, pois uma resposta deficiente pode resultar em infec¢des secundarias, enquanto
uma resposta excessiva pode ser mais prejudicial do que o dano inicial (CZURA,
FRIEDMAN e TRACEY, 2003).

Os agentes utilizados na terapéutica anti-inflamatdria constituem um grupo
variado de farmacos que diferem quanto a estrutura quimica, utilizagdo clinica e efeitos

toxicos e indesejados (SILVA, 20006).



Atualmente, ha 86 candidatos a protdtipos de farmacos anti-inflamatérios em fase
clinica e/ou em curso para serem aprovados pela FDA “Food and Drug Administration”
(PhRMA, 2008).

A busca por novos anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINEs) mais eficazes e melhor
tolerados ¢ constante e tem sido impulsionada através dos estudos com os agentes liberadores
de 6xido nitrico, inibidores de peroxidase, enantiomeros de AINEs conhecidos, AINEs
associados a antireumaticos moduladores de citocinas e inibidores seletivos da enzima
cicloxigenase tipo 2 (COX-2) (ARONSO, 2006). A introdu¢do dos inibidores seletivos da
cicloxigenase tipo 2 (COX-2), conhecidos como “coxibs”, merece destaque porque resultou
na maior utilizagdo de novos farmacos de todos os tempos. Os “coxibs” foram desenvolvidos
com base na hipotese de que a inibicdo seletiva da COX-2 resultaria na manuten¢do dos
efeitos terapéuticos dos AINEs com restricdo de seus efeitos deletérios tradicionais (EMERY,
2001).

Com a descoberta da COX-2, isoforma induzida e expressa predominantemente
durante o processo inflamatorio, uma nova perspectiva terapéutica emergiu para o
desenvolvimento de fArmacos mais seletivos e com menores efeitos adversos (FITZGERALD
e PATRONO, 2001). Entretanto, estes farmacos apresentam alguns efeitos colaterais
observados com os AINEs tradicionais, principalmente em nivel renal, manifestando-se por
um aumento na incidéncia de hipertensdo e edema (SCHNITZER, 2001). O rofecoxibe (1)
(AINE, COX-2) foi retirado do mercado em 2004 devido a constatacdo de efeitos
cardiovasculares decorrentes, em parte, da inibicdo da isoforma COX-2 presente no endotélio
vascular, levando a um desequilibrio do processo homeostitico entre a produgdo de

prostaciclina no endotélio vascular e tromboxano A2 nas plaquetas (CAIRNS, 2007).
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Devido aos efeitos colaterais dos inibidores seletivos da producdo de eicosanoides, o
controle da produ¢do de 4cido araquidonico (AA) pela inibicdo da sPLA2 surge como um
vantajoso tratamento para as condi¢des patoldgicas que sdo causadas pelos mediadores do AA

(RIZZA et al., 1999).

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. MERCADO FARMACEUTICO GLOBAL

A industria farmacéutica constitui um oligop6lio mundial em que historicamente
predomina a competicio por inovagio (ACHILLADELIS e ANTONAKIS, 2001). E por meio
do langamento continuo de novos produtos que as empresas buscam uma melhor colocagio no
mercado em relagdo a seus concorrentes (QUEIROZ ¢ VELAZQUEZ, 2001).

Atualmente, a industria ¢ altamente globalizada e movimenta cerca de US$ 773,1
bilhdes de dolares/ano, sendo considerado o 3° maior mercado econdmico mundial, ficando
atras apenas do mercado de energia e alimentos (IMS HEALTH, 2009). De acordo com dados
fornecidos pelo IMS “Health Market Prognosis™ a regido que apresentou maior crescimento

em relagio ao mercado farmacéutico foi a regido da Asia/Africa/Australia (15,3%) e da

América Latina (12,6%) (Grafico 01).
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GRAFICO 01 — Crescimento do Mercado Farmacéutico Global, por regido em 2008, adaptado de
IMS Health, 2009.



De acordo com dados da “IMS HEALTH”, o Brasil apresentava um declinio frente
ao mercado farmacéutico em 1995, de 44% - 33%, devido a condi¢des econOmicas. Mais
recentemente tem demonstrado, junto ao México e Venezuela, um aumento em seu
desempenho, apresentando taxa de crescimento de 9,5% ao ano, em 2007. Com US$ 9,6
bilhdes de vendas projetadas, o Brasil representou estimadamente 34% do total do mercado da

América Latina (IMS HEALTH, 2007).

TABELA 01 — Proje¢do de Vendas e Crescimento do Mercado Farmacéutico na América Latina em
2007, adaptado de IMS HEALTH, 2007.

Estimativas de Crescimento Anual | Divisdo do Mercado
Vendas Anuais Estimado em 2007 | por Regiio em 2007
em 2005 (bilhdes USS) (%) (%)
América
Latina 28,3 11,5 100
Brasil 9,6 9,5 34
México 8.5 7.9 30
Venezuela 3.0 28.8 11
Argentina 2.6 17.4 9
Colombia 1.3 4 5
Outros 33 12.5 11

Entre os anos de 1990 a 2003, o “Drug Evaluation and Research” (CDER) da agéncia
norte americana FDA aprovou 1.171 novas aplicag¢des de farmacos “New Drug Applications”,
(NDAs), deste total apenas 34% correspondiam a novas entidades moleculares, “New
Molecular Entities”, (NMEs), definidas como substincias ativas originais, sem registro ou
comercializacdo prévia nos EUA. Os demais 66%, em sua maioria, correspondiam a
aplicagdes de novas formulagdes de farmacos previamente aprovados. Estes dados sado
corroborados pela afirmativa de K. Maggon de que somente cerca de 30% de todas as “New
Chemical Entities” (NCEs) aprovadas seriam de fato inovadoras (PRENTIS, 1998;
HODGSON, 2001).



2.2. QUIMICA MEDICINAL

A Quimica Medicinal, segundo defini¢do da [IUPAC (Unido Internacional de quimica
Pura e Aplicada) “¢ uma disciplina baseada na quimica, envolvendo aspectos de ciéncia
bioldgica, médica e farmacé€utica, cuja missdo é o planejamento, descoberta, invengao,
identificacdo e preparacdo de compostos biologicamente ativos, o estudo do metabolismo,
interpretagdo do mecanismo de agdo a nivel molecular e a construcdo das relagdes entre a
estrutura quimica e a atividade farmacologica”. Um projeto de Quimica Medicinal
compreende as etapas de pesquisa, otimizagdo e desenvolvimento do protétipo (WERMUTH,
2003).

O método de descoberta de farmacos baseado na modificacdo estrutural de moléculas
conhecidas leva a identificacdo de novos compostos-prototipos que atuam pelo mesmo
mecanismo farmacoldgico da molécula de origem. Esta estratégia ¢ largamente empregada na
industria farmacéutica que pesquisa novos farmacos (BARREIRO e MANSSOUR, 2005).

Esta complexa tarefa envolve multiplos fatores, responsaveis pela resposta terapéutica
desejada e decorrentes da complexidade dos sistemas biologicos, abrangendo diversos
conceitos, de diferentes disciplinas ndo podendo ser cumprida aleatoriamente.

No contexto da quimica medicinal, o planejamento criterioso de novos candidatos a
protdtipos de farmacos se torna uma ferramenta importante na Pesquisa e Desenvolvimento
(P&D). Ao se fazer o planejamento de uma molécula que pode se tornar um potencial
candidato a protdtipo de farmaco, deve-se escolher um alvo farmacoldgico cuja estrutura
conhecida permite buscar a melhor estratégia para construcdo do ligante desejado
(BARREIRO, 2002).

Podemos sumarizar os objetivos da quimica medicinal como a compreensdo das
razdes moleculares da acdo dos farmacos, envolvendo a relagdo entre estrutura quimica e
atividade farmacoldgica dos mesmos, considerando os fatores farmacodindmicos e
farmacocinéticos que se traduzem em propriedades de uso terapéuticos uteis e, que, portanto,
represente um novo composto protétipo, candidato efetivo a um novo farmaco (VIEGAS et
al., 2000).

A descoberta de farmacos, pela induastria farmacéutica, ¢ considerada por
especialistas uma atividade complexa, multifatorial, cara, demorada, envolvendo a aplica¢do
de técnicas e metodologias modernas e cuja produtividade é questionada com base em dados
que demonstram a relagdo inversamente proporcional entre os investimentos em P&D e a

descoberta de NCEs (MILNE, 2003).



O processo de inovagdo na industria farmacéutica é o que conforma a dinamica
competitiva do setor (SCHWARTZMAN, 2001).

As ponderagdes sobre um novo farmaco sdo resultado direto da avaliacdo das
necessidades e oportunidades de mercado em uma dada area terapéutica. O desenvolvimento
de novos produtos se da de forma simultdnea e imprevisivel, em complexos cientifico-
tecnologicos organizados em rede, que incluem todas as etapas relevantes da cadeia de
geragdo-produgdo de conhecimentos e produtos. A inovagdo na inddstria farmacéutica se
expressa, também, com tarefas de desenvolvimento de melhorias. Muitas vezes os produtos
tém roupagens novas ou alguma agregacdo de valor (por exemplo, melhor absor¢do pelo
organismo) sem apresentarem novidades terapéuticas: a isso chamamos de inovacoes
incrementais (“me-better”). O desenvolvimento de uma nova molécula que pode servir de
base para um novo medicamento a ser patenteado pode vir a tornar-se uma inovagao radical
(“breakthrough innovation”) (VIEIRA e OHAYON, 2006).

Para clarear o sentido do que seja um produto inovador, Santoro (2000) nos
apresenta uma classificagdo das inovagdes de produto na industria farmacéutica, a partir da
rota de sintese quimica, a saber: (i) identificagdo (“screening”) de nova substancia ativa (novo
substancia ativa) — descoberta; (i1) obten¢do de nova molécula derivada de andlises estrutura-
atividade (nova entidade quimica; novo farmaco) — inveng¢do; (iiil) nova formulagdo
farmacéutica/composto (novo medicamento) — inovac¢do radical; (iv) desenvolvimento de
nova substancia ativa ao redor de estrutura quimica ja conhecida — inovagao incremental; (v)
novas indicagdes de uso para entidades quimicas ja conhecidas (novo alvo) — inovacdo
incremental; (vi) novas associagdes de formulagdes (trés em um, por exemplo) — inovacao
incremental; (vii) duplicacdo de produtos ja comercializados (genérico ou similar) — mera
copia do composto, a menos que agregue algum valor, como por exemplo, a introdu¢do de um
novo excipiente para melhorar a absor¢cdo do medicamento pelo organismo.

A complexidade da cadeia de inovagdo em farmacos, que se inicia, como
mencionado, com a elei¢do do alvo terapéutico indo até a descoberta do novo composto
prototipo, da NEQ (Nova Entidade Quimica) auténtico candidato a novo farmaco, destaca sua
principal caracteristica, a natureza multidisciplinar desta cadeia, que abrange, além das
Ciéncias Farmacéuticas, outras disciplinas das areas afins (Figura 01). A inovagdo mais
importante no setor farmacéutico ocorre no desenvolvimento do produto, para o qual ha uma
busca permanente por aumento de eficdcia, seguranga de uso e redugdo dos efeitos colaterais.
Este processo sobrevém pela mudanga das caracteristicas do farmaco, para torna-lo mais

eficaz e para que provoque menos efeitos adversos ou colaterais, além de mudangas na



composi¢do dos outros componentes da formulagdo, para potencializar a acdo do farmaco, tais

como alterar a velocidade de sua liberagdo no organismo (FILHO e PAN, 2003).
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FIGURA 01- Representacdo esquematica da Cadeia de Inovacdo em Farmacos, adaptado de “Global
Alliance for TB Drug Development”. The Boston Consulting Group, PhARMA, 2000.

A andlise da produtividade das multinacionais farmacéuticas, aferida por sua
capacidade inovadora, revela uma tendéncia ao maior nimero de inovagdes incrementais em
relagdo as inovagdes radicais. Entretanto, a descoberta de uma inova¢ao radical aumenta os
lucros e serve de modelo para a criag@o, posterior, de uma ou mais inovagdes incrementais.
Esta nova realidade resulta do reconhecimento dos desafios, riscos € maior incidéncia de
insucessos para a introdu¢do no mercado de fArmacos inovadores, utilizando o paradigma
industrial de descoberta de farmacos. Por estas razdes, as grandes multinacionais
farmacéuticas confiam nas inovagdes incrementais, os chamados farmacos “me-too” ou

copias terapéuticas, como forma de assegurar lucros e competitividade industrial (LIMA,
2007).



2.2.1. SINTESE ORGANICA MEDICINAL

A Quimica Organica sintética, nas duas ultimas décadas, mostrou que ¢ possivel a
preparagdo de produtos naturais, ou mesmo nao naturais, bastante complexos, tarefa que exige
uma boa dose de criatividade, inteligéncia e perseveranga. O continuo desenvolvimento de
novas metodologias sintéticas e o aperfeicoamento constante das técnicas de andlise orgénica,
conjugados com uma grande variedade de reagdes e metodologias, associadas aos avancos das
técnicas instrumentais, permitiu a preparacdo de moléculas com alto controle da
enantiosseletividade (CORREIA et al., 2002).

Ao longo da historia muitas sinteses totais de substadncias complexas marcaram o
desenvolvimento da area de sintese orgénica, principalmente porque muitas destas sinteses
trouxeram a luz novas metodologias. Por exemplo, ja em 1904 a sintese do a-terpineol (2) (W.
H. Perkin) e em 1917, a sintese da tropinona (3) (R. Robinson) revelavam uma sofisticada
abordagem retrossintética. A sintese de um alvo complexo como a quinina (4) em 1944, por
Robert Woodward e William von Eggers Doering, pode ser considerada como uma das
grandes realizagdes da sintese organica na primeira metade do século (CORREIA et al.,

2002).

z—

\

OH

(2) 3)

H,CO

“4)



Entre as diversas estratégias utilizadas para a introdu¢do de novos farmacos na
terapéutica, as modificagdes moleculares mostram-se promissoras. Estas consistem na
transformag@o quimica de moléculas conhecidas, com o objetivo de aumentar poténcia e
seguranga, garantindo assim um melhor perfil farmacocinético e farmacodindmico
(WERMUTH, 2004).

A conjugagdo de caracteristicas estruturais definidas de dois compostos bioativos
distintos, em uma tUnica nova molécula, representa a estratégia de hibrida¢do molecular, ttil
no desenho da arquitetura molecular de um novo composto protétipo (BARREIRO e
MANSSOUR, 2001). Moléculas hibridas podem resultar da associacdo de duas atividades
principais distintas (sintese associativa) ou de um composto com dupla acdo intrinseca. No
primeiro caso, as duas entidades farmacoforicas estdo ligadas e reorganizadas, enquanto que
no segundo, o padrido estrutural responsavel pela atividade ndo seja tdo evidente.
(WERMUTH et al., 2003).

Uma vez descoberto o novo composto-prototipo, a etapa seguinte na cadeia de
inovacdo em farmacos € sua otimizacdo. Nesta etapa, devem ser identificadas as distintas
contribuicdes farmacoféricas de todas as subunidades estruturais, de maneira a orientar as
modificagdes moleculares introduzidas na estrutura do composto-prototipo ampliando a
diversidade estrutural deste padrdo molecular, o que ¢ significativamente relevante para
elaboragdo de pedidos de protegdo intelectual desta descoberta. Na etapa de otimizacdo do
composto-prototipo, o emprego de técnicas de quimica computacional aplicadas ao desenho

de farmacos sdo particularmente uteis (BARREIRO e MANSSOUR, 2005).

2.2.2. MODELAGEM MOLECULAR

A modelagem molecular, segundo a [UPAC, ¢ a investigacdo das estruturas e das
propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e técnicas de visualizacdo
grafica, visando fornecer uma representagdo tridimensional, sob um dado conjunto de
circunstancias. Ela compreende um numero de ferramentas e métodos computacionais e
tedricos que tem como objetivo entender e prever o comportamento de sistemas reais, sendo
usada para descrever e prever estruturas moleculares, propriedades do estado de transicdo e

equilibrio de rea¢des, propriedades termodindmicas, entre outras. Estes métodos abrangem
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estudos de minimiza¢do de energia de moléculas, andlise conformacional, simula¢des de
dindmica molecular entre outros, sendo aplicaveis desde 4atomos isolados a
biomacromoléculas (SANTOS et al., 2007).

A modelagem molecular fornece informagdes importantes para o processo de
planejamento de farmacos, pois permite a obten¢do de propriedades especificas de um
composto que podem influenciar na interagdo com seu receptor, como por exemplo, o logP, a
refratividade molar, o mapa de potencial eletrostatico, o contorno da densidade eletronica e as
energias dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO. Assim, ela tem se tornado uma ferramenta
indispensavel ndo somente no processo de planejamento, mas também na otimizagdo de
protétipos ja existentes (BARREIRO et al., 1997).

Existem muitas op¢des quanto ao método de calculo a ser utilizado em uma
determinada abordagem da modelagem molecular, e todas elas derivam de trés principais: (a)
ab initio (método derivado da mecénica-quantica e estd incluido em diversos pacotes de
modelagem molecular, como Gaussian e Gamess, ¢ um método puramente tedrico utilizado
para moléculas com no méaximo 100 atomos); (b) semi-empirico (método também derivado da
mecanica-quantica, estd incluso em diversos pacotes de modelagem molecular, como Spartan
e MOPAC, e incluem os Hamiltonianos AM1 (austin model 1) e PM3 (parametric method 3),
entre outros); (c¢) mecanica molecular (baseados em valores experimentais) (SILVA e
RIBEIRO, 2008).

A modelagem molecular tem se apresentado como ferramenta importante no estudo
da interacdo de ligantes e receptores. A quantificacdo da energia de interacdo entre moléculas
e suas proteinas-alvo, a determinagdo de relagcdes quantitativas entre a estrutura quimica e a
atividade biolodgica, a proposicdo de sitios, orientagdes e conformagdes putativos de interagdo
de ligantes ainda ndo co-cristalizados e a observagdo do comportamento dindmico de
moléculas e complexos de interesse farmacologicos podem ser citadas como algumas das
areas nas quais a modelagem molecular vem contribuindo para a quimica medicinal e o

planejamento de novos farmacos (VERLI e BARREIRO, 2005).

2.2.3. ENSAIOS FARMACOLOGICOS

A quimica medicinal compreende, também, avaliar através de bioensaios in vitro
que, em caso de sucesso, nos fornecera o ligante do biorreceptor eleito como alvo-terapéutico.

Uma vez disponivel sinteticamente em estado de pureza adequado, o novo ligante &
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submetido a etapa de validagdo do conceito terapéutico, a origem da elei¢cdo do alvo,
compreendendo o emprego de bioensaios farmacologicos “in vivo”. Esta etapa ¢ critica no
processo, pois além de validar experimentalmente o conceito terapéutico do alvo eleito,
permite identificar as propriedades farmacocinéticas do ligante candidato a novo composto-

protétipo (BARREIRO e MANSSOUR, 2005).

2.3. PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamag¢do ¢ fundamentalmente uma resposta cujo objetivo consiste em livrar o
organismo da causa inicial da lesdo, como exemplo pode-se citar: micrébios, toxinas, traumas
e das consequéncias desta lesdo, que podem ser, células e tecido necrdtico. Sem inflamagao,
as infecgdes seguiriam desimpedidas, as feridas jamais cicatrizariam e os 6rgdos danificados
poderiam tornar-se comprometidos permanentes (ROBBINS et al., 2005).

Os componentes basicos de um processo inflamatorio consistem em eventos
celulares e humorais interdependentes que culminam com a reparagdo do tecido e a
restauracdo da funcdo (CARVALHO, 2002). Logo, a inflamagdo pode ser resumida em um
dano inicial (por agentes quimicos, fisicos e biologicos) que causa a liberacdo de mediadores
inflamatérios, denominada fase irritativa, o surgimento de vasodilatagdo e aumento da
permeabilidade vascular (fase vascular; exsudagdo plasmatica e celular) denominada de fase
exsudativa; e a proliferacdo de células do tecido conectivo representando a fase reparativa
(BORNE, 2002).

Os fendmenos irritativos constituem um conjunto de modificagcdes provocadas pelo
agente inflamatério que resultam na liberagdo de mediadores quimicos responsaveis pelos
fenomenos subseqiientes da inflamacdo (PEREIRA, 2006).

Uma variedade de mediadores quimicos endogenos, incluindo fatores imunoldgicos e
quimiotaxicos de diferentes fontes (leucocitos e plaquetas ativados, do metabolismo do acido
araquidonico como prostaglandinas e leucotrienos, das cascatas de coagulacdo e do sistema
complemento) tem sido reconhecida por exercer papé€is importantes no processo inflamatorio

(BRODY, 1997; BORNE, 2002).
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FIGURA 02- Processo Inflamatdrio, adaptado de: www.bio.davidson.edu/.../chem02.html

2.3.1. Mediadores Quimicos da Inflamacéio

Atuando de maneira isolada, em combinagdes ou em seqiiéncia, os mediadores
quimicos amplificam a resposta inflamatdria e influenciam em sua evolugdo. A ocorréncia de
processos inflamatérios pode ser desencadeada por diversos processos fisioldgicos
promovidos por respostas imunes, tanto celulares, quanto enzimaticas (CROUVEZIER et al.,
2001).

Quanto a sua origem, podem ser provenientes do plasma, de células e de tecidos
necroticos. Os mediadores de origem celular, normalmente, estdo sequestrados em granulos
intracelulares, que precisam ser secretados, a exemplo, histamina nos granulos dos mastocitos,
ou sdo sintetizados originalmente, a exemplo, prostaglandinas e citocinas, em resposta aos
mais variados estimulos inflamatorios. As principais fontes celulares sdo plaquetas,
neutrofilos, mondcitos/macréfagos, mastocitos e células mesenquimais como endotélio,

musculo liso, fibroblasto (BOYCE, 2005; ROBBINS et al., 2005).
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FIGURA 03- Mediadores quimicos gerados pelo acido araquiddonico, adaptado de Cummings et al.
2000.

2.3.1.1. Mediadores quimicos da inflamac¢ido gerados a partir das enzimas

Cicloxigenases

Os produtos gerados pela via das cicloxigenases (COXs) dependem da célula
envolvida. Por exemplo, nas plaquetas esta via leva a sintese de tromboxano A2 (TXA;), no
endotélio vascular ocorre sintese de prostaciclina (PGI,), nos macréfagos resulta em sintese
de PGE,, enquanto que os mastdcitos sintetizam prostaglandinas (PGD,).

As PGs mais importantes sao PGE,, PGD,, PGF,,, PGI; e TXA,. O TXA; ¢ um
potente agente agregador plaquetdrio e vasoconstrictor. A PGI, é um vasodilatador, um
inibidor potente da agrega¢do plaquetéria e, também, potencializa, de sobremaneira, os efeitos
da quimiotaxia e do aumento de permeabilidade de outros mediadores. O desequilibrio de
TXA-PG foi implicado como um evento precoce na formacdo de trombos nos vasos
sangiiineos corondrios e cerebrais (FLOWER, 2003).

As PGs também estdo implicadas na patogenia da dor, febre e edema durante os
eventos inflamatérios (DAVIES et al., 1984; HIGGS et al., 1984), sendo a PGE, um potente
agente hiperalgésico. As PGs, particularmente, as PEG;, sensibilizam os nociceptores,
reduzindo o limiar de excitabilidade dos mesmos, facilitando a atividade alogénicas

substancias que sdo capazes de estimular, diretamente os nociceptores, a exemplo, histamina,
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bradicinina, substancia P, produzindo dor declarada (VANE e BOTTING, 1995; CHICORRO
et al., 2004). O envolvimento das PGs nos episddios de febres esta associado com a producao
de PGE, no hipotalamo, estimulado pela producdo de citocinas interleucina (IL-1) a partir de
endotoxinas bacterianas, a exemplo, lipopolissacarideos (LPS).

Até o momento, ja foram caracterizadas trés isoformas de enzimas COXs, também
conhecidas como COX-1, COX-2 e COX-3 (SIMMONS et al, 2004,
CHANDRASEKHARAN et al., 2002; WARNER ¢ MITCHELL, 2002).

A COX-1 foi a primeira a ser caracterizada e € expressa constitutivamente, ou seja,
esta presente nas células em condig¢des fisiologicas, principalmente nos vasos sangiiineos,
plaquetas, estobmago e rins, ¢ considerada importante na prote¢do da mucosa estomacal. A
COX-2 pode ser induzida na presenca de citocinas, i.e., IL-1, IL-2 e do fator de necrose
tumoral (TNF-a), ésteres do forbol, fatores de crescimento e endotoxinas, sendo expressa
caracteristicamente por células envolvidas no processo inflamatorio, como macrofagos,
mondcitos e sinoviocitos e foi constatada como sendo constitutiva do endotélio vascular, rins,
pulmio e cérebro. A COX-1 e a COX-2 sdo proteinas integrais que se localizam dentro do
folheto interno da bicamada lipidica de fosfolipidios da membrana. O niimero de aminoacidos
que compde as duas isoenzimas ¢ bastante semelhante, variando de 599 aminodcidos para a
COX-1 e de 604 aminoacidos para a COX-2 (JOUZEAU et al., 1997).

E importante assinalar que a COX-1, mas ndio a COX-2, é constitutivamente expressa
no estomago. Isso explica a ocorréncia acentuadamente reduzida de toxicidade gastrica com o
uso de inibidores seletivos da COX-2 (GOODMAN & GILMAN, 2003).

As estruturas das COX-1 e COX-2 ja foram bem definidas por difracdo de raio-X,
sendo homodimeros. Cada mondmero consiste de trés grandes sitios: um dominio tipo fator
de crescimento epidérmico, um dominio membrana-ligante ¢ um dominio catalitico que
contem ambos os sitios ativos COX e peroxidase. Ambas as estruturas revelam um canal que
se estende do centro do sitio catalitico até a superficie do sitio membrana-ligante. A regido
membrana ligante das COX-1 e COX-2 fica incorporada no interior da membrana plasmatica,
permitindo que o AA (6) livre tenha acesso ao sitio ativo ou canal, onde este € ciclizado a
PGGj;. Outra intera¢do com o sitio ativo resulta na redu¢ao da PGG; em PGH,. A maioria dos

AINEs compete com o AA (6) na ligacdo com o sitio ativo (HAWKEY, 1999).
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FIGURA 04- Contorno do sitio ativo das cicloxigenases COX 1 e COX 2, adaptado de Simmons et
al., 2004.

A expressdo de uma terceira variante catalitica da COX (COX-3) foi demonstrada
em estudos “in vitro” com linhagens de macrofagos. A COX-3, possivelmente uma variante
da COX-1, uma vez que deriva do mesmo gene dessa isoforma, encontra-se distribuida
principalmente no cortex cerebral, medula espinhal e coracdo, sendo mais sensivel ao

paracetamol (5) do que a COX-1 e COX-2 (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

HO

(5)
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2.3.1.2. Mediadores quimicos da inflamac¢io gerados a partir da enzima 5-
lipoxigenase
A segunda classe de enzimas, da qual o AA (6) pode ser substrato, ¢ representada
pelas lipoxigenases. A 5-Lipoxigenase (5-LOX) ¢ a enzima predominante nos neutrdfilos e
apds a ativacdo celular a 5-LOX transfere-se para a membrana nuclear e interage com uma
proteina reguladora associada a membrana, 5-LOX (FLAP). O principal produto, 5S-HETE,
que ¢ quimiotatico para neutréfilos, é convertido em uma familia de compostos conhecidos
como leucotrienos (LTB4). O LTB4 € um agente quimiotatico potente e ativador das respostas
funcionais dos neutréfilos, como a agregacgao e a aderéncia de leucocitos ao endotélio venular,
geracdo de radicais livres de oxigénio e liberacdo de enzimas lisossdmicas. Os leucotrienos
que contém cisteinil, C4, D4 ¢ E4 (LTC4, LTDs ¢ LTE4) causam vasoconstri¢do intensa,
broncoespasmo e aumento da permeabilidade vascular (RUBIN e FARBER, 2002;
WILLIAMS, LEMKE e FOYE, 2002).

FIGURA 05- Representagdo em fita da estrutura tridimensional de uma LOX PDB ID 4L2V,
adaptado de www.rcsb.org/pdb/home.

2.3.1.3. Fator de Ativacdo Plaquetaria (PAF) gerado a partir do

lisoglicerofosforilcolina

O PAF ¢ uma classe de mediadores vasoativos com a estrutura de um lisofosfolipidio
acetilado. E sintetizado por mastdcitos e baséfilos, sendo que sua liberagdo pode ser
estimulada pela imunoglobulina E (IgE). Pode ser sintetizado por plaquetas, neutrdfilos,
mondcitos e pelo endotélio (STEVENS e LOWE, 2002). E um potente vasodilatador, que

reduz a resisténcia vascular periférica e a pressdo arterial quando injetado por via intravenosa;
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promove também o aumento da permeabilidade vascular e o movimento para fora da
vasculatura. O PAF ¢ um potente estimulador de agregacdo plaquetaria “in vitro”, que ¢
acompanhada pela liberacdo de TXA; e do contetido granuloso das plaquetas, além de ser um
fator quimiotatico para os eosinéfilos, neutrdfilos e mondcitos.

O PAF extracelular exerce suas reagdes ao estimular um receptor de superficie
celular ligada a proteina G que foi detectado nas membranas plasmaticas de varios tipos

celulares (GOODMAN & GILMAN, 2003).
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FIGURA 06- Mediadores quimicos gerados a partir da Cascata do Acido Araquidonico, adaptado de
Cashman, 1996.

2.3.2. PLA2 e suas Isoformas

As fosfolipases sdo uma grande familia de enzimas ubiquas na natureza, que podem
diferir quanto aos seus tamanhos moleculares, localizagdo em compartimentos distintos, i.e.

suco gastrico de mamiferos, peconha de serpentes, abelhas e escorpides. As mesmas sio
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divididas em varias classes de acordo com sua seqiiéncia primaria de aminoéacidos, bem como
o arranjo e localizacdo de suas pontes dissulfeto (KINI, 1997).

A descoberta das PLA?2 foi feita a partir da observagdo de que o suco pancreatico de
animais e da pegonha de serpentes é capaz de hidrolisar a fosfatatidilcolina, bem como outros
tipos de fosfolipidios. A PLA2 tem uma ampla distribui¢do no reino animal com participacdo
em intimeros fendmenos fisiopatoldgicos e/ou fisioldgicos. Estas enzimas sdo amplamente
distribuidas na natureza, nos mamiferos, especialmente no homem onde podem ser
encontrados em diversos tipos de tecidos, tanto intracelularmente como extracelularmente
(DENNIS, 1997).

A PLA2 ¢ uma enzima que hidrolisa fosfolipidios presentes na membrana celular na
posi¢do sn-2 produzindo lisofosfolipidios ¢ AA (6), tendo um papel chave na producdo de
mediadores lipidicos inflamatérios (YEDGER et al., 2003). O aumento da atividade da PLA2
pode ser causado por agentes que produzem alteragdes nos fosfolipidios de membrana
resultando na exposi¢do preferencial de substratos lipidicos. Por exemplo, o stress oxidativo
pode levar ao rearranjo dos fosfolipidios de membrana como os 4cidos graxos esterificados na
posicdo sn-2 que sdo mais acessiveis para a PLA2. Ademais, excessos de toxicantes e/ou
oxidantes no dano celular pode resultar na liberacdo de fosfolipidios intactos da membrana

expondo eles mesmos a ligacao éster sn-2 (CHAKRABORTTI, 2003).
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FIGURA 07- Especificidade da acdo de PLA2 sobre a posicdo sn-2 de fosfolipidios de membrana,
adaptado de Nelson e Cox, 2005.

Sabe-se que as PLA2s de venenos apresentam uma ampla preferéncia por substratos

fosfolipidicos, as quais s@o determinadas pela topologia de superficie especifica da regido da
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proteina que interage com a superficie da membrana. Estudos cristalograficos, fluorimétricos
e de Ressonancia Magnética Nuclear propuseram uma superficie protéica de ligagdo
interfacial comum para as PLA2s. Esta superficie inclui o sitio ativo e nos grupos I/II ¢é
definida por uma fenda na superficie hidrofébica altamente conservada que liga a cadeia do
acido graxo do substrato fosfolipidico, juntamente com um anel de residuos carregados e
polares. Esta superficie ¢ denominada de sitio de reconhecimento interfacial, IRS ou i-face

(ARAGAO, 2005).

Sitio
Ativo

FIGURA 08- Representacdo em fita da estrutura tridimensional de uma PLA2 de Daboia russelli
pulchella PDB ID 1G6V, adaptado de www.rcsb.org/pdb/home.

As diversas isoformas de fosfolipases isoladas, ou obtidas através da comparagdo das
seqiiéncias génicas, sdo atualmente divididas em pelo menos dez grupos e varios subgrupos
dependendo do critério usado, englobando proteinas com tamanhos variando entre 13 ¢ 100
kDa e 5 a 8 pontes dissulfetos, que podem necessitar ou ndo de fons Ca' para sua atividade
catalitica. De modo geral, esta familia de enzimas apresenta seu sitio ativo conservado,
constituido pelos residuos de aminoacidos histidina 48 (His48) e aspartato 49 (Asp49), que,
em alguns casos, pode se encontrar complexado a um fon calcio (Ca’*") em uma subunidade
molecular denominada de alga de calcio, onde 0 mesmo atua como co-fator enzimatico

(BALSINDE et al., 2002).
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TABELA 02- Grupos e subgrupos da familia PLA2, adaptado de Chakraborti, 2003.

GRUPOS FONTES LOCALIZACAO TAMANHO
(kDA)
1 A |Cobras, Kraits Secretada 13-15
B [Pancreas de suinos/humanos Secretada
11 A [Serpentes, viboras, liquido sinovial Secretada 13-15
B |humano Secretada 13-15
C | Gaboon viper Secretada 13-15
Testiculos de ratos/camundongos, Secretada 16-18
abelhas, lagarto
1111 A|Rins de ratos, U937 humano Citosdlica 85
B [Cérebro humano Citosdlica 100
C |Coragdo /musculo esquelético humano Citosdlica 65
\%4 Pulmao/coragao dej Secretada 14
humanos/ratos/camundongos, P388D1
macrofagos
VI P388D1 macrdfagos, células CHO Intracelular 80-85
VII AJPlasma humano Secretada 45
B|Cérebro bovino 42
VIII Cérebro bovino Citosdlica 29
IX Caracol marinho Secretada 14
X Leucdcitos humanos Secretada 14

A superfamilia da PLA2 compreende um niimero de muitas diferentes proteinas que
pode ser dividida em até cinco principais tipos de enzimas: PLA2 secretada (sPLA2), PLA2
citosdlica (cPLA2), PLA2 célcio independente (iPLA2), a PAF acetilhidrolase e a PLA2
lisossomal. A fun¢do das enzimas de certos grupos € baseada no mecanismo catalitico i.e.
His/Asp, Ser/Asp ou Ser/His/Asp hidrolase, bem como em suas caracteristicas estruturais e
funcionais (SCHALOSKE e DENNIS, 2006).

Altos niveis de PLA2 tém papel importante em varios processos bioldgicos incluindo
a geracdo de mediadores pro-inflamatorios, como prostaglandinas e leucotrienos, via

liberagdo de AA (6), bem como na regula¢do de metabolismo dos lipidios (GLASER,1995).
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Sdo considerados, portanto, enzimas pré-inflamatdrias e sua inibi¢do seletiva no local

da inflamagao tem sido reconhecida como um alvo terapéutico desejavel (YEDGAR, 2006).
I. PLA2 Secretada (sPLA2)

As PLAZ2s secretadas sdo pequenas proteinas secretadas (14-18 kDa), usualmente
contendo de 5 a 8 pontes dissulfidicas. Este grupo de enzima utiliza a histidina como sitio
ativo e requer um niveis de calcio para a catalise (SINGER et al., 2002).

Existem, ao menos, 17 isoformas da PLA2 secretada em humanos com a maioria das
pesquisas focadas naqueles grupos conhecidos como IIA, V e X. Estudos demonstram que
varias isoformas de PLA2 secretada em humanos sdo expressas durante a resposta
inflamatoria de varios tecidos, como por exemplo, coragdo, figado, rim, macréfago, pulmio e
intestino (TRIGGIANI, 2005).

No ambiente celular as PLA2s secretadas podem atuar durante o processo de secre¢do,
em compartimentos secretorios ou no espago extracelular (VALENTIN et al., 2000). Estudos
realizados nas ultimas décadas identificaram mecanismos alternativos de acdo da sPLA2
ligada a sua capacidade para ativar células inflamatdrias e induzir a produ¢do de mediadores
pro-inflamatorios, além dos eicosanoides. Estes efeitos sdo na maioria correlacionados com a
atividade enzimatica da sPLA2 e ocorrem devido a interagdo da sPLA2 com receptores
especificos e/ou outras moléculas de superficie expressa nas células alvo. Outros estudos tém
demonstrado que a ativacdo intracelular da sSPLA2 sinaliza eventos nas células inflamatorias
levando a geragdo de segundos mensageiros (ex. aumento de Ca ™), fosforilagdo de quinases
(ex.. MAPKSs) e ativacdo de fatores de transcri¢do (ex.:fator nuclear Kappa B). Estas
propriedades adicionais da sPLA2 lanc¢a nova luz sobre os efeitos biologicos relevantes para a
inflamacdo e imunorregulacdo exercidos por estes mediadores extracelulares (TRIGGIANI,
2005).

Os residuos cataliticos das sPLA2s estdo localizados em uma das extremidades do
sitio ativo. A fenda hidrofobica de acesso ao sitio catalitico é formada pelos residuos Leu2,
Phe4, 1le9, Alal02, Alal03 e Phel06. O sitio catalitico é circundado pela i-face, a qual age
como um dominio ou sitio de ligacdo interfacial. Todas as estruturas ativas de sPLA2s contém
a mesma diade catalitica: His48-Asp49. As propriedades que diferenciam as diversas sPLA2s
sdo, geralmente, os residuos que formam a i-face e outros residuos da superficie protéica que
fazem parte de dominios de reconhecimento para outras funcdes (tais como miotoxicidade e

neurotoxicidade) (BERG et al., 2001).
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TABELA 03- Descrigdo das estruturas das isoformas da PLA2 secretada, adaptado de Schaloske e
Dennis, 2006.

MASSA MOLECULAR PONTES
(kDa) DISSULFIDICAS
A Cobras e Kraits 13-15 7
1B Pancreas humano/suino 13-15 7
1A Serpentes, liquido sinovial humano 13-15 7
1B Gaboon viper 13-15 6
11C Testiculos de rato / animal marinho 15 8
111D) Baco/pancreas de humano/ animal 14-15 7
marinho
11E Utero/coracdo/cérebro  de humano 14-15 7
animal marinho
[IF Embrido/testiculo de humano/ animal 16-17 6
marinho
111 Humanos/animal 15-18 8
marinho/lagarto/abelha 55 (humano/animal marinho)
\ Macréfago/pulmao/coragio de 14 6
humano e animal marinho
X [Veneno de caracol (conodipina-M) 14 6
X Leucocito/timo/bago de humano 14 8
XIA Broto de Arroz Verde (PLA2-I) 12.4 6
XIB Broto de Arroz Verde (PLA2-II) 12.9 6
XTI Humano/animal marinho 19 7
XTII Parvovirus <10 0
X1V Bactérias/fungos simbioticos 13-19 2

I1. PLA2 Citosdlica (cPLA2)

As cPLA2s s3o extensas proteinas com tamanhos varidveis (61-114kDa), sdo

encontradas na fragdo citosolica de praticamente todos os tipos de células estudadas e sdo

reguladas pelo célcio para a transloca¢do da enzima na membrana intracelular (SHIRAI et al.,

2005).
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A estrutura cristalografica da cPLA2 de humanos demonstra dois dominios distintos,
onde um aminoécido terminal dependente da ligagio de Ca®" ou C2 dominante e outro
dominio catalitico contendo sitios ativos de residuos de Ser228 e Ser549 (BALSINDE et al.,
1999).

A ativagdo da cPLA2 pode ser mediada por véarios sinais, como uma cascata de
fosforilagdo, elevagdo intracelular de [Ca2+] e, talvez, niveis de inositol 4,5 fosfatidilbifosfato
(MOSIOR et al., 1998). Na célula que nao expressa sPLA2, a maioria do AA (6) ¢ mobilizado
pela cPLA2 durante a ativag¢do celular. Contudo, naquelas células que contém sPLA2, o

volume de AA (6) parece ser mediado pela sPLA2 e ndo pela cPLA2 (KUWATA, 1998).

I11. PLA2 Calcio Independente (iPLA2)

As iPLA2s sio enzimas Ca”" independentes e utilizam a Ser como sitio catalitico. As
funcdes da iPLA2 incluem remodelagem do fosfolipidio, degradagdo do AA (6) resultando na
formagao de eicosanoides e expressdo protéica (TANG et al., 1997).

A 1PLA2 ndo apresenta participacdo ativa na liberacdo do AA (6), sendo mais
provavel, esta familia de enzimas interferir com o metabolismo do AA (6) via ciclo de
desacetilacdo/ reacetilagdo lipidica. Recentes estudos ressaltam a participacdo da iPLA2 na
formagdo de tubulos de membranas que aparecem em vdarias organelas intracelulares

(LIPPINCOTT et al., 2001).

IV. PAF ACETILHIDROLASE (PAF-AH)

A PAF-AH hidrolisa a ligagdo éster sn-2 do Fator de Agrega¢do Plaquetaria (PAF) e é
relacionada com fosfolipidios pro-inflamatorios e suas bioatividades. Existem pelo menos
quatro isoformas distintas da PAF-AH: Ia, Ib, II e a forma eritrocitica (TJOELKER e
STAFFORINI, 2000).

V. PLA2 Lisossomal
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Esta enzima foi descoberta inicialmente no cérebro de bovino. Uma sequéncia
purificada desta enzima demonstrou sequéncias idénticas a lisofosfolipase lecitina humana:
colesterol aciltransferase. Esta enzima possui residuos de His e Asp conservados sugerindo a

presenca de uma triade no sitio catalitico Ser/His/Asp (HIRAOKA, 2002).

2.3.3. Inibidores dos Mediadores Quimicos da Cascata do Acido Araquidénico

Os farmacos anti-inflamatodrios constituem a classe de medicamentos mais vendidos
em todo o mundo, mesmo apresentando varios efeitos colaterais, sobretudo no que se refere
ao trato gastrintestinal (SANTOS et al., 2007).

O processo inflamatdrio cronico pode ser tratado por diferentes intervencdes
terapéuticas, visto sua complexidade e a diversidade dos mediadores fisioldgicos envolvidos.
A forma cldssica compreende o emprego de inibidores da prostaglandina-endoperoxido
sintase (PGHS), enzima responsavel pela transforma¢do do AA (6), liberado pela PLA2, em
PGs flogisticas como os agentes AINEs classicos e, recentemente, pelo uso de agentes AINEs
seletivos para a isoforma COX-2, induzida da PGHS, representados pelo rofecoxib (1) e
celecoxib (7), introduzidos em 1999, no Brasil, pela MSD e Pfizer/Searle, respectivamente

(BARREIRO et al, 2002).
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2.3.3.1. Farmacos Anti-inflamatorios Esteroides — Corticoides

Os glicocorticoides (GC) pertencem a classe dos hormoénios esterdides, com um

nucleo basico derivado do colesterol—ciclopentano perhidrofenantreno. O representante
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natural é o cortisol ou hidrocortisona, um composto com 21 4tomos de carbono. Os GC
apresentam como caracteristica a possibilidade de atravessar a membrana lipoprotéica das
células, ligando-se a receptores citosolicos e exercendo sua agdo no interior do nucleo, onde
interagem com o DNA através de transcri¢des génicas, ou com outras proteinas implicadas no
processo de transcri¢do através de agdes ndo gendmica, especifica ou inespecifica (DAMIANI
etal., 2001).

O mecanismo classico de a¢do dos GC implica a ligacdo do esterodide a receptores
citosdlicos que, dimerizados, dirigem-se ao ntcleo celular e ligam-se a regides promotoras do
DNA onde, na maioria das vezes, induzem a transcri¢ao.

No mecanismo de agao tipo 1, os glicocorticoides ligam-se a um receptor localizado
no citoplasma das células-alvo, através de sua subunidade carboxiterminal. O receptor de
glicocorticdide (RG) inativado esta ligado a um complexo protéico (~330 kDa) que inclui
duas proteinas sensiveis ao calor de 90 kDa (hsp 90), uma imunofilina de 59 kDa e vérias
outras proteinas. Apos a ligacdo entre o0 RG e o glicocorticoide, ocorre a dissociagdo das
hsp90, expondo dois sinais de localizacdo nuclear, e permitindo ao complexo ativado mover-
se rapidamente ao nucleo e ligar-se ao DNA. Dentro do nucleo os receptores de
glicocorticdides formam um dimero que se liga a sitios de ligagdo do DNA denominados
“elementos de reposta de glicocorticdides” (GRE). A liga¢do do esteréide ao GRE costuma
levar, mais freqiientemente, a uma indug¢@o na transcricdo de varios genes, dentre eles, os que
codificam lipocortina, vasocortina, endonuclease, ribonucleases, endopeptidases,
somatostatina, fator inibidor de migragao, receptores para hormdnios e citocinas (IL-1, IL-2).

No entanto, pode ocorrer também uma inibi¢do da transcricdo génica. Ocorre que a
maioria das interleucinas e citocinas, que sdo induzidas no processo inflamatdrio e que sdo
bloqueadas pelos GC, ndo apresenta, nas regides promotoras de seus genes, os “elementos de
resposta aos glicocorticoides”, que sdo os locais onde o complexo GC-Receptor se liga
(DAMIANI et al., 2001).

Verificou-se que, ao lado da acdo genomica dos GC, pode haver agdo por interacdo
proteina/proteina, sem interagdo com o DNA. Neste mecanismo de acdo (tipo 2), ndo ha
ligacdo com os GREs. Os glicocorticdides ativam a proteina ativadora-1 (AP-1), um fator de
transcrigdo composto de dimeros da familia de proteinas Jun e Fos (poderia haver interagao
com outros fatores nucleares, como por exemplo, Kapa/B). Isto leva, mais freqlientemente, a
inibi¢do da transcricdo de varios genes envolvidos nas respostas inflamatoria e/ou imune
como citocinas, sintetase do 6xido nitrico, COXs, PLA2, elastase, colagenase, ativador de

plasminogénio. Quando os niveis dos glicocorticoides caem, ocorre uma dissocia¢do rapida
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destes com os receptores intranucleares, com parada da resposta transcricional. Como os
glicocorticdides sdo responsaveis pela sintese de macromoléculas, pode levar algumas horas a
dias para que os seus efeitos se facam presentes. Por outro lado, a duragdo das ag¢des dos
glicocorticdides pode prolongar-se até algum tempo apo6s a queda de seus niveis.

A ligagdo do GC com receptores de diferentes capacidades de interagdo quer com
proteinas, quer com o proprio DNA, responde pelas diferentes poténcias das varias
preparagdes esterdides (BAXTER, 1990; BAXTER, 1992).

Os corticosteroides, a exemplo, dexametasona (8) podem ser utilizados para suprimir a
destruicao tecidual que afetam diversas doengas inflamatorias, os quais promovem a sintese
de um inibidor da PLA2 e inibem a liberacdo do AA (6) nas células inflamatorias. O inibidor
regulador induzido pelos corticdides é conhecido atualmente como uma familia de proteinas,

referidas como lipocortinas (RUBIN e FARBER, 2002).
OH
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O uso terapéutico dos corticosterdides resulta em duas categorias de efeitos toxicos:
aquela decorrente da interrupcdo da terapia com esteroides e aquela resultante do uso continuo
de doses suprafisiologicas. A complicagdo mais grave da suspensdo de um GC ¢ a
insuficiéncia supra-renal aguda, resultante da interrupcdo demasiada rapida dos GCs apos
terapia prolongada (GOODMAN & GILMAN, 2003).

Nos ultimos 50 anos, os GC tém sido a droga com efeito anti-inflamatorio e
imunossupressor mais comumente utilizada para o tratamento de doencgas inflamatorias
agudas e cronicas. Seus excelentes efeitos terapéuticos como anti-inflamatdrio e
imunossupressor sdo, freqiientemente, acompanhados por graves e, algumas vezes,
irreversiveis efeitos colaterais, como diabetes mellitus, tlcera péptica, sindrome de Cushing
com supressdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal, osteoporose, atrofia cutinea, psicose,
glaucoma, entre outras, ficando o uso dos GC limitado por estes efeitos colaterais (CASTRO,

2005).
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2.3.3.2. Farmacos Anti-inflamatoérios Nao-Esteroidais (AINEs)

Os AINEs constituem um grupo heterogéneo de farmacos que possuem em comum
certas acdes terapéuticas, como atividade antipirética, analgésica e anti-inflamatodria, além de
caracteristicas estruturais comuns. Ademais os mesmos atuam na biossintese das PGs, agindo
diretamente na inibi¢do de enzimas das COXs, sem qualquer atuacdo na via LOXs
(WILLIAMS, LEMKE e FOYE, 2002).

Os diversos tipos de AINEs inibem de forma diferenciada as enzimas cicloxigenases
(COX-1 e COX-2) e sdo classificados como inibidores ndo seletivos e inibidores seletivos da
COX-2 (FITZGERALD, 2003).

Os AINEs s3o, em sua maioria, acidos organicos e, ao contrario do 4cido
acetilsalicilico (9), atuam como inibidores reversiveis da atividade da cicloxigenase. Como
acidos orgénicos, os compostos em geral s3o bem absorvidos por via oral, ligam-se altamente
as proteinas plasmaticas e s@o excretados por filtragdo glomerular ou secre¢do tubular
(GOODMAN & GILMAN, 2003).

Ao contrario do acido acetilsalicilico (9), cuja duragdo da agdo ¢ determinada pela
taxa de sintese de novas cicloxigenases, a duracdo de ac¢do de todos os outros AINEs que sdo
inibidores reversiveis das COXs, esta primariamente relacionada com a depuragdo
farmacocinética dos farmacos pelo organismo. Os AINEs podem ser, a grosso modo,
divididos em dois grupos: os com meias-vidas curtas (menor de 6 h) e os com meias-vidas
longas (maior del10 h). Como os AINEs sdo acidos organicos estes acumulam-se nos locais de
inflamacdo, o que representa um propriedade farmacocinética interessante para farmacos
usados como anti-inflamatérios (GOODMAN & GILMAN, 2003).

Como representantes do grupo destacam-se o 4cido acetilsalicilico (9) e varios
outros grupos de acidos orgénicos, que incluem os derivados do 4cido arilalcanodicos, i.e.,
indometacina (10) e ibuprofeno (11), naproxeno (12), além da familia dos oxicams, i.e.,

piroxicam (13), tenoxicam (14), entre outros (INSEL, 1996).
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Os AINEs constituem o grupo de medicamentos que sdo largamente usados para
combater a febre e a dor aguda ou crdonica. Representam as medicacdes mais vendidas em
todo o mundo e, em conjunto com os analgésicos e antitérmicos, correspondem a
aproximadamente 30% dos medicamentos utilizados (prescritos ou ndo por médicos)
(HILARIO et al., 2006).

A historia dos AINEs remete ao uso de extrato de casca de salgueiro no inicio da
histéria e avanga até a fronteira dos avancos tecnoldgicos € novas indicagdes para o uso de
aspirina® e outros anti-inflamatérios (JONES, 2001).

O 4cido acetilsalicilico (AAS) (9) € o protdtipo dos AINEs e pode ser considerado o
precursor dos demais agentes anti-inflamatdrios. Entretanto, cerca de 15% dos pacientes
mostram intolerancia a aspirina. Seu principal mecanismo de agdo ¢ a inibigao irreversivel da
atividade das isoenzimas cicloxigenases COX-1 e COX-2, por acetilagdo covalente de um
residuo de serina préximo ao sitio ativo das cicloxigenases, que propiciam a transformagio do
acido araquidonico em PGH2, que é o precursor imediato da PGD2, PGE2, PGF2a, PGI2 e
TXAZ2, ocorrendo bloqueio da produgio de tromboxane A2. E importante lembrarmos que as
plaquetas produzem a PGH2 que ¢ responsavel pela liberagdo do TXA2, um potente

agregante plaquetario e vasoconstrictor. Este tem suas agdes contrabalancadas pela liberagao
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da prostaciclina (PGI2) das células endoteliais vasculares, produzindo vasodilatacdo e
inibindo a agregacdo plaquetaria (OLIVEIRA, 2001).

As plaquetas s@o particularmente suscetiveis a inativacdo irreversivel e prolongada da
cicloxigenase mediada pelo AAS, visto que t€ém pouca ou nenhuma capacidade de biossintese
protéica e, assim, sdo incapazes de regenerar a enzima cicloxigenase. Em termos praticos, isso
significa que uma dose Unica de AAS ird inibir a cicloxigenase plaquetaria durante toda a vida
da plaqueta (8-11 dias); nos seres humanos ¢ suficiente uma dose didria de AAS de apenas 40
mg para produzir este efeito (GOODMAN & GILMAN, 2003).

Dos agentes antiagregantes, o AAS (9) é o mais empregado e conseqiientemente o
mais bem conhecido de sua classe. Uma metanalise de aproximadamente 50 estudos
demonstrou que esta droga ¢ capaz de reduzir em 15% a mortalidade por eventos vasculares
fatais e 30% dos nao fatais. Estudos randomizados demonstraram que baixas doses, como 75
mg, sdo efetivas para a redug@o do risco do Infarto Agudo do Miocérdio (IAM), ou morte em
pacientes com Sindrome Coronariana Aguda (SCA) e angina cronica. S3o também efetivas
em diminuir a mortalidade e a ocorréncia de Acidente Vascular Encefalico (AVE) em
pacientes com isquemia cerebral transitoria (OLIVEIRA, 2001).

O diclofenaco (15) ¢ um dos AINEs mais utilizados na terapéutica, aprovado em
cerca de 120 paises desde sua introdugdo ha 25 anos atras, e € o 30° farmaco no ranking dos
200 mais vendidos nos Estados Unidos da América (BANDARAGE et al., 2000). A despeito
da sua larga utilizag¢do, o diclofenaco ndo ¢ um farmaco seletivo COX-2, e seu uso cronico
esta relacionado com altera¢des na integridade e fungdo gastrointestinal (VELAZQUEZ et al.,

2005).

COOH
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A sintese da COX-2 esta aumentada nos processos inflamatérios, tanto nas

articulagdes, como no endotélio vascular e tecido renal. FaArmacos com ag¢do seletiva sobre a
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COX-2 inibem a sintese da protaglandina 12, que tem ag¢do vasodilatadora e impede a adesdo
de leucdcitos ao endotélio vascular (BRICKS e SILVA, 2005).

O paracetamol (5) é um AINE antipirético e analgésico, porém desprovido em
grande parte de atividade anti-inflamatoria. Esta ultima pode ser explicada pelo fato deste
inibir efetivamente as cicloxigenases no cérebro, mas ndo nos locais de inflamac¢do nos
tecidos periféricos. E também, parece inibir a enzima apenas num ambiente de baixo teor de
perdxido, o que pode explicar em parte sua baixa atividade anti-inflamatéria, visto que os
locais de inflamagdo, em geral, contém concentragdes elevadas de peroxidos produzidos pelos
leucotrienos (GOODMAN & GILMAN, 2003).

Paralelamente a descoberta da COX-2, foi desenvolvida a classe dos AINEs de 2°
geracdo, uma vez que estes apresentam maior indice de seletividade pela COX-2. Estudos
mais recentes levaram ao desenvolvimento de um grupo de farmacos anti-inflamatorios
seletivos. Estes fairmacos sdo amplamente utilizados em tratamentos de osteoartrites e artrite
reumatdide.

Entretanto, os AINEs de segunda gerag¢ao, inibidores da COX-2, que apresentam alto
indice de seletividade, de forma semelhante aos demais AINEs, podem promover alteragdes
da fungdo renal, resultando principalmente em edema periférico, hipertensdo, inibi¢do da
excregdo renal de dgua e sodio e hipercalemia. A hipercalemia pode ser resultante da redugdo
na liberagdo de renina mediada por prostaglandina, que por sua vez promove uma reducdo na
formagdo de aldosterona e decréscimo na excrecdo de potassio no tibulo distal (HINZ e

BRUNE, 2002).
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FIGURA 09- Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona, adaptado de GOODMAN & GILMAN,
2003.
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2.3.3.3. Inibidores da sPLA2

Os mediadores derivados do AA (6) estdo envolvidos em uma ampla variedade de
atividades fisioldgicas e sua produgdo excessiva estd envolvida na fisiopatologia de
numerosas doengas como é o caso das inflamag¢des, alergias, doengas do sistema nervoso
central, desenvolvimento de cancer e metastase, doengas cardiovasculares e uma variedade de
doencas do pulmao (YEDGER et al., 2003).

Dados os inconvenientes da inibigdo seletiva da producdo de eicosanoides, o controle
da producdo de AA (6) pela inibicdo da PLA2 no local da inflamacdo emerge como uma
estratégia inovadora e alternativa aos farmacos anti-inflamatdérios que ja se encontram no
mercado. A inibigdo da sSPLA2 pode resultar na supressdo de importantes classes de lipidios
pro-inflamatdrios. Ademais, o uso de inibidores da PLA2 tem sido considerado como uma
estratégia no tratamento de doengas inflamatérias e dano tecidual (SNYDER, 1995).

Muitos dos novos inibidores de PLA2 ndo foram potentes ou especificos para as
isoformas. Mais recentemente, varios novos inibidores de SPLA2 tém sido desenvolvidos. A
Tabela 04 lista varios inibidores de PLA2 incluindo as isoformas que eles inibem e o tipo de

inibicdo (CUMMINGS et al., 2000).

TABELA 04- Inibidores de isoformas da PLA2 geralmente usados, adaptado de Cummings et al.,
2000.

INIBIDOR 5 : : FRICAS TIPO DE INIBICAO

Manoalida : Irreversivel

Bromida p-Bromofenacil 2 Irreversivel

Acido propanosulfonico 3-3 : i Competitivo

Acetamida-1-benzil-2-2-etilindolil-5

oxi) (LY311727)

Trifluorometil araquidonil cetona R Reversivel

Araquidonilmetil fluorofosfanato P Reversivel
SRR Irreversivel

BEL 5 5 5 Irreversivel
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A PLA2, particularmente a do grupo IIA, tem demonstrado um papel importante na
fisiopatologia de varias doengas, como artrite, choque séptico, danos multiplos, peritonite
difusa e pancreatite aguda. Nestas patologias humanas, o aumento significativo da atividade
da PLA2 tem sido descrito correlacionado com a severidade da doenca. Além disso, a SPLA2
tem um papel principal na propagacdo e amplificacdo de outras desordens inflamatdrias

(BOUKLI et al., 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

No ambito de uma linha de pesquisa que visa o planejamento, a sintese e a avaliagdo
farmacoldgica de novos candidatos a prototipos de farmacos anti-inflamatdrios, foi descrito
neste trabalho o planejamento de novos candidatos a protétipos de farmacos (18-22)
originalmente desenhados a partir dos protdtipos nerolidilcatecol (16) e do

arilsulfonilpiperazina (17), por apresentarem perfil inibitorio da enzima sPLA2.

amn

PLA2 B. asper 1,0 mM PLA2 pancreatica bovina 1,4 uM
PLA2 plaqueta lisada de coelho 1,7 pM

; (22) R=-SO,CH; e W= C,H,NO

0 0 (19) R=H e W= C;H;NO,
< JJ\ cH, CH;  (20)R=He W- C,H,N
o N~ CH, W (1) R=He W= C,11,NO
| 1\‘1 = e

R

ESQUEMA 1

As séries propostas (18-22) foram desenhadas através do emprego de hibridacao
molecular, onde foram agregadas subunidades estruturais presentes no nerolidilcatecol (16),
bem como presentes no derivado arilsulfonilpiperazina (17). Vale salientar que varios

farmacos, i.e. celecoxibe (7), apresentam em sua estrutura a subunidade sulfonamida.
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3.2. Objetivos Especificos

L. Sintetizar os compostos objeto de estudo (18-22) através do emprego da
sintese organica medicinal.
II. Efetuar os ensaios farmacoldgicos dos compostos alvo frente ao método de
Habermann e Hardt.
1. Efetuar o estudo tedrico através do emprego de dindmica molecular sobre um
prototipo eventualmente identificado a fim de melhor compreender o processo dindmico

envolvido nas interacdes entre os compostos planejados e seu alvo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Parte Experimental

Os compostos sintetizados foram caracterizados através das metodologias
convencionais de Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e de Carbono
(RMN Q).

Os espectros de RMN '°C foram obtidos a 75 MHz ¢ o de RMN 'H a 300 MHz em
aparelho Varian Mercury plus (Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia-IQ-UnB), os
espectros de RMN 'H, de HMBC e HSQC foram obtidos no Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Goias em aparelho Bruker Avance a 500 MHz para 'H e a 125 MHz
para BC e as amostras foram dissolvidas em CDCl; tendo como referéncia interna
tetrametilsilano (TMS).

Os espectros na regido do infravermelho (I.V.) foram obtidos em um aparelho Perkin-
Elmer Spectrum Bx-II FT-IR System do Laboratério de Controle de Qualidade da
Universidade Federal de Goids, Faculdade de Farmacia, utilizando-se pastilhas de brometo de
potassio (KBr).

Para cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas placas de aluminio
Whatman F 254, 0,2 mm de espessura empregando-se como fase movel (CH,Cl,:MeOH) 95:5
e (n-hexano:AcOEt) 70:30.

A visualiza¢do dos compostos foi realizada através de CCD e detec¢do por lampada
ultravioleta (254 e 365 nm). O citral foi monitorado nas reagdes através do revelador em CCD
2,4-dinitrofenilhidrazina e as aminas aromaticas com p-dimetilaminobenzaldeido.

A acidificagdo e neutralizacdo, quando necessarias, foram efetuadas através do
emprego de solugdo de HCI 10% (v/v) e solugdo de NaHCO; 10% (p/v). A neutralizagdo foi
monitorada com papel pHmetro da marca Merck.  Para removermos o catalisador I,
empregamos solucdo de Na,S,03; 10% (p/v).

As fases orgéanicas foram secas com Na,SO4 anidro (sulfato de sodio) e o solvente
removido a pressao reduzida.

Para andlise dos resultados farmacoldgicos foi utilizado o programa de avaliacdo

estatistica ANNOVA.
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4.2. Metodologia Sintética
4.2.1. N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-aril) acetamida (MUKHOPADHYAY et al.,

2004)
9
< LA30 minta. 573 | | 12
+ Anidrido  Na,S,05/10 min/t.a. \ 5 7 11
Acético -~ o~ \6/ \N/ \CH3
O NH, 1 10 13
H
(23) (24) (18) LQFM o006 02

Em um béquer de 50 mL foram adicionados 500 mg de 3,4-metilenodioxianilina (3,64
mmol (23), 0,4 mL de anidrido acético (3,71 mmol) (24) e 0,026 mg de I,. A mistura
reacional foi mantida sob agitagdo durante 30 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente foram adicionados 20 mL de CH,Cl, e adicionado 20 mL de solugdo aquosa
de Na,S,0; (tiossulfato de soédio) 10% e a mistura resultante foi mantida sob agitagcdo por
mais 10 minutos. Ao término, a fase orgénica foi separada e seca com Na,SOy anidro, filtrada
e o solvente evaporado a pressdo reduzida, obtendo-se 400 mg de produto (18) (61,4%),
como um oleo preto, R.f.= 0,50; (CH,Cl,:MeOH) 95:5.

RMN- 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (8): 8= 7,72 (1H, s, N-H); 8= 7,17 (1H, d, J=2,0 Hz, H-6);
&= 6,77 (1H, dd, J=2,0 e 8,4 Hz, H-8); 6= 6,70 (1H, d, J= 8,4 Hz, H-9); 6= 5,92 (2H, s, H-2);
0=2,12 (3H, s, H-13).

RMN - *C (125 MHz) CDCl; / TMS (3): 8= 168,6 (C-11); &= 144,3 (C-5); &= 147,5 (C-4);
&= 132 (C-7); 6= 113,6 (C-8); 6= 108,2 (C-9); 6= 101,4 (C-2);

LV. max. (cm ™): 3350 (v N-H); 3150 (v CH); 2918 (v CH3); 1659 (v C=0).
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4.2.2. Procedimento Geral para a Reacdo de Aminac¢do Redutiva (LUO et al.,
2004)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 3 mL de metanol, 1,0
mmol de citral (25), 0,50 mmol de ZnCl; (cloreto de zinco) , permanecendo sob agitagdo por
cinco minutos. Na sequéncia foram adicionados (1,02 mmol) das anilinas (23, 26, 27),
permanecendo sob agitacdo por cinco minutos. Posteriormente, foram adicionados 0,50 mmol
de NaCNBHj; (cianoborohidreto de s6dio) e a mistura reacional permaneceu sob agitacdo por
20 minutos, a temperatura ambiente (ta). Ao término da reagdo, monitorada através de CCD,
foram adicionados 40 mL de solu¢do aquosa de HCI 10% e mantida sob agitacdo por cinco
minutos. Apds este periodo, o excesso de citral (25) foi removido através de extracdo com
aliquotas de n-hexano (5x10 mL). Posteriormente, a fase aquosa foi neutralizada com 20 mL
de solugdo aquosa de NaHCO; 10%, verificado através do emprego de papel pH-metro ~ 6,5,
e extraido com aliquotas de CH,Cl, (3x15 mL). A fase orgénica foi seca com Na,SOy, filtrada

e concentrada sob pressao reduzida.
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4.2.2.1. E-N-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil) benzo[d] [1,3]dioxol-5-amina (LUO et
al., 2004)

I e STN g e
+  citral - \__s 7 oo s 7
— = o - Z '
0 NH, MeOH/ta20min O 67 N7 17 ST N6 Sch,

10
H
10:
‘ LQFM 001

(23) (25) (19)

Foram obtidos 200 mg (71,8%) de E-N-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil) benzo[d]
[1,3]dioxol-5-amina (19), como um 6leo marrom escuro, R. £=0,92 (CH,Cl,:MeOH) 95:5.
RMN- 'H (300 MHz) CDCl; / TMS (8): 8= 6,66-6,06 (4H, m, H-9, H-6 ¢ H-8); &= 5,85 (2H,
s, H-2); 5= 5,32 (2H, m, H-11); 5= 5,08 (1H, m, H-12); 5= 3,63 (1H, s, N-H); 6= 2,11-2.032
(2H, m, H-14); 8= 1,74 (3H, s, H-19); 6= 1,69 (3H, s, H-20); 6= 1,61 (3H, s, H-18).

LV. max. (cm ): 3301 (v N-H); 3100 (v C-H); 2936 (v CH3); 1684 (v C=0); 1373 (v C-N).
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4.2.2.2. (E)-N-(6-dienil,3,7-dimetilocta-2)aminobenzeno (LUO et al., 2004)

NH,
5
X CH CH,
ZnCly NaCNBH; 47 X0 63 17
+  citral y 1| 8 ly PPN
MeOH/t.a./20 min \2/ SN \9/ ASTIENE! %1{3
7
H
Ta
(26) (25) (20) LOFM 014

Foram obtidos 180 mg (77,1%) de (E)-N-(6-dienil,3,7-dimetilocta-2)aminobenzeno
(20), como um 6leo marron claro, R. £=0,91; (n-hexano:AcOEt) 70:30.
RMN- 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (3): ): &= 5,36-5,32 (1H, m, H-9); 8= 5,13-5,07 (1H, m,
H-13); 6= 3,70 (1H, dd, J= 6,8 ¢ 0,7 Hz, H-8a); 6= 3,68 (1H, dd, J= 6,8 ¢ 1,14 Hz, H-8b); 6=
2,05-2,02 (2H, m, H-11); 6= 2,07-2,13 (2H, m, H-12); 6= 1,75 (1H, dd, J=1,2 ¢ 2,5 Hz, N-H);
6= 1,71 (3H, sl, CH3 ); 6= 1,69 (3H, d, J=1,2, CH3); 6= 1,61 (3H, d, J= 1,1 Hz, CH3).
LV. max. (cm ): 3558 (v N-H); 3100 (v C-H); 2906 (v CHs); 1375 (v C-N).
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4.2.2.3. (E)-4-(6-dienil,3,7-dimetilocta-2)(aminometil)fenol (LUO et al., 2004)

NH,
HO 6
7N X s %H3 (1:8H3
oy ZCl NaCNBH, | | | i3IS
+ citra - 11 )7
— 2 4 ENZ N ZEN
MeOH/t.a./20 min AN S \Igl/ D17 W
Iéla LOFM 015
OH
(27) (25) 21

Foram obtidos 150 mg (60%) de (E)-4-(6-dienil,3,7-dimetilocta-2)(aminometil)fenol
(21), como um dleo vermelho escuro, R.f.= 0,66; (n-hexano:AcOEt) 70:30.
RMN- 'H (500 MHz) CDCL; / TMS (8): 8= 6,74 (2H, d, J=8,2 Hz, H-3 e H-5); 8= 6,91 (2H,
d, J=8,2 Hz, H-2 e H-6); 6= 6,28 (1H, s, H-7); 6= 5,43-5,31 (1H, m, H-10); 6= 5,10-4,99 (1H,
m, N-H); 6= 3,93-3,88 (1H, m, H-14); 6= 3,77-3,73 (2H, m, H-9); 6= 2,12-1,97 (4H, m, H-12
e H-13); 6= 1,66 (3H, s, CHs); 6= 1, 57 (3H, s, CH3); 6= 1, 55 (3H, s, CH3).
L.V. max. (cm ): 3427-3300 (v N-H); 3200 (v O-H); 2900 (v CH3); 1327 (v C-N).
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4.2.3. Procedimento Geral para a Reac¢ido de Sulfonacio

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 5 mL de acetonitrila
(CH3CN), 1,0 mmol do derivado (21) 1,0 mmol de trietilamina (ET;N), 1,0 mmol de cloreto
de metanossulfonil (CH3SO,Cl) (28), permanecendo sob agitagdo por uma hora. Ao término
da reacdo, monitorada através de CCD, foram adicionados 45 mL de H,O e a mesma foi
extraida com aliquotas de CH,Cl, (3x15 mL). A fase organica foi seca com Na,;SQOy, filtrada e

concentrada sob pressado reduzida.
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4.2.3.1.(E)-(N)-(6-dienil,3,7-dimetilocta-2)-N-(4-idroxifenil)metanosulfanoamida

HO 6
HO CH, CH, ﬁ E6N 7 \T ‘/ x T (2‘3]]-[3 (2:21{3
—— 15 17
/\/k/\/\ T He—s—cl CH;CN BN /11\12413\14/ N
I‘V CH; g 3 3 N 53
H O=58=—0 LOFM 016
1) (28) e (22)

Foram obtidos 50 mg (50%) de (E)-(N)-(6-dienil,3,7-dimetilocta-2)-N-(4-
hidroxifenil)metanosulfanoamida (22), como um o6leo marrom escuro, R.f= 0,80; (n-
hexano:AcOEt) 70:30.

RMN- 'H (500 MHz) CDCL; / TMS (3-ppm): 8= 7,16-7,12 (2H, dd, J=8,4 Hz, H-3 ¢ H-5); 6=
6,85-6,80 (2H, dd, J=8,8 Hz, H-2 ¢ H-6); 6= 5,23-5,10 (H, m, H-12); 6= 4,17-4,16 (1H, d, N-
H); o= 3,64-3,61 (1H, m, H-16); 6= 2,92-2,91 (2H, d, J=3,0 Hz, H-11); 6= 2,00-1,92 (4H, m,
H-14 e H15); 6= 1,68-1,50 (9H, m, H-21, H-22 e H-18).

L.V. méax. (cm ): 3322 (v N-H); 3200 (v C-H); 2877 (v CHs); 1307 (v C-N).
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4.3. Metodologia de Modelagem Molecular

A parte relativa a modelagem molecular foi desenvolvida na Faculdade de Farmécia
(FF) e Instituto de Fisica (IF) da Universidade Federal de Goias sob forma de colaboracio
com o Dr. José Ricardo Sabino.

De maneira geral, os compostos estudados foram desenhados no programa PC Spartan
Pro e submetidos a otimiza¢do geométrica através do emprego de Mecanica Quantica em
nivel semi-empirico AMI1. Apds a otimizagdo geométrica os compostos foram submetidos a
analise conformacional sistematica e as conformacdes de menor energia foram empregadas
nos calculos de “Single-point”.

O estudo da dinamica teve inicio com a eleicdo da enzima PLA2, cujos dados se
encontram disponiveis no “Protein Data Bank” (PDB). A partir destes dados, foram
analisados seus arquivos de topologia e desenvolvido o primeiro “script” (em anexo) para
realizacdo das simulagdes. Paralelamente as simulagdes sobre a enzima PLA2, o composto
objeto de estudo deste trabalho i.e. (19), ocorreu a parametrizacdo para que se possa, na
seqiéncia, dar continuidade aos estudos de dindmica entre a enzima e o inibidor. A
parametrizacdo em questdo estd sendo realizada através do emprego do programa Gaussian 03
(FRISCH e POPLE, 2005).

Para o estudo das interagdes entre ligantes e enzimas através de dinamica molecular,
foi empregado o programa “Nanoscale Molecular Dynamics” (NAMD) (PHILLIPS, 2005),

que ¢ de dominio publico.

4.4. Metodologias Farmacologicas

4.4.1. Inibicio da Atividade da PLA2

O planejamento estrutural foi validado frente ao ensaio farmacoldgico baseado no
método de inibicdo da atividade da PLA2, originalmente descrito por Habermann e Hardt
(1972) e modificado para a quantifica¢do da acdo da fosfolipase A2 da pegonha de serpentes e
avaliacdo de substancias inibidoras (GUTIERRREZ et al., 1988; FORTES-DIAS et al., 1999).
A inibi¢do da atividade da PLA2 foi avaliada através da formagdo de halo em substrato

lipidico (fonte de 4cidos graxos).
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Como fonte da enzima PLA2 foi utilizada pegonha de Bothrops moojim (espécie de
jararaca) obtida do Laboratério de Toxicologia, Controle de Estudos e Pesquisas Biologicas
da Universidade Catdlica de Goias (UCG) sob a coordenacdo da Prof. MSC Marta Regina
Magalhaes.

Uma solugdo de agarose (0,6%) em tampao Tris 0,05 M (pH 7,5) foi preparada e em
seguida foi adicionado a essa solugdo 0,96% de suspensio de albumina de ovo, como fonte de
substrato (1:3 em salina) e 0,96% de solucao 0,01 M de CaCl,, transferindo-se para placas de
Petri. Apos solidificagcdo do gel, foram perfuradas cavidades com dois milimetros de
diametro. Em seguida foi inoculado a solug¢do da pegonha de serpente (125 ug/mL), utilizada
como controle padrdo, juntamente com igual volume de LQFM 001, LQFM 006, LQFM 014,
LQFM 015 e LQFM 016 em veiculo DMSO 3% (6,66 mmol/mL) e como controle positivo
foi utilizada quercetina em veiculo DMSO 3% (6,66 mmol/mL) para o ensaio das moléculas
LQFM 001, LQFM 006, LQFM 014, LQFM 015 e LQFM 016; apods sessenta minutos 10 pL
de cada mistura foram adicionados as cavidades. Apds inoculagdo, as placas foram incubadas
a 50°C por vinte horas, sendo entdo, realizada a medida dos halos, por meio de paquimetro,
formados pela atividade da PLA2. Os resultados foram expressos em valores percentuais
relativos ao grupo controle padrio.

Foi realizado também ensaio com o composto 4-nerolidilcatecol (16), obtido no
Laboratorio de Biofarmécia e Farmacocinética (BIOPK) da Faculdade de Farmdacia da
Universidade Federal de Goids (FF — UFGO), nas concentragdes de 11,93, 6,36, 3,18 ¢ 1,59

mmol/mL.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese Organica Medicinal

O inicio da etapa de sintese organica medicinal se deu com a reacdo de acetilacdo do

3,4-metilenodioxianilina (23), sendo efetuada através do emprego de anidrido acético (24) e

iodo molecular como catalisador (MUKHOPADHYAY, 2004), levando a obteng¢do do
produto desejado (18) denominado de LQFM 006 em 61,4% de rendimento.
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I,/30 min/t.a.
(0] 0 2
<O:©\ + )J\ )k Na,S,05/10 min/t.a. <O:©\ i
© NH, © 0 I\II CHj,
H
(23) (24)
LQFM 006
ESQUEMA 2

O mecanismo para a reagdo de acetilacdo pode ser dividido na etapa de ativagdo do
anidrido acético (24) (Esquema 3), seguido das etapas de adi¢do e eliminag¢do (Esquema 4).
Na etapa de ativagdo do anidrido acético, o iodo molecular se complexa com o anidrido

acético (24) através de interagdes dipolo-dipolo, levando a formacao da espécie (29).

O 0]
0

—

5+ oO— e
+
( I— 1 I+ 1
(24) (29)
ESQUEMA 3

Como ilustrado no Esquema 3, o catalisador iodo ao se complexar com o anidrido
acético (24), o mesmo auxilia na etapa de elimina¢do do processo, uma vez que ao deixar o

atomo de oxigénio positivo, o torna um melhor grupo abandonador (SARMA, 1997).



46

B %
v o S g
.o @ —_— /\ ,_’I 5]
Rl/\ NH, (|) R N Q
(30) 29) E (31)
+
6+ Oe (0]
o % o o} H
H :
© ® © - H | s¢ /\€B| /\\09)1\
R/“’T%Jk . )J\OI . Rl/\ellv% ™o D
(34) 1 (33) (32)
|
0 o)
Rl/\T)J\ + )kOH + |
H (18)
ESQUEMA 4

Devido a semelhanca estrutural existente entre N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-aril)
acetamida (18) e o farmaco paracetamol (5), que também inibe a enzima sPLA2 (HORTON e
WOOD, 1989; HAMRICK e HARRIS, 1993), o mesmo foi sintetizado. No Esquema 5, ¢
possivel observar semelhangas entre o anel 4-hidroxifenil com o anel 1,3-benzodioxola, i.e.
seis elétrons 7w, além de subunidades aceptoras de ligagdo de hidrogénio, na posi¢do para
acetamida, que se encontram a distancia de 5.52 A (18) e 5.58 A (5) do 4tomo de nitrogénio
amidico, respectivamente.

A fim de se anlisar as similaridades estruturais tridimensionalmente, j& mencionadas a
partir da andlise bidimensional, as moléculas (18) e (5) foram submetidas a andlise
conformacional, em nivel semi-empirico, empregando a base Austim Model (AM1). Ao final
da analise conformacional, as conformacdes de menor energia ao calculo de ‘“single point

energy” (energia de um Unico ponto), de onde foram obtidas as informacdes de energia, area
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(A* volume (A’) e momento dipolo, além da medida das distancias envolvida entre as

subunidades aceptoras de liga¢do de hidrogénio e atomo de nitrogénico amidico (Figura 10).

FIGURA 10- Analise conformacional e céalculo de “single point” da LQFM 006 (18) e paracetamol
(5), através do emprego do programa SPARTAN PRO.

Como pode ser observado na Tabela 05, as conformagdes de menor energia para os
derivados (18) e (5), sdo E= 58,411 kcal/mol e E= 59,102 kcal/mol, respectivamente.
Provavelmente as conformacgdes observadas se devem a um provéavel efeito hiperconjugativo,
como esté ilustrado no Esquema 5. Neste sentido, o par de elétrons ndo ligantes do atomo de
nitrogénio amidico do orbital ligante (N-sp3) transfere densidade de elétrons para ambos

orbitais antiligantes do anel aromatico (n* C=C) e subunidade carbonila (n* C=0).
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7* C=0

ESQUEMA 5

TABELA 05- Calculo de “single point” da LQFM 006 (18) e paracetamol (5), através do emprego do
método semi-empirico AM1, programa SPARTAN PRO.

Parametros N-(benzo|[d][1,3]dioxol-5- Paracetamol

aril) acetamida

Energia 58,411 kcal/mol 59,102 kcal/mol
Dipolo 3,34 2,61

Area 195,14 A* 196,24 A*
Volume 176,93 A’ 176,94 A’

Através da analise retrossintética, ilustrada no Esquema 6, observa-se que o derivado
(35) pode ser obtido a partir da desconex@o da ligagdo N-S do derivado (36). Por sua vez, os
derivados (36) podem ser obtidos a partir das desconexdes das ligagdes C-N, obtidos a partir

dos materiais de partida anilinicos (37) e citral (25).
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ESQUEMA 6
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Dando sequéncia ao trabalho sintético, os derivados (19-21) foram obtidos a partir da

reacdo de aminacdo redutiva, através do emprego de citral (25), cloreto de zinco e

cianoborohidreto de sddio como agente redutor, em metanol, a temperatura ambiente, levando

a obtencdo dos compostos (19) 71,8%, (20) 77,1% e (21) 60,0% (Esquema 7) (LUO et al.,

2004).



NH,
ZnCl, NaCNBH;
+ citral  \eOH/ta./20 min
w (25)
(23) W= 1,3-benzodioxole
(26) W= hidrogénio
(27) W= para- hidroxi

(19) R=H e W= C,H,NO; ; 71,8%
(20) R=H e W= C,H.N ;77,1%
(21) R=H e W= C,H,NO ; 60,0%

ESQUEMA 7
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Como se observa no Esquema 8, a reacdo de amina¢do redutiva envolve a formagao

do intermedidrio iminium (44), via etapa de adicdo (40) e eliminagdo (43), que, in situ, ¢

reduzido (45) com cianoborohidreto de sddio. Nas condi¢des experimentais empregadas,

pode-se considerar que a etapa determinante da velocidade da reacdo ¢ a etapa de adig¢do a

carbonila (38) (SILVA, 2007).

_ _ %
(]
o+ =o o
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Rl/\ﬁ/ 2, H_]|3 - - NC I—|I /*\ _R,
}|I Nat Nen Rl/\ N§+ Ri b T
R,
(44) (45) (46)

ESQUEMA 8
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Estudos com o 4-nerolidilcatecol (16), isolado de extratos de Piper umbellatum L. e
Piper Pellatum L. (nome popular: capeba), demonstraram efeito inibitorio para a PLA2; este
efeito pode ocorrer por duas vias: a) via inibi¢ao do sitio ativo ou suas proximidades ou b) via
modificacdo de residuos que sdo criticos para o mecanismo catalitico da enzima. A inibi¢do
da PLA2 pelo 4-nerolidilcatecol sugere que este pode ser usado como estrutura inicial para o
desenvolvimento de novos inibidores da PLA2 (NUNEZ et al., 2005).

A fim de se analisar as similaridades estruturais tridimensionalmente os compostos
da série das anilinas (19-21) obtidas através de reagdo de aminagdo redutiva foram submetidas
a analise conformacional, em nivel semi-empirico, empregando a base Austim Model (AM1).

Ao final da anélise conformacional, a conformag¢do de menor energia foi submetida ao
calculo de “single point energy”, de onde foram obtidas informacgdes de energia das
conformagdes, area (A?) volume (A*) e momento dipolo, além da medida das distancias
envolvida entre as subunidades aceptoras de ligacdo de carbono para e dtomo de carbono
vinilico para as moléculas LQFM 001 (12,30 A), LQFM 014 (12,33 A) e LQFM 015 (12,30
A) em relagdo as subunidades aceptoras de ligacdo de carbono para e atomo de carbono

vinilico para o nerolidilcatecol (16) (12,00 A) (Figura 11 - 13).

47 12004

FIGURA 11- Analise conformacional e calculo de “single point” da LQFM 001 (19) e 4-
nerolidilcatecol (16), através do emprego do programa SPARTAN PRO.
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TABELA 06- Calculo de “single point” da LQFM 001 (19) e 4-nerolidilcatecol (16), através do
emprego do método semi-empirico AMI, programa SPARTAN PRO.

Parametros N-(benzo|[d][1,3]dioxol-5- 4-nerolidilcatecol

aril) acetamida

Energia 36,64 kcal/mol 60,43 kcal/mol

Dipolo 2,36 2,05
Area 367,23 A* 408,22 A*

Volume 34327 A° 390,09 A’

FIGURA 12- Andlise conformacional e calculo de “single point” da LQFM 014 (20) ¢ 4-
nerolidilcatecol (16), através do emprego do programa SPARTAN PRO.

TABELA 07- Calculo de “single point” da LQFM 014 (20) e 4-nerolidilcatecol (16), através do
emprego do método semi-empirico AMI, programa SPARTAN PRO.

Parametros N-(benzo|[d][1,3]dioxol-5- 4-nerolidilcatecol

aril) acetamida

Energia 21,74 kcal/mol 60,43 kcal/mol

Dipolo 1,76 2,05
Area 338,50 A* 408,22 A*

Volume 312,67 A’ 390,09 A’
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FIGURA 13- Andlise conformacional e calculo de “single point” da LQFM 015 (21) e 4-
nerolidilcatecol (16), através do emprego do programa SPARTAN PRO.

TABELA 08- Calculo de “single point” da LQFM 015 (21) e 4-nerolidilcatecol (16), através do
emprego do método semi-empirico AMI, programa SPARTAN PRO.

Parametros N-(benzo|d][1,3]dioxol-5- 4-nerolidilcatecol

aril) acetamida

Energia 21,72 kcal/mol 60,43 kcal/mol

Dipolo 2,57 2,05
Area 350,09 A* 408,22 A*

Volume 323,48 A’ 390,09 A’

Por sua vez, o derivado metilsulfonamida (22) foi obtido através da reagdo de (21)
com cloreto de metanosulfonila (28), trietilamina, em meio de acetonitrila, a temperatura

ambiente, logrando em 50% de rendimento.

HO CH, CH, 0 HO CH, cH,
M * H3C—Q—CI — /\/L/\%
N = / CHjy I CH}CN, N CH;

\ ta., 1 h, 0—S=—0
50,0%

ESQUEMA 9
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Sobre esta etapa sintética, pode-se cogitar duas hipdteses mecanisticas, onde a
trietilamina pode participar no inicio do processo e no final da reacdo. Na primeira hipotese, a
trietilamina pode abstrair o 4tomo de hidrogénio metilico do cloreto de metanosulfonila (28),
dando origem a um carbanion (47), que pode ser estabilizado através de estruturas candnicas
de ressonédncia. Na etapa subsequente, a amina ataca o atomo de enxofre do intermedidrio
(48), levando a formac¢do do intermediario (49), onde o atomo de nitrogénio se encontra
protonado. Por fim, ocorre uma transferéncia de proton, que pode ser inter ou intramolecular,

tornando o atomo de nitrogénio neutro novamente (51) (CLAYDEN et al., 2001).

_ = :
+Cl
0, 0,
\/0 N
o 8-
qoH
(28) NE (48)

AV \V N1
|\N/\p _— | //\ - . |i\‘r71/\k
Sl Y e SO

ESQUEMA 10

A segunda hipdtese se da através de um mecanismo de substituicdo nucleofilica
bimolecular (Snx2). Neste caso, a amina (52) ataca o atomo de enxofre do cloreto de
metanosulfonila (28), ao mesmo tempo em que o atomo de cloro € deslocado pela face oposta,
através de um processo concertado. Na proxima etapa, a trietilamina abstrai o adtomo de

hidrogénio do nitrogénio protonado, levando ao produto final (55) (CLAYDEN et al., 2001).
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O derivado metilsulfonamida (22) também foi submetido a analise conformacional,
em nivel semi-empirico, empregando a base Austim Model (AMI1) e, posteriormente, a
conformacdo de menor energia ao célculo de “single point energy”, de onde foram obtidas
informagdes de energia das conformagdes, area (A%), volume (A*) e momento dipolo, além da
medida da distidncia envolvida entre as subunidades aceptoras de liga¢do de carbono para e

4tomo de carbono vinilico para a molécula LQFM 016 (11,00 A) (Figura 14).
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FIGURA 14- Analise conformacional e calculo de “single point” da LQFM 016 (22) e 4-

nerolidilcatecol (16), através do emprego do programa SPARTAN PRO.

TABELA 09- Calculo de “single point” da LQFM 016 (22) e 4-nerolidilcatecol (16), através do
emprego do método semi-empirico AMI, programa SPARTAN PRO.

Parametros N-(benzo|[d][1,3]dioxol-5- 4-nerolidilcatecol

aril) acetamida

Energia 81,38 kcal/mol 60,43 kcal/mol

Dipolo 3,28 2,05
Area 400,53 A* 408,22 A*

Volume 383,13 A° 390,09 A’

5.1.1. Caracterizacao Estrutural

Todas os compostos objeto de estudo deste trabalho (18-22), foram caracterizados

através do emprego de infravermelho, ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN

'H) e ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN °C).
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5.1.1.1. N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-aril) acetamida (18), LQFM 006

Através da andlise do espectro de infravermelho, foram observadas frequéncias de
estiramento assimétricas em 3350 cm’, relativas a4 subunidade (v N-H), bem como
frequéncias de estiramento em 1659 cm™, relativas a subunidade (v C=0). Apesar do espectro
de infravermelho apresentar outras frequéncias, as duas mencionadas acima sdo as mais
caracteristicas, face a estrutura proposta.

Em relacdo a andlise dos espectros de RMN 'H, pode-se destacar que as posi¢des dos
trés atomos de hidrogénios aromaticos foram atribuidas através dos seus padrdes de
acoplamento (FIGURA 16). Neste sentido, observou-se que o atomo de hidrogénio na posi¢ao
6 se encontra acoplado com o atomo de hidrogénio na posi¢do 8, que se encontra em relacio
meta ao mesmo, apresentando constante de acoplamento J=2.0 Hz, em =7.17. Por sua vez, o
atomo de hidrogénio na posicdo 8 acopla tanto com o atomo de hidrogénio na posicdo 6,
quanto com o atomo de hidrogénio na posi¢do 9, que se encontra em relagdo orto ao mesmo.
Devido a este padrdo de acoplamento, o atomo de hidrogénio na posi¢do 8 se apresenta no
espectro como um duplo dubleto com constantes de acoplamento de J= 2.0 ¢ 8.4 Hz, em
0=6.77. Por fim, o hidrogénio na posi¢do 9 se encontra acoplado com o atomo de hidrogénio
na posicao 8, se apresentando como um dubleto com constante de acoplamento J=8.4 Hz, em
0=6.70. Os demais atomos de hidrogénios N-H, ponte benzodioxola e metila da molécula

aparecem no espectro como singletos, nos deslocamentos quimicos de 7.72, 5.92 e 2.12 ppm.

—
— T

T T T T T T T
7.20 7.15 710 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 ppm

c|

FIGURA 15- Espectro de RMN 'H expandido na regio de hidrogénios aromaticos do composto (18).
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A atribui¢do dos dtomos de carbono foi efetuada através da andlise dos espectros de
correlacdes bidimensionais, HSQC, onde observou-se acoplamentos '] ¢ HMBC, e
acoplamentos *°J (SILVERSTEIN, 2000). A atribui¢io dos atomos de carbono quaternarios
4,5 e 7 do anel aromadtico, se deu apos a andlise do espectro de HSQC. Uma vez identificados
os atomos de carbono 2, 6 ¢ 9, foram observadas as correlagdes entre o atomo de carbono 6,
com os atomos de carbono 4 e 7, bem como do atomo de carbono 9 com o atomo de carbono

5, além do atomo de carbono 2 com os atomos de carbono 4 € 5.
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FIGURA 16- Espectro de HMBC expandido na regido aromatica do composto (18)

5.1.1.2. Derivados (E)-N-(6-dienil,3,7-dimetilocta-2)aminobenzeno (19-21)

Através da andlise do espectro de infravermelho do derivado (19), foram observadas
frequéncias de estiramento assimétricas em 3558 cm’', relativas & subunidade (v N-H),
frequéncias de estiramento em 3100 cm™, relativas a subunidade metila (v C-H), bem como
frequéncias de estiramento em 1600 cm” (v C=C). Apesar do espectro de infravermelho
apresentar outras frequéncias, as duas mencionadas acima s3o as mais caracteristicas, face a

estrutura proposta.
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Ainda em relagdo ao espectro de infravermelho dos derivados da série das anilinas ha
a presenca de frequéncias comuns, sendo estas frequéncias de estiramento (v C-H) em 3100
cm™ (19 e 21), frequéncias (v CHs) em 2936 cm™ (19), 2906 cm™ (20), 2900 cm™ (21).

Em relagio & analise dos espectros de RMN 'H do derivado (20), pode-se observar
que o espectro apresenta quatro regides relativas a atomos de hidrogénios aromaticos entre
0=7.19-6.60, atomos de hidrogénios vinilicos entre 8=5.37-5.07, atomos de hidrogénios
alifaticos a-monossubstituidos entre 6=3.66-3.69 e atomos de hidrogénios alifaticos entre
8=2.12-1.60.

Na regido dos atomos de hidrogénios aromaticos sdo observados 3 multipletos, dois
deles com valor de integragdo relativos a dois d&tomos de hidrogénio cada e um deles relativo a
um atomo de hidrogénio. Devido ao efeito de ressonancia, onde o par de elétrons do 4tomo de
nitrogénio pode entrar em ressonidncia com o anel aromatico, as posi¢cdes para e orto
concentram maior densidade de elétrons, quando comparadas a posicdo meta. Logo, os
hidrogénios da posi¢cdo meta se encontram mais desblindados, em relagdo aos hidrogénios
para e orto, apresentando deslocamentos quimicos em 6=7.19-7.16, 6=6.71-6.68 ¢ =6.62-

6.60, respectivamente.

3 2 %% -

5
3 ©§ Hs Hs
N = Z CH; |
2 H |

L I L o N B L B L B L L e e
T.22 T2 T.20 TAS T8 TAT TaG 7.5 TA4  ppm

FIGURA 17- Espectro de RMN 'H expandido na regido aromatica do composto (20).

Na regido do espectro onde os atomos de hidrogénios vinilicos aparecem na posi¢ado

9 e na posicdo 13, para os quais ndo foi possivel se estabelecer o padrdo de multiplicidade,
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devido a resolugdo dos sinais no espectro estes estdo representados como dois multipletos, em
0=5.37-5.31 e 6=5.13-5.07. A partir dos espectros de correlagcdes bidimensionais e de dados
disponiveis no “Spectral Database System” (SDBS), foi possivel se estabelecer que o atomo
de hidrogénio mais desblindado é o da posi¢do 9, enquanto o 4&tomo de hidrogénio na posicao

13 é o mais blindado.
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FIGURA 18- Espectro de RMN 'H expandido na regido de hidrogénios vinilicos do composto (20).

Na regido do espectro dos hidrogénios alifaticos a-monossubstituidos, € observado o
acoplamento do atomo de hidrogénio na posi¢do 8 com os atomos de hidrogénio nas posi¢des
7,9 e 16. Devido a este padrdo de acoplamento, a multiplicidade do sinal é um triplo dubleto.

Face aos valores de constante de acoplamento tabelados (SILVERSTEIN, 2000), o
acoplamento do atomo de hidrogénio com o hidrogénio na posi¢do 9, ocorre com valor de
J=12.6 Hz. O acoplamento com valor intermediario J=6.7 Hz, ¢ relativo ao acoplamento entre
o atomo de hidrogénio na posi¢do 8 com o hidrogénio na posi¢do 7. Devido ao maior
afastamento, o menor valor de acoplamento J=0.8 Hz ¢ relativo ao acoplamento do atomo de

hidrogénio na posi¢do 8 com o hidrogénio posi¢ao 16.
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FIGURA 19- Regido dos hidrogénios alifaticos do composto (20).
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Na regido do espectro dos hidrogénios alifaticos restantes 11, 12, 15, 16 e 17,
observamos um multipleto relativo aos d&tomos de hidrogénios CH; na posi¢do 11 e na posi¢do
12 entre 6=2.12-2.02, devido ao padrdo complexo de acoplamento, nio foi possivel extrair os
valores de constantes de acoplamento. Os &atomos de hidrogénio metilicos apresentam
deslocamentos na posi¢do 16 em 6=1.70, na posicdo 17 em 6=1.68 e na posicdo 15 em
0=1.60, e suas atribui¢des foram possiveis por meio de auxilio de dados disponiveis no SDBS
e espectro de HMBC.

O espectro de correlagdo HSQC para o composto (20) ndo apresentou qualidade
satisfatoria que permitisse sua analise, logo o mesmo sera refeito. Ja o espectro de correlagdo
HMBC apresentou boa qualidade, sendo empregado na atribui¢do dos sinais com auxilio de
dados do SBDS para a molécula do geraniol.

Através da andlise do espectro de hidrogénio da molécula LQFM 001, observou-se
na regido de hidrogénios aromaticos ha presenga de trés multipletos com deslocamentos em
0=6.66, 0=6.25 e 6=6.006, todos com valores de integracdo relativos a um atomo de hidrogénio
cada um. Por sua vez, os hidrogénios da ponte metilenodioxola na posi¢do 2 aparecem com
deslocamentos em 6=5.85, com valor de integragdo de dois hidrogénios. Os atomos de
hidrogénios vinilicos nas posi¢des 12 e 16 apresentam valores de deslocamento em 6=5.32 ¢
0=5.08, como dois multipletos. Os atomos de hidrogénios alifaticos a-monossubstituidos na
posicao 11 se encontram em 0=3.63, como um multipleto. Os atomos de hidrogénios
alifaticos CH, se encontram em 6=2.11-2.03, enquanto as trés metilas nas posigdes 18, 19 e
20 se encontram com valores de deslocamentos em 6=1.74, 6=1.69 e 6=1.61, respectivamente.

O espectro obtido para o composto (21) evidenciou a presenca de diastereoisomeros
E/Z nas posigdes 2 e 6, em uma propor¢io de 2.54:1.00', respectivamente, quando comparado
aos valores de deslocamento da molécula (20). Devido a duplicagdo da molécula no espectro,
face aos dois diastereoisdmeros, a atribui¢do dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos
mesmos se torna mais laboriosa. Neste sentido, na regido de hidrogénios aromaticos se
encontram presentes dois duplos dubletos de ambos os diastereoisomeros, um em 6=6.97-
6.90, relativos aos hidrogénios orto hidroxila e o outro em 6=6.88-6.72 na posi¢cdo orto
aminas, ambos com J=8.4 Hz. Os hidrogénios vinilicos também se encontram duplicados sob
forma de multipletos, onde o hidrogénio na posi¢do 10 aparece entre 6=5.43-5.31, enquanto o
hidrogénio na posi¢do 14 aparece entre 6=5.10-4.99. Os atomos de hidrogénios alifaticos a-

monossubstituidos se encontram sob forma de dois multipletos em 6=3.93-3.88 ¢ 6=3.77-3.73.

! Atribuido a partir do 4tomo de H na posi¢io 8.



62

Os atomos de hidrogénios alifaticos CH, se encontram em 06=2.12-1.97, enquanto as trés

metilas nas posi¢des 16, 17 e 18 se encontram em 6=1.70-1.54.

5.1.1.3.(E)-(N)-(6-dienil,3,7-dimetilocta-2)-N-(4-idroxifenil)metanosulfanoamida
(22)

Através da analise do espectro de RMN 'H, também se constata que h4 a presenca de
mistura de diastereoisdémeros E/Z, na proporcdo de 2.15:1.00°. Da mesma forma que o
espectro do material de partida (21), o espectro do produto sulfonado também apresenta dois
duplos dubletos, sendo os orto hidroxi em 6=7.16-7.12 e os orto metilsulfonamida em 6=6.85-
6.80. Os hidrogénios vinilicos também se encontram duplicados sob forma de multipletos,
onde o hidrogénio na posi¢do 12 aparece entre 6=5.43-5.19, enquanto o hidrogénio na posicao
16 aparece entre 6=5.10-4.97. Os atomos de hidrogénios alifaticos a-monossubstituidos se
encontram sob forma de dois multipletos em 6=4.21-4.16. Vale salientar que em relagdo ao
material de partida (21), houve uma variagdo dos hidrogénios alifaticos a-monossubstituidos
de 6=3.93-3.88 (21) para 6=4.21-4.16 (22). Os hidrogénios metilicos da metilsulfona se
encontram em 6=2.92 e 6=2.91, sob forma de singletos. Os dtomos de hidrogénios alifaticos
CH; se encontram em 06=2.04-1.92, enquanto as trés metilas nas posi¢des 18, 21 e 22 se

encontram em 6=1.70-1.50.

5.2. Estudo de Modelagem Molecular

Foi realizado o estudo da dindmica da estrutura cristalografica da sPLA2 cujos dados
foram extraidos do Protein Data Bank (PDB) sob o codigo 1KPM, uma vez que o cristal do
complexo é o que melhor se enquadra em nosso estudo, devido a presenga do inibidor
vitamina E, que apresenta analogia estrutural com os compostos objeto de estudo deste

trabalho (CHANDRA, 2002).

* Atribuido a partir da metila da metilsulfona.
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FIGURA 20- Estrutura ribossomica do complexo formado entre a sPLA2 ¢ a vitamina E com
resolugdo de 1.8 A, adaptado de CHANDRA, 2002. Figura editada pelo programa SPDBV.

Na sequéncia desta etapa do trabalho, para se obter simulagdes fiéis a parametrizacao
da sPLA2 foi efetuada através do emprego do programa NAMD. Nesta etapa inicialmente
foram retiradas as moléculas de agua e foi feita a protonagdo da proteina, porém durante a
simulacdo observou-se que as moléculas de dgua provenientes do cristal eram importantes
para a estabilizacdo da proteina abortando assim o passo da protonacdo conservando as
moléculas de 4gua. Para efeito de comparacdo, a sPLA2 foi submetida a condi¢des de
solvatacdo em sistema de esfera de agua (Figura 21) e em sistema de caixa de dgua (Figura
22), afim de se obter o estado de menor energia.

Em uma reacdo ha uma interacdo energética entre o solvente e o soluto. Por isto, as
propriedades do soluto que dependem da energia como geometria, freqiiéncias vibracionais,
energia total e espectro eletronico, dependem do solvente. A presenga de um solvente (sendo
ele polar, particularmente) pode também estabilizar uma separacdo de cargas dentro da
molécula. Isto ndo afeta apenas a energia, mas também resulta em uma alteracdo na densidade
eletronica e nas propriedades associadas.

Dada a importancia do solvente hd a necessidade de um estudo mais aprofundado
sobre seu papel ao longo do curso de uma reagdo caracterizando assim a importancia da

analise de solvatagdo (YOUNG, 2001).
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FIGURA 21- Calculos da sPLA2 solvatada em esfera de agua, através o emprego do programa
NAMD. Figura editada no programa VMD.

No sistema de esfera de dgua a sPLA2 atingiu seu estado menor de energia em —
17.500 kcal/mol, enquanto no sistema de caixa de 4gua a mesma atingiu o estado menor de
energia em — 25.000 kcal/mol. Estes dados permitem concluir que o sistema de caixa de agua
foi mais adequado na estabilizacdo da sPLA2, uma vez que o menor valor de estado de

energia foram obtidos.
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FIGURA 22- Calculos da sPLA2 solvatada em caixa de agua, através o emprego do programa
NAMD. Figura editada no programa VMD.

5.3. Ensaios Farmacologicos

5.3.1. Inibicao da Atividade da PLA2

A capacidade de inibir a atividade da PLA2 foi avaliada através do valor médio dos
halos formados pela ag¢do da enzima PLA2 em relag¢do aos controles positivos utilizados.

As cavidades tratadas com a solucdo contendo pegonha (125 pg/mL) apresentaram
valor médio do halo formado pela a¢do da enzima PLA, de 433,40 + 7,13 mm?>.

O composto LQFM 001 apresentou uma redu¢do na formacado das areas dos halos de
27,7%, 27,7%, 9,9%, respectivamente, para as concentragdes de 7,31, 3,66, 1,82 mmol/mL.
Para a concentra¢do de 0,91 mmol/mL ndo houve redugdo significativa da area do halo. O

controle positivo (quercetina) apresentou uma redugdo da area do halo de 14,4% (Grafico 02).
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FIGURA 23- Visualizagdo da formagdo de halos em placa de Petri representando inibi¢do da
atividade de PLA2.
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GRAFICO 02- Ensaio da inibigdo, in vitro, da atividade da PLA2 presente na pegonha de Bothrops
moojim (controle padrdo) pelo composto LQFM 001 [mmol]. A quercetina (6,66 mmol/mL) foi
utilizada como controle positivo. As colunas representam a média + do erro padrio em valores
percentuais relativas ao grupo controle padrao.

O composto LQFM 001 demonstrou capacidade inibitdria da atividade da PLA2 nas
concentragodes 7,31, 3,66 e 1,82 quando comparadas ao controle padrdo; o melhor resultado de
inibicdo foi na concentragdo de 7,31 e 3,66 mmol/mL com redu¢do na formacdo de area de
hidrolise de 27,7%.

O composto LQFM 006 apresentou uma reducdo na formagao das areas dos halos de
17,2%, 16,6% e 11,3%, respectivamente, para as concentragdes de 11,17, 5,58, 2,79 e 1,39
mmol/mL. O controle positivo (quercetina) apresentou uma reducio da area do halo de 19,5%

(Gréfico 03).
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GRAFICO 03- Ensaio da inibi¢do, in vitro, da atividade da PLA2 presente na peconha de Bothrops
moojim (controle padrio) pelo composto LQFM 006 [mmol]. A quercetina (2,22 mmol/mL) foi
utilizada como controle positivo. As colunas representam a média + do erro padrio em valores
percentuais relativas ao grupo controle negativo.

O composto LQFM 006 demonstrou capacidade inibitdria da atividade da PLA2 em
todas as concentragdes ensaiadas quando comparadas ao controle padrdo; o resultado mais
significativo de inibi¢cdo foi na concentrag¢do de 11,17 mmol/mL com reducdo na formagio de
area de hidrélise de 17,2%.

O composto LQFM 015 apresentou uma reducdo na formagao das areas dos halos de
18,1%, 14,9% e 9,4%, respectivamente, para as concentragdes de 8,16, 4,08, 2,04 e¢ 1,02
mmol/mL. O controle positivo (quercetina) apresentou uma reducdo da area do halo de
13,6% (Grafico 04).
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GRAFICO 04- Ensaio da inibi¢do, in vitro, da atividade da PLA2 presente na pegonha de Bothrops
moojim (controle padrio) pelo composto LQFM 015 [mmol]. A quercetina (6,66 mmol/mL) foi
utilizada como controle positivo. As colunas representam a média + do erro padrio em valores
percentuais relativas ao grupo controle padrio.

O composto LQFM 015 demonstrou capacidade inibitoria da atividade da PLA2 em
todas as concentracdes ensaiadas quando comparadas ao controle padrio; o resultado mais
significativo de inibi¢do foi na concentracdo de 8,16 mmol/mL com redu¢do na formacdo de

area de hidrolise de 18,1%.

O composto LQFM 016 apresentou uma reducdo na formagao das areas dos halos de
15,5%, 7,2% e 2,6%, respectivamente, nas concentragdes de 6,19, 3,09, 1,54 mmol/mL. Para
a concentracdo de 0,77 mmol/mL ndo houve reducdo significativa. O controle positivo

(quercetina) apresentou uma redugdo da area do halo de 13,9% (Grafico 05).
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GRAFICO 05- Ensaio da inibi¢do, in vitro, da atividade da PLA2 presente na peconha de Bothrops
moojim (controle padrio) pelo composto LQFM 016 [mmol]. A quercetina (6,66 mmol/mL) foi
utilizada como controle positivo. As colunas representam a média + do erro padrio em valores
percentuais relativas ao grupo controle padrio.
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O composto LQFM 016 demonstrou capacidade inibitdria da atividade da PLA2 em
todas as concentragdes ensaiadas quando comparadas ao controle padrdo; o resultado mais

significativo de inibi¢do foi na concentracdo de 6,19 mmol/mL com redu¢do na formacao de

area de hidrélise de 15,5%.

O 4-nerolidilcatecol (16), composto utilizado como protdtipo para as moléculas
objeto de estudo deste trabalho, apresentou uma reducdo na formagdo das areas dos halos de
24,64%, 14,55%, 11,34% e 6,38%, respectivamente, para as concentragcdes de 11,93, 6,36,
3,18 ¢ 1,59 mmol/mL (Grafico 06).
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O Nerolidilcatecol 11,93mmolg/mL

0 O Nerolidilcatecol 6,36 mmol/mL

B Nerolidilcatecol 3,18 mmol/mL

@ Nerolidilcatecol 1,59 mmol/mL

Area do Halo (%)

#%< 0,01 ***p<0,001

Colunas

GRAFICO 06- Ensaio da inibigdo, in vitro, da atividade da PLA2 presente na pegonha de Bothrops
moojim (controle padrdo) pelo 4-nerolidilcatecol (16) [mmol]. A quercetina (6,66 mmol/mL) foi
utilizada como controle positivo.As colunas representam a média + do erro padrio em valores
percentuais relativas ao grupo controle padrio.

O 4-nerolidilcatecol (16) demonstrou capacidade inibitdria da atividade da PLA2 em
todas as concentracdes ensaiadas quando comparadas ao controle padrio; o resultado mais
significativo de inibicdo foi na concentragdo de 11,93 mmol/mL com reducdo na formagao de
area de hidrolise de 24,64%.

De acordo com trabalho realizado por Nufiez e colaboradores (2005), a capacidade
de inibir a atividade da PLA2 do 4-nerolidilcatecol (16) € tempo e concentragdo dependentes,
com efeito maximo observado na proporg¢ao inibidor/enzima de 10:1 (p/p) quando ensaiada
em teste de clivagem de dcidos graxos presentes em substrato (albumina de ovo) utilizando

como fonte de PLA2 10pug de peconha de Bothrops asper incubados a 37°C por 30 minutos.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Face aos resultados obtidos, conclui-se que o planejamento estrutural empregado se
mostrou adequado, uma vez que os compostos LQFM 001 (19), LQFM 006 (18), LQFM 015
(21) e LQFM 016 (22) testadas, sdo reconhecidas pela enzima sPLA2.

Através do modelo in vitro de inibicdo da atividade da sSPLA2, os compostos LQFM
001 (19), LQFM 006 (18), LQFM 015 (21) e LQFM 016 (22) apresentaram valores de
redu¢do na formacgdo das areas de hidrdlise mais significativos nas maiores concentragdes na
ordem de 27,7%, 17,2%, 18,1% e 15,5%, respectivamente, quando comparadas a area de
hidrélise do controle padrdo (pegonha de Bothrops moojim). Os ensaios farmacologicos
demonstraram também que os compostos ensaiados demonstraram atividade inibitéria da
sPLA2 satisfatoria em relagdo ao protdtipo estudado 4-nerolidilcatecol (16) apresentando
redugdo da area de hidrolise tdo significativa quanto o protdtipo estudada. Isto demonstra que
os compostos ensaiados (19, 18, 21 e 22) apresentam propriedades anti-inflamatorias com
perfil inibitorio da sSPLA2 o que valida o planejamento e a sintese dos derivados anilinicos e
que estes sdo dignos de estudos adicionais.

Ademais, as metodologias sintéticas eleitas para a obtengdo dos compostos objeto de
estudo, em escala de bancada, se mostraram adequados.

Os estudos de modelagem molecular permitiram avaliar o sistema de menor energia
para se desenvolver a simulacdo, enquanto que a avaliagdo da dinamica do processo de
interacdo entre o prototipo LQFM 001 nao foram conclusivos a ponto de avaliar a relagdo
estrutura atividade.

Como perspectivas deste trabalho, pode-se citar a continuidade da sintese de outros
derivados anilinicos de forma a se obter uma maior quantidade de protdtipos a serem testados.
Em relagdo aos ensaios farmacoldgicos, faz-se necessario ensaiar os prototipos obtidos em
outros alvos farmacoldgicos na busca de outras atividades terapéuticas, visto sua analogia ao
4-nerolidicatecol que apresenta além da atividade anti-inflamatoria, possui também atividade
anticancer e antioxidante e a realiza¢do de ensaios in vivo para comprovagdo da atividade
inibitoria da sPLA2, como por exemplo, ensaio de indug¢do da inflamag¢do nas articulacdes
sinoviais para quantificacdo do AA (6). Por fim, sera dada continuidade as simulagdes de
dinamica molecular e “docking” para algum protdtipo eventualmente obtido a partir dos

ensaios farmacologicos.
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