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RESUMO

Desde a antiguidade, a busca por alivio e cura de doencgas esteve presente na humanidade
induzindo a estudos aprofundados na busca de moléculas com propriedades bioldgicas.
Neste sentido a pesquisa e desenvolvimento (P&D) de farmacos € um processo de grande
relevancia para inddstria farmacéutica e vem evoluindo tecnologicamente principalmente
com o auxilio de ferramentas computacionais. No entanto, mesmo com toda evolugao
tecnoldgica a sociedade enfrenta desafios como a resisténcia microbiana ao arsenal
terapéutico disponivel no mercado, fazendo-se necessario a P&D de novas alternativas
terapéuticas. Neste cendrio duas classes de compostos que vém atraindo interesse da
comunidade cientifica, sdo as azidas organicas e as ftalimidas, as quais apresentam
inimeras atividades bioldgicas. Neste sentido o objetivo do trabalho foi sintetizar a N-(4-
azidobutil)ftalimida, avaliar suas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas com
auxilio de ferramentas in silico e averiguar seu potencial toxicoldgico utilizando Artemia
salina Leach. A N-(4-azidobutil)ftalimida foi obtida através da rea¢do de substituicao
nucleofilica bimolecular na forma de um sélido amarelo com rendimento de 89,38%. Na
andlise in silico a N-(4-azidobutil)ftalimida demonstrou uma boa biodisponibilidade oral,
uma vez que nao violou nenhum das regras estabelecidas por Lipinski. Além disso a azida
demonstrou uma capacidade de atuar como inibidor enzimdtico com uma pontuagdo
positiva na andlise realizada no Molinspiration online property calculation. O teste
toxicoldgico in silico ndo evidenciou nenhum efeito toxico da azida ftalimidica, partindo
dessa premissa foi realizado o bioensaio com Artemia salina, no entanto nesse teste a
azida apresentou uma CLso de 425 pg/mL encontrando-se no intervalo de 500 e 1000
pg/mL, caracterizando assim uma substancia suavemente toxica. Em suma, a azida
ftalimidica foi obtida com um 6timo rendimento de 89,38% e apresentou um perfil de boa
biodisponibilidade oral além de um bom perfil toxicolégico de acordo com a anélise in
silico e atividade suavemente toxica no bioensaio de toxicidade aguda utilizando Artemia

salina.

Palavras-chave: Pesquisa e Desenvolvimento de farmacos; Metodologia in silico;

Ftalimidas; Artemia salina Leach.



ABSTRACT

Since antiquity, the search for the search for studies of diseases moving forward in
humanity and in the search for studies with biological properties. In this sense, research
and medicines is a major development process for the pharmaceutical industry and has
been evolving with the help of computational tools. However, even with all the
technological evolution, society faces challenges such as microbial resistance to the
therapeutic arsenal available on the market, making it necessary to R&D for new
therapeutic alternatives. In this scenario, two classes of compounds that are attracting the
interest of the scientific community are organic azides and phthalimides, which have
numerous biological activities. In this sense, the objective of the work was to synthesize
N-(4-azidobutyl)phthalimide, evaluate its pharmacokinetic and pharmacodynamic
properties with in silico tooling tools and investigate its toxicological potential using
Artemia salina Leach. N-(4-azidobutyl)phthalimide was performed through the
nucleophilic substitution reaction in the form of a yellow solid in 89.38% yield. In the
analysis in oral N-(4-azidobutyl)phthalimide a good biodisability, since it was not
enforceable to rules violated any of the Lipinski rules. In addition, the enzyme function
has the ability to act as an inhibitor with a positive analysis performed in Molinspiration
online property calculation. The in silico toxicological test did not show any toxic effect
of phthalimidic azide, based on this premise, the bioassay with Artemia salina was carried
out, however, in this test the azide presented an LC50 of 425 pg/mL and is in the range
of 500 and 1000 pg / thus characterizing a mildly toxic mL substance. In short, the acute
azide was developed with an excellent yield of 89.38% and showed a good oral
bioavailability profile in addition to a good toxicological profile according to in silico

analysis and mildly toxic in the toxicity bioassay using Artemia salina.

Key-words: Drug Research and Development. In silico methodology. Phthalimides.

Artemia salina Leach.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, a busca por alivio e cura de doencas esteve atrelada ao uso
de produtos naturais, sendo isto comprovado pelos indmeros relatos de antigas
civilizacGes, acerca do uso de 6leo essencial de Glyrrhiza glabra (alcaguz), espécies de
Commiphora spp. (mirra), Papaver somniferum (papoula), entre outros, que até hoje em

dia s@o usados para tratamento de doencas (RODRIGUES, 2018).

A pesquisa e desenvolvimento de farmacos (P&D) evoluiu de acordo com a
necessidade e tecnologia perpassando por diversos periodos histéricos. Especificamente
durante a 2* Guerra Mundial, a P&D de novos farmacos foi impulsionada devido a
necessidade de tratamentos mais eficazes no combate as doencas infecciosas, dor e

depressao (RODRIGUES, 2019).

No entanto, mesmo com 0 avanco tecnoldgico e cientifico, a sociedade sofre com
o surgimento de microrganismos resistentes ao arsenal terapéutico disponivel no mercado
em consequéncia de fatores como o uso indiscriminado de antimicrobianos e o consumo
de alimentos de origem animal, em que os animais saudaveis receberam antibidticos para
promocao de crescimento e prevencdo de doencas (BEZERRA et al., 201). Além disso,
a quantidade de efeitos adversos dos medicamentos e doencas negligenciadas também
sdo fatores que mobilizam entidades cientificas a desenvolverem novos medicamentos

(FERREIRA NETO et al., 2022).

Em busca de novos farmacos que tenham uma boa atividade bioldgica, as azidas
organicas, se destacam como uma classe de moléculas interessantes para a quimica
sintética, em razao de sua grande versatilidade e reatividade devido sua capacidade de
formacdo do momento 1,3-dipolo, facilitando sua participagdo em diferentes
procedimentos reacionais (FARIAS, 2019). Um importante exemplo da versatilidade das
azidas € sua aplicacao nas reagdes de cicloadicdo de Hiiisgen, proporcionando a obtengao
de compostos azdlicos com interessantes atividades farmacoldgicas, a citar antiftingica,

antibacteriana, leishmanicida e antituberculose (SANTOS et al., 2020).

Somada a classe das azidas, outro grupo de moléculas que despertam interesse da
comunidade cientifica, sd@o as ftalimidas, imidas ciclicas que apresentam diferentes
atividades bioldgicas como anti-inflamatdria, antibacteriana e antifingica (CECHINEL

FILHO et al., 2003). A propriedade antifingica foi constatada em um estudo realizado



17

por Jelali et al. (2020), em que realizaram um teste antifingico com derivados de
ftalimida, observando o halo de inibi¢do contra Candida albicans, em comparacdo a
nistatina, um farmaco antifiingico ja comercializado. O estudo retratou uma maior
atividade dos derivados em comparacao a nistatina, sendo assim, comprovando sua

atividade contra fungos.

Cabe salientar que, para chegar a ser comercializado, um novo candidato a
farmaco precisa passar por diversos ensaios clinicos, os quais sdo considerados os de
maiores custos e mais duradouros no processo de P&D. Neste cendrio a quimica
medicinal desempenha um importante papel, uma vez que possibilita o planejamento
racional das moléculas bioativas, analisando poténcia, afinidade e seletividade (GUIDO;

ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

Neste sentido, para analisar o perfil farmacocinético, farmacodindmico e
toxicoldgico das novas drogas, a metodologia de ensaios in silico oferece alternativas que
demandam menos tempo, menos custo e torna vidvel a diminuicdo da utilizacdo de
animais. O uso dessa metodologia tem crescido nos ultimos anos uma vez que os bancos
de dados estdo mais completos possibilitando avaliar o potencial de atividade de

determinada molécula em comparagdo a outras moléculas ja conhecidas (DANIEL et al.,

2020).

Ao mesmo tempo, um teste toxicoldgico bastante utilizado € o bioensaio com
Artemia salina Leach. As artémias sdo microcrusticeos zooplanctonicos encontrados
principalmente em ambientes marinhos. Estes organismos possuem uma semelhanca
estrutural com as células humanas, viabilizando a metodologia desenvolvida por Meyer
et al. (1982), em que se utilizam larvas de Artemia salina para teste de toxicidade aguda,

mostrando-se barato, rapido, simples e de grande sensibilidade. (AGUIAR et al., 2021b).

Portanto, diante das intimeras atividades bioldgicas que as azidas ftalimidicas
desempenham, torna-se interessante realizar a sintese da N-(4-azidobutil)ftalimida, bem
como analisar seus efeitos bioldgicos e toxicoldgicos. Para isso, utilizar ensaios in silico,
€ uma alternativa de baixo custo, curto tempo e que auxilia na predicdo das propriedades
farmacocinéticas e farmacodindmicas dos compostos. Além disso, analisar a viabilidade
de aplicacdo bioldgica e realizar testes toxicoldgicos utilizando Artemia salina Leach

permite obter um perfil toxicolégico em curto tempo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Sintetizar, caracterizar e avaliar in silico a N-(4-azidobutil)ftalimida, bem como

avaliar sua toxicidade frente a larvas de Artemia salina Leach.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar a N-(4-azidobutil)ftalimida a partir da N-(4-bromobutil)ftalimida;

e C(Caracterizar a N-(4-azidobutil)ftalimida através da espectroscopia de
infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 'He RMN "*Q);

e Realizar o levantamento das caracteristicas farmacoldgicas e toxicologicas da N-
(4-azidobutil)ftalimida utilizando as ferramentas de andlise in silico: Osiris
Property Explorer, Molinspiration Online Property Calculation, PASS online;

e Determinar a toxicidade da N-(4-azidobutil)ftalimida frente a Artemia salina

Leach.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Desenvolvimento de farmacos

A histéria de descoberta e desenvolvimento de medicamentos surge desde a
antiguidade, quando a humanidade buscava na natureza recursos como plantas, animais
e minerais para alivio de dores e cura de doencas. E fato que civilizaces milenares, como
India, China e Egito, usavam plantas medicinais para alivio de doencas, embora a
medicina alopdtica (terapéutica que trata o sistema organico com principios contrarios a
ele), largamente utilizada, tenha sua origem na cultura grega (VIEGAS JUNIOR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006).

No Brasil, um produto natural que gerou grande impacto econdmico durante o
periodo colonial foi a brasilina que ao sofrer oxidag¢do forma a brasileina. Este derivado
catecOlico era extraido do pau-brasil e apresentava cor vermelha sendo usado para tingir
tecidos (Figura 1), neste periodo apenas os corantes de origem natural eram disponiveis
tornando-os extremamente valiosos e de grande interesse dos colonizadores (LEITZKE

etal.,2022).

Figura 1 - Estruturas moleculares da brasilina e da brasileina.
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Brasilina Brasileina

Fonte: Prépria autoria, 2022.

Além do pau-brasil, outro corante de grande importancia para os europeus, foi a
morina extraida da Chlorophora tinctoria. Este corante se manteve em destaque até a
producdo do primeiro corante artificial, realizada por Perkin, na tentativa de obtenc¢do da

quinina (Figura 2) (SOUZA; CUNHA; SOUZA, 2015).
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Figura 2 - Dimerizacio oxidativa da alil-toluidina para obtencio de quinina.
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Fonte: Prépria autoria, 2022.

No entanto, Perkin optou por utilizar o sulfato de anilina como reagente de partida
durante a oxidagdo, obtendo como produto uma solu¢do de cor purpura intensa, utilizando
etanol como solvente no processo de purificacdo. Este foi o primeiro corante sintético
produzido, conhecido como mauveina (Figura 3). Em meio a Revolugdo Industrial, Perkin
fundou uma pequena fébrica para producdo da mauveina dando origem a industria
quimica dos corantes, bem como de medicamentos e perfumaria (FERREIRA et al.,

2022).

Figura 3- Estrutura molecular da Mauveina.
N
N
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Fonte: adaptado de Ferreira et al., 2022.

A revolugdo industrial foi um ponto de partida para que a industria farmacéutica
evoluisse. Em meio ao crescimento populacional na Europa, a Alemanha se destacou,
inicialmente com a inddstria de corantes e posteriormente com o desenvolvimento de
farmacos, saindo na frente no processo P&D de novas entidades quimicas com potencial
bioldgico e se mantendo no apice entre os anos de 1881 a 1930 e liderando a indstria de
medicamentos, totalizando 43 farmacos novos produzidos, dentre eles a epinefrina
sintética, fenazona, acido acetilsalicilico, procaina e anestésicos como o sulfanal, barbital

e fenobarbital (RODRIGUES, 2019).
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Porém nem todas as indudstrias de medicamentos surgiram a partir do
desenvolvimento de corantes. Os Estados Unidos (EUA) entraram um pouco mais tarde
para o ramo farmacéutico quando buscou vinculo com cientistas e académicos, ganhando
ainda mais destaque durante a 2* Guerra Mundial. Nesse cendrio a Alemanha entrou em
desvantagem principalmente em detrimento da sua derrota durante a guerra, que acarretou
uma diminuicdo em seu poderio econdmico e de produ¢cdo de medicamentos, abrindo
espaco para os EUA comecarem a dominar o mercado farmacéutico (HALAS;

SAMPAIO, 2020).

Adicionalmente, durante este periodo de ascensdao dos EUA houve a descoberta
da penicilina (Figura 4), um importante marco para medicina. Interessantemente, tal
avango contou com a influéncia do acaso quando Alexander Fleming, ao semear col6nias
de Staphylococcus spp., percebeu que onde havia crescimento fungico se tinha uma

inibicao de crescimento dessas bactérias (PEREIRA; PITA, 2005).

Figura 4 - Estrutura da penicilina.
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Fonte: Prépria autoria, 2022.

Outro grande avanco para a industria farmacéutica foi a implementacdo de
tecnologias modernas inovadoras, como o uso de métodos de “screening” bioldgicos que
passaram a viabilizar a avaliacdo in vifro de varias substincias simultaneamente,
proporcionando a andlise do aspecto tridimensional de um composto, suas propriedades

fisico-quimicas e efeitos farmacolégicos (BOSS et al., 2017).

Neste horizonte, se tornou possivel analisar virios modelos moleculares com
auxilio da quimica medicinal, a qual possibilita o desenvolvimento de diferentes
pesquisas acerca de novos farmacos para diferentes doencas a citar, doencas
neurodegenerativas, autoimunes e infecciosas, conforme relata Andrade, Kiimmerle e

Guido (2020) em um estudo sobre as perspectivas da quimica medicinal para o século
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XXI, destacando-se, principalmente, a descoberta de novos alvos farmacolégicos como a

a-sinucleina, importante fibrila no processo patolégico da doenca de Alzheimer.

Além disso, outras tecnologias emergem como uma revolucgdo tecnolédgica para o
setor de desenvolvimento farmacéutico como o advento da nanotecnologia, uma
tecnologia que permite manipular moléculas em escalas nanométricas, trazendo como
vantagem a diversidade de aplicacdo no cotidiano, como o uso de nanomateriais com
propriedades antimicrobianas, uso no monitoramento da glicemia bem como reduzir
efeitos adversos conhecidos e aumentar tempo de acdo de farmaco (AGUIAR et al.,

2021a; DIAS et al., 2021).

3.2 Azidas organicas

A classe das azidas abrange diversas utilidades, como o uso de azidas inorgéanicas
na inddstria de automoéveis, hoje em dia, pode-se perceber que muitos veiculos
automobilisticos possuem o sistema de airbags (CANTAMESSA, 2022). Esses
dispositivos contém azida de sédio e sdo utilizados como seguranga passiva para o
motorista em casos de colisdes inflando rapidamente para diminuir a velocidade do
passageiro uniformemente, sem forcar uma parada abrupta. Para isso, a bolsa do airbag
precisa conter um gas que a faca expandir, que é promovido a partir de reacdes quimicas
entre a azida de sddio (NaN3), nitrato de potdssio (KNOs) e o didxido de silicio (SiO2), o
gds responsavel por inflar a bolsa € o gas nitrogénio (N2) proveniente da decomposi¢ao

da azida de s6dio (NaN3) conforme a figura 7 (BICALHO; SOUZA; GOMES, 2018).
Figura 5 - Reac¢6es quimicas envolvidas no processo de ativacao de airbags.

2NaN; — 2Na + 3N,
10Na+2KNO; —» K,O + 5Na,0 + N,

KO + NayO + Sij0, — Silicatos alcalinos

Fonte: adaptado de Bicalho, Souza e Gomes, 2018.

No entanto, as azidas organicas merecem grande destaque, esses compostos
possuem em sua estrutura o grupo azida (N3), ligado a uma cadeia carbdnica. Esta classe
¢ de grande importancia na quimica sintética e tem atraido aten¢ao desde o século XIX.
Em 1864 o pesquisador Peter Griess descreveu a sintese da fenilazida (Figura 5), e

estimulou novas pesquisas, a citar a sintese de azidas organicas pelo pesquisador Theodor
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Curtius, o qual descobriu o uso do grupo azida ao realizar uma reagao de 4cido carboxilico
seguido de rearranjo para seu isocianato correspondente com a perda de nitrogénio (N2)
e obteve uma acil azida instdvel, a qual apresentou uma caracteristica explosiva por se

decompor e liberar nitrogénio (HINO; OMORI, 2015; SCHOCK; BRASE, 2020).

Figura 6 - Estrutura da fenilazida sintetizada por Peter Griess.

N3

Fonte: Prépria autoria, 2022.

Em meados da década de 1950, o grupo azida ganhou mais notoriedade quando
foi proposta a sintese de alquil, acil e aril azidas, o que despertou interesse da industria
sobre estes compostos devido sua capacidade de aplicacdo em diferentes reacdes, como
por exemplo, a reacdo de Staudinger/aza-Wittig, cicloadi¢do de Hiiisgen e rearranjo de

Schmidt (BOYER; MORGAN, 1959; FREITAS et al., 2011).

As alquil azidas sdo consideradas a segunda classe de compostos azidados mais
importantes. Neste cendrio, a literatura ressalta diferentes metodologias para a sintese
desses compostos, permitindo a sua obtencdo a partir da inser¢do do grupo Ns, (por
substituicdo nucleofilica aromatica), insercdo de um grupo N> (a partir da transferéncia
de diazo), insercao de um 4tomo de nitrogé€nio (diazotagdo), clivagem de triazinas e

rearranjo de azidas (FARIAS, 2019).

As azidas organicas sdo consideras pseudo-haletos, pois suas propriedades fisico-
quimicas sdo semelhantes aos compostos halogenados. Além disso, devido seu momento
1,3 dipolar, as azidas sdo os principais substratos utilizados nas reacdes de cicloadi¢do
com alcenos, alcinos e carbonitrilas, os quais contém ligacdes insaturadas, essenciais para
ocorrer o rearranjo de elétrons m, para formar uma molécula ciclica, conforme

representado na figura 6 (CHIBA, 2012).
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Figura 7 - Cicloadicdo a partir de estruturas mesoméricas do grupo azida (N3).
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Fonte: Prépria autoria, 2022.

As reacdes de cicloadicio levam a formacao de compostos heterociclicos, os quais
apresentam inumeras aplicabilidades em diferentes setores industriais, quimicos e
farmaceéuticos. No ambito da industria farmacéutica, os compostos heterociclicos, como
os compostos azdlicos, merecem destaque, uma vez que apresentam atividades
farmacoldgicas distintas, como antiftingico, antiviral, antineopldsico, tripanossomida,
antimalarico, antibacteriano, anti-inflamatério, antituberculose e leishmanicida

(SANTOS et al., 2020).

A relevancia das azidas organicas € refletida também no nimero de publicacdes e
citagdes, conforme apresentado nos gréaficos (a) e (b) (Figura 8), os quais demostram uma
elevacao no numero de publicacdes e citagdes envolvendo estes compostos nos ultimos
10 anos. As informacoes dos graficos foram obtidas no banco de dados da base Web of

Science.

Figura 8 - Niimero de publicacdes e citacoes sobre ""organic azide'' nos iltimos dez anos.
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Fonte: Web of Science, 2022.
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Outro fator relevante, considerado um marco importante utilizando azidas
organicas foi a descoberta da zidovudina, também chamado de AZT ou 3’-azido-
3’desoxitimidina, o qual foi o primeiro farmaco utilizado contra o virus da
imunodeficiéncia humana (do inglés, Human Immunodeficiency Virus — HIV) em
pacientes acometidos pela sindrome de imunodeficiéncia adquirida (do inglés, Acquired
Immune Deficiency Syndrome — AIDS). Além disso, o grupamento azida presente neste
composto possibilita a participacdo em diferentes reacdes viabilizando a formacgdo de

compostos com potencial capacidade antiviral (PATHAK, 2002).

3.3 Ftalimidas

As ftalimidas sao imidas ciclicas que fazem parte de uma classe de compostos
heteroaromaticos detentora de diferentes atividades bioldgicas, como antiviral
(HOLANDA, 2021), anti-inflamatéria (SILVA, 2019), antiparasitiria (BARBOSA,
2018), entre outras. De acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) estes compostos podem também ser nomeados de 1H-Isoindol-1,3-(2H)-diona
(Figura 9) (PUBCHEM, 2022).

Figura 9 - Estrutura molecular da ftalimida (1H-Isoindol-1,3-(2H)-diona).
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Fonte: Prépria autoria, 2022.

Um exemplo de uma ftalimida bastante conhecida e comercializada por volta de
1957 € a talidomida, a qual contém um anel ftalimidico ligado a subunidade glutarimidica
quiral (Figura 10). Inicialmente utilizada como sedativo para aliviar enjoos durante a
gestacdo, esse medicamento foi comercializado em mais de quarenta paises e apds sua
liberacdo, varios casos de defeitos congénitos graves foram relatados e notificados. A
talidomida estava associada a malformacdes fetais e acometeu mais de 10.000 individuos

(GAO et al., 2020).
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Figura 10 - Configuracao R e S da talidomida.
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Fonte: Prépria autoria, 2022.

O efeito terapéutico desejado estava atrelado ao enantiomero (R) enquanto que o
efeito teratogénico da talidomida era proveniente do seu enantiomero de configuracdao
(), que surge na corrente sanguinea de humanos ap0s ingestao oral do medicamento. Os
ensaios toxicoldgicos de teratogenicidade ndo eram obrigados e, em primeiro momento,
acreditava-se que ndo havia toxicidade para humanos. S6 apds o efeito da
teratogenicidade acontecer, foram realizados testes em camundongos e ndo foi observado
esse efeito, adiando ainda mais sua confirmacdo. No entanto, hoje em dia, é sabido que
ratos e camundongos ndo desenvolvem essa embriopatia (LIMA, FRAGA, BARREIRO,
2001; SANTOS, 2018).

Apesar dos problemas notados para a talidomida, derivados sintéticos contendo o
grupo ftalimida podem se mostrar seguros para utilizacdo humana atestando ainda boas
caracteristicas farmacoldgicas, como a lenalidomida, medicamento com propriedades
antineoplésicas, antineogénicas e anti-inflamatdrias, demonstrando menos toxicidade e
efeitos adversos em comparacdo a talidomida. Outro medicamento derivado de ftalimidas
que apresenta seguranca e eficicia é o apremilast conhecido como otezla um inibidor da
fosfodiesterase-4, atuado em doengas autoimunes (RAJAGOPALAN et al., 2021.
DRUGBANK, 2022a).

Para a sintese de ftlamidas, algumas metodologias sdo descritas na literatura.
Tradicionalmente estes compostos sdo obtidos a partir de 4cidos dicarboxilicos e amdmia
sob aquecimento ou reagdo entre anidrido ftalico e amonia (Figura 11) (OLIVEIRA,

2021).
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Figura 11 - Obtencio de ftalimida a partir do anidrido ftalico.
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Fonte: adaptado de Oliveira, 2021.

Uma andlise do melhor método para obtencdo da ftalimida realizada por Pin e
Tavares (2016) demonstrou uma metodologia que emprega o anidrido ftilico e uma
amina, proporcionando alto rendimento com aplicacdo de temperatura (107.5°C), curto

tempo (135 minutos) e 1,2 equimolar de amina.

3.4 Artemia salina Leach

Muitos compostos sdo sintetizados e ndo sdo analisados seus potenciais
toxicoldgicos e quando sdo analisados sdo utilizados métodos caros que demandam muito
tempo € um considerdvel uso de animais (BUENO; PIOVEZAN, 2015). Além da
demanda de tempo e custo atrelado, a utilizacdo de roedores durante os testes de
toxicidade tem levantado importantes questdes éticas e cientificas a respeito destas
metodologias. Nesse cendrio métodos alternativos, como o uso de Artemia salina,

apresentam vantagens como: baixo custo, praticidade, simplicidade, rapidez e pouca

quantidade de amostra (LIMA et al., 2022).

A Artemia salina € um microcrusticeo encontrado em ambiente marinho (Figura
12). Seus ovos podem ser encontrados em lojas de pescaria devido sua utilizagdo como
alimento para peixes. Esses microcrusticeos sdo também utilizados como bioindicador,
pois possui um grau de tolerancia reduzido, apresentando uma resposta nitida frente a

mudancas na qualidade do ambiente em que estdo inseridos (FEDONENKO et al., 2017).
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Figura 12 - Fisionomia da Artemia salina Leach.

Fonte: FEDONENKO et al., 2017.

O ensaio preliminar de toxicidade utilizando larvas de Artemia salina é visto como
um método barato, simples e rdpido, com seus ovos permanecendo vidveis por anos se
armazenados em ambientes secos. Além disso, esta metodologia tem demonstrando
notdria aplicacdo como um teste alternativo a utilizacdo de animais (AGUIAR et al,

2021b).

Meyer et al. (1982) foram os pioneiros a utilizarem esses microcrusticeos para
andlise da toxicidade de extratos de plantas, no entanto, a versatilidade desse método
também viabiliza o estudo de toxicidade geral de compostos sintéticos, nanoparticulas e
nanomateriais, conforme analisado por Rajabi et al. (2015). Em estudo comparativo entre
métodos de viabilidade celular com base na fun¢do mitocondrial, estes autores mediram
a atividade das enzimas mitocondriais e a toxicidade geral utilizando Artemia salina e
perceberam que ndo houve uma diferenca estatisticamente considerdvel entre os dois
métodos, uma vez que a andlise de dados demonstrou um p > 0,05, confirmando que os
resultados obtidos no teste com artémias foi equipardvel aos resultados com base na

fun¢do mitocondrial (RAJABI et al., 2015)

Devido a semelhanca estrutural das suas células com as células humanas, os
microcrusticeos monitoram a citotoxicidade de compostos e apresentam valores de
Concentracdo Letal necessario para matar 50% (CLso) dos individuos distintos, sendo
considerados os valores inferiores a 100 pg/mL para substincias altamente téxicas,
valores entre 100 e 500 pug/mL, moderadamente téxicas, entre 500 e 1000 pg/mL
suavemente toxicas e acima de 1000 pg/mL atéxicas (MERINO et al., 2015).

3.5 Analises in silico
Para a inclusdo de um novo farmaco no mercado, varios estudos sao realizados,
desde sua descoberta até a liberacdo para uso pela populacdo. Durante esse trajeto, o

composto de interesse passa por algumas etapas que demandam grande tempo, custo e
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trabalho, englobando sinteses, isolamentos de substancias promissoras de extratos de
plantas, testes de atividade bioldgica, testes toxicoldgicos, entre outros. Essas fases sdao
divididas em: fase de desenvolvimento, fase ndo clinica e clinica, em que as moléculas
promissoras sdo submetidas a testes in vitro e in vivo a fim de comprovar sua seguranca

e eficacia (KNOP; MARIA, 2017).

Em busca do alcance desses objetivos, o uso de animais para experimentos
cientificos, embora aconteca desde a Roma antiga, tem se intensificado a partir do século
XIX. Esse amplo uso contribuiu para debates acerca da postura humana em relacdo ao
uso de animais. Com isso, a bioética surge como ponte entre a ci€ncia e a humanidade,
propondo uma reavaliacdo e apoiando a busca por alternativas de métodos cientificos

utilizando animais (DIAS; GUEDES, 2018).

Neste horizonte, os modelos in silico surgem como alternativa mais barata, de
menor tempo de anélise, com garantia de reprodutibilidade e exatidao, para contornar essa
problematica, utilizando métodos computacionais e modelos matemdticos, baseados em
biorreguladores humanos para analisar as propriedades toxicoldgicas e fisico-quimicas,
uma vez que durante o planejamento de farmacos o estudo dessas propriedades é uma
etapa muito relevante para a predicio da biodisponibilidade oral de moléculas

promissoras (RODRIGUES et al., 2021).

O emprego desta técnica auxilia no mapeamento de diversas substancias com
potencial biolégico, permitindo avaliar a biodisponibilidade de um candidato a farmaco,
a sua probabilidade de causar mutagenicidade, irritabilidade, interferéncia na reprodugdo
humana e modelar mecanismos de acdo a fim de potencializar e predizer as moléculas
mais seguras ou especificas, fomentando o desenvolvimento de estudos mais avangados

envolvendo aquelas que se mostrarem promissoras (COCCO et al., 2020).

As ferramentas envolvidas nas andlises in silico se tornam cada vez mais
relevantes, fazendo parte de diversas pesquisas no ambito cientifico, em estudos
envolvendo doencgas negligenciadas, como Leishmanioses, atividade de moléculas,

metabolitos secunddrios de plantas, entre outros (FRANCA, 2018; LIMA, 2018).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos e analise de dados

As andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas em um
espectrometro  VARIAN® modelo Unity Plus-400 utilizando como solvente o
cloroférmio deuterado (CDCl3). Este espectrometro foi calibrado usando tetrametilsilano
(0,00 ppm) como referéncia interna para os niicleos de 'H e !°C, e todas as constantes de
acoplamento (J) foram descritas em hertz (Hz). O espectro de infravermelho (IV) foi
registrado em um espectrofotdmetro de infravermelho com transformada de Fourier no
Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer modelo PerkinElmer, sendo a amostra

preparada como pastilhas de KBr.

E vélido ressaltar que a caracterizacio dos compostos sintetizados por
infravermelho e ressonancia magnética nuclear foram realizadas em colaboragcdo com a
Central Analitica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), através da parceria
com o Prof. Dr. Paulo Henrique Menezes da Silva. A central analitica conta com véarios

equipamentos que estdo apresentados no quadro 1.

Quadro 1- Detalhamento dos equipamentos da central analitica versus modelo.

Equipamento Modelo
Varian Unity Plus 400 MHz. Acessorios:
Probe Multinuclear, Probe PFG (Pulsed Field
Gradient), Probe de Deteccdo Inversa, Probe
Espectrometro de Ressondncia Magnética | de Estado Soélido (CP/MAS), Unidade de
Nuclear (RMN) temperatura variavel. Experimentos Possiveis:
Desacoplamento homo e heteronuclear,
DEPT, APT, SFORD, COSY, HETCOR,
NOESY, HMBC, HMQC, Experimentos com
gradiente pulsado (PGE) e DOSY (Diffusion
Ordered Spectroscopy).
Infravermelho com transformada de Fourier = Bruker IFS 66. Regido do Infravermelho:
12000 cm™ a 400 cm’!
Fonte: Prépria autoria, 2022.

4.2 Sintese da N-(4-azidobutil)ftalimida

O procedimento sintético foi realizado no Laboratério de Sintese Orgénica e
Quimica Medicinal, situado no Centro de Educacdo e Saude da Universidade Federal de
Campina Grande, localizada na cidade de Cuité/PB e foi baseado na substitui¢do

nucleofilica de 2* ordem para obten¢ao da N-(4-azidobutil)fitalimida (3), utilizando como



31

reagente limitante a N-(4-bromobutil)fitalimida (1) e o reagente em excesso, a azida de

sddio (2), como representado na figura 13.

Figura 13 - Reacao de substituicio nucleofilica de 2* ordem do bromobutil de ftalimida com a azida

de sodio.
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A reacdo de azidacdo seguiu o protocolo estabelecido por Liao ef al. (2017)
adaptado. Sendo assim, em um baldo de fundo redondo de 250 mL acoplado a um sistema
de refluxo sob atmosfera inerte, utilizando gds argoénio, foi preparada uma solu¢do do
brometo de ftalimida (4,07 mmols) em acetona (20 mL) a aproximadamente O °C. Em
seguida a azida de sédio (8,1 mmols) foi solubilizada em dgua (20 mL) e adicionada
lentamente na primeira solu¢do sob agitagdo. A temperatura foi elevada para 60 °C e
agitada por 48 horas. O término da reacdo foi acompanhado por Cromatografia em

Camada Delgada (CCD).

Levando em consideracdo que o produto € de natureza organica, apds o término
da reacdo fez-se necessdrio realizar a extracdo por parti¢cao, que se fundamenta em uma
separacdo da fase organica e aquosa. Para isso, a mistura foi resfriada a temperatura
ambiente, diluida com diclorometano (CH2Cl,) (50 mL) e transferida para um funil de
separacdo contendo 60 mL de bicarbonato de sédio (NaHCOs) onde a fase organica foi
coletada e a fase aquosa lavada com CH2Cl> (3 x 30 mL). As fases organicas foram
combinadas e secas com sulfato de magnésio anidro (MgO4S) no qual as moléculas de
dgua ficaram agregadas ao sulfato, em seguida, esta foi filtrada em papel filtro qualitativo
para remoc¢ao do MgOs4S. A fase organica coletada foi submetida a pressao reduzida no

rotaevaporador, para obten¢@o do produto (3) sem necessidade de purificacdes adicionais.

4.3 Analise in silico
Foram realizadas distintas analises da N-(4-azidobutil)ftalimida, a fim de conhecer
seu comportamento farmacocinético, farmacodinamico, comparacdo com fragmentos

estruturais de outras moléculas, potencial toxicoldgico e prever suas possiveis atividades
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bioldgicas. Para alcancar esse objetivo foram utilizadas trés plataformas: Osiris Property
Explorer, Molinspiration Online Property Calculation e Prediction of Activity Spectra
for Substances (PASS) online.

4.3.1 Osiris Property Explorer

O Osiris Property Explorer é um aplicativo web utilizado para predi¢do in silico
da toxicidade de farmacos. Neste aplicativo web € possivel desenhar a estrutura da
molécula e o algoritmo do programa ird avaliar o risco toxicoldgico do composto,
comparando-o com os fragmentos do Registro de Efeitos Téxicos de Substancias
Quimicas (do inglés Registry of Toxic Effects of Chemical Substances — RTECS) do
Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (do ingl€s Center for Disease Control and
Prevention — CDC). Os resultados sdo expressos por meio de cores, no qual um

composto de alto risco € identificado na cor vermelha, risco moderado na cor amarela e

sem risco na cor verde (BRITO, 2010).

A vantagem desse programa € ser isento de custo, rdpido e possibilita esse
rastreamento de possiveis efeitos toxicos, em contrapartida uma alerta de risco ndo
representa de fato uma predi¢do certa de toxicidade, além disso, nem todos os fragmentos

potencialmente toxicos estdo inseridos no RTECS, dificultando a predi¢do deste.

4.3.2 Molinspiration Online Property Calculation
O Molinspiration Online Property Calculation € um programa que permite avaliar
a biodisponibilidade oral in silico, o programa se baseia na regra de Lipinski, a qual possui

quatro regras (LIPINSKI ez al., 1997). As regras sdo as seguintes:

1. Coeficiente de particao (cLogP) menor ou igual a 5;

2. Massa Molar menor ou igual a 500 g.mol™';

3. Ter no maximo 10 grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio (nDLH);
4

Ter no maximo cinco grupos doadores de ligacdo de hidrogénio (nALH).

Como resultado, das quatro pelo menos trés devem ser obedecidas para que um

farmaco possa ser considerado de boa biodisponibilidade oral.

Adicionalmente, outro fator de interesse para andlise da biodisponibilidade é a
area de superficie polar topoldgica (do inglés, Topological Polar Surface Area — TPSA),

a qual estd relacionada com a hidrofilicidade da molécula e com esse resultado pode ser
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também calculado o percentual de absor¢ado oral utilizando a férmula % ABS=109-(0.345

x TPSA) estabelecida por Zhao et al., 2022.

4.3.3 PASS online

O PASS online é um software que avalia o potencial bioldgico de uma molécula
organica ao entrar em contato com o organismo humano, este soffware possibilita prever
diversos tipos de atividades bioldgicas ao comparar a molécula que estd sendo estudada
com moléculas ja conhecidas inseridas em bancos de dados. O resultado € expresso de
acordo com a probabilidade de atividade ou ndo, sendo Pa para probabilidade de ser

“ativo” e Pi para probabilidade de “ser inativo” (PALMEIRA et al., 2019).

4.4 Bioensaio de toxicidade com Artemia salina Leach

O bioensaio de toxicidade utilizando larvas de Artemia salina Leach foi realizado
de acordo com o protocolo de Meyer et al. (1982). Uma vez sintetizada e caracterizada,
a N-(4-azidobutil)ftalimida foi utilizada para preparacdo da solucdo estoque com agua
salina artificial e dimetilsuf6xido (DMSO). A solu¢do salina foi preparada a partir da
dissolu¢do de 38g de sal marinho Marinex ® em 1L de dgua destilada atingindo pH entre

8e9.

A partir da solugdo estoque contendo a N-(4-azidobutil)ftalimida foram retiradas
aliquotas para dilui¢des, afim de obter cinco concentragdes distintas para uma triagem
inicial, as concentra¢cdes foram de 1000, 750, 500, 250 e 100 pg/mL. Apés a triagem

foram realizadas novas concentragdes de acordo com a necessidade de novos testes.

A benzoamidoxima foi utilizada como controle positivo € uma solucdo estoque
contendo agua salina e dimetilsulféxido (DMSO) foi utilizada como controle negativo,

objetivando certificar a viabilidade do teste.

Os cistos do microcrustaiceo foram incubados em dgua salina artificial e
permaneceram por 24h sob iluminacdo artificial com uma lampada de 40W, para auxiliar
na eclosdo dos nduplios(larvas), uma vez que as larvas possuem fototropismo. Apds
eclosdo foram coletadas 10 larvas de Artemia salina e transferidas para tubos de ensaios
que continham controle negativo, positivo e as concentracoes de N-(4-

azidobutil)ftalimida pré-estabelecidas, esse procedimento foi realizado em triplicata.
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Os tubos de ensaio contendo as larvas de Artemia salina foram expostos a
iluminacdo artificial, e apds as 24h, foram contabilizadas as quantidades de individuos

vivos € mortos em cada teste.

4.5 Analise estatistica

Os valores da concentragdo letal capaz de matar 50% dos individuos testados

(CLso) foram analisados através de um software estatistico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foi realizada a sintese da N-(4-azidobutil)ftalimida (3) através da
reacdo de substitui¢do nucleofilica bimolecular (Sn2) entre a N-(4-bromobutil)ftalimida
(1) e da azida de sédio (2) utilizando como solvente polar aprético uma mistura de
H>0:CH3COCHs3, na propor¢ao de 50:50. A 4gua foi utilizada para dissolucao da azida
de sddio e ndo atrapalhou a reagdo Sn2 pois como acontece em Unica etapa assim que o
cation € solvatado pela propanona (CH3COCH3), o nicledfilo (N37) realiza o ataque

nucleofilico deslocando a reag@o no sentido de forma mais produto.

A mistura reacional foi submetida a atmosfera inerte, utilizando gés argoénio (Ar),
para evitar a entrada de gases da atmosfera como o CO2, uma vez que ao entrar em contato
com 4gua ha a formacgdo de acido carbdnico (H2COs3) diminuindo assim o pH do meio
reacional e em meio dcido hd o aumento do risco explosivo da azida bem como a formacao

de gases toxicos.

A reacdo de azidagdo € favorecida na presenga de um solvente polar aprético em
razao da sua capacidade de solvatacdo do cation. O ion azoteto (N3°) proveniente da azida
de sédio (2) atua como nucléofilo e na presencga da propanona, o ion fica mais disponivel

para participar da reacdo, uma vez que nao esta solvatado pelo solvente (Figura 14).

Figura 14 - Uso de solvente polar aprotico na reacio de azidacgio.
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Fonte: Prépria autoria, 2022.

O término da reagdo foi acompanhada por meio da Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) utilizando como produto de referéncia o reagente de partida N-(4-
bromobutil)ftalimida (1), uma mistura do reagente (1) e do produto formado e por fim

apenas o produto (3) (Figura 15), a fim de analisar o consumo total do reagente de partida,
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com isso foi analisado o fim da reac@o, uma vez que todo o reagente (1) foi consumido,
o produto 3 apresentou fator de reten¢do semelhante ao reagente 1, provavelmente pela
semelhanca de polaridade dos compostos, uma vez que o grupo azida (N3) é considerado

um pseudo-haleto.

Figura 15 - Acompanhamento da reacao de azidacao por CCD.
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Fonte: Préopria autoria, 2022.

Uma vez confirmada o término da reacdo de azidagdo, a mistura reacional
contendo a N-(4-azidobutil)ftalimida (3) foi submetida a extracdo por particao e a pressao
reduzida, a fim de retirar todo o solvente contido na reacdo. O produto foi obtido na forma
de um sélido amarelado, com 89,38% de rendimento, sendo este um valor maior que o

encontrado por Liao et al. (2017), o qual obteve esse composto em 86% de rendimento.

Ap6s a obtencao da N-(4-azidobutil)ftalimida (3), esta foi caracterizada através de
técnicas espectrométricas de infravermelho (IV) e Ressondncia Magnética Nuclear de

Carbono (RMN '*C) e hidrogénio (RMN 'H).

A andlise do espectro de infravermelho (IV), confirmou a obtencdo da N-(4-
azidobutil)ftalimida (2), uma vez que ele apresentou bandas caracteristicas da azida

ftalimidica, conforme a figura 16.
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Figura 16 - Espectro de infravermelho da N-(4-azidobutil)ftalimida (3).
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Fonte: Prépria autoria, 2022.

De acordo com Lieber et al. (1957), o grupamento azida apresenta banda
assimétrica na faixa de comprimentos de onda (A) de 2170 cm™ a 2080 cm™' e uma banda
simétrica mais fraca no intervalo de 1343 cm™ a 1177 cm’!, no entanto, a banda
assimétrica € suficiente para reconhecer o grupo, logo foi possivel observar a banda
assimétrica que representa o grupo azida do composto 3 no comprimento de onda 2087
cm™! e a banda simétrica em 1258 cm™!. Além disso, a banda caracteristica da carbonila
estd evidente em 1704 cm’!, juntamente com uma banda harmonica de fraca intensidade,
provavelmente pela duplicidade do grupo carbonila presente na estrutura da N-(4-
azidobutil)fitalimida (3) observada em 3459 cm’!, por fim, a ligagio dupla entre os

carbonos do anel aromdtico estd evidenciada em 1609 cm™'.

Ap6s a caracterizagdo por IV, o produto 3 também foi submetido a caracterizagao

por RMN 'H e RMN !3C,

O espectro de RMN de 'H do composto 3 estd representado na Figura 17, o qual
demonstra o somatério das integrais igual a 12, correspondendo a quantidade de

hidrogénios contidos na estrutura da N-(4-azidobutil)ftalimida (3).
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Figura 17 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do composto 3.
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Fonte: Prépria autoria, 2022.

Um recorte do espectro de RMN 'H do composto 3 na regido de 8,00 a 7,50 ppm
(Figura 18), apresenta um dubleto de dupleto designados aos hidrogénios H-6 e H-5, que
estdo inseridos no anel aromdtico, os dupletos gerados estdo em campo baixo em
consequéncia da desblidagem proveniente do efeito anisotropico das insaturacdes do anel

aromatico.

Figura 18 - Recorte do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do composto 3, na regido de 8,00 a
7,50 ppm.

Fonte: Prépria autoria, 2022.

Naregido de 4,00 a 3,00 ppm (Figura 19) ha a presenca de dois tripletos, conforme
afigura 19. Ha um acoplamento via trés ligagdes (J) entre o hidrogénio H-4 e o hidrogénio
H-3, gerando o sinal em 3,733 ppm com constante de acoplamento de 6,8Hz, este sinal
foi atribuido ao hidrogénio H-4 por estar desblindado devido sua proximidade ao
nitrogénio ftalimidico, uma vez que esse realiza ressonincia com as carbonilas vizinhas.

Ja o sinal em 3,325 ppm, se refere ao hidrogénio H-1, o qual apresenta constante de



39

acoplamento (J) igual a 6.8Hz ao acoplar com o hidrogénio H-2 e sua desblidagem ocorre

pela proximidade entre o hidrogénio H-1 e o grupo azida do composto 3.

Figura 19 - Recorte do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do composto 3, na regido de 4,00 a
3,00 ppm.

Fonte: Propria autoria, 2022.

Por fim, na figura 20 estd representada a regido de 2,00 a 1,50 ppm, a qual no
campo mais alto aparecem dois sinais do tipo multipleto, sendo atribuidos aos hidrogénios

H-3 e H-2, evidenciando os grupos mais blindados entre os hidrogénios do composto 3.

Figura 20 - Recorte do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do composto 3, na regido de 2,00 a
1,50 ppm.

Fonte: Prépria autoria, 2022.

A Figura 21 representa o espectro de RMN *C do composto 3, é possivel notar a
presenca de oito carbonos quimicamente diferentes. O carbono mais desblindado € o
carbono C-5, sinal em 168,3 ppm, esse deslocamento quimico é promovido pelo carbono
carbonilico. Os carbonos C-8, C-6 e C-7 aparecem em campos mais baixos por sofrerem
efeito anisotropico das insaturagdes do anel aromdtico, gerando os sinais 133,9, 132,0 e

123,2 ppm, respectivamente.

A ressonancia eletronica provocada pelo grupo azida, desblinda o carbono C-1
que esta diretamente ligado ao grupo, refletindo no sinal 50,8 ppm, j4 o sinal em 37,2

ppm pode ser atribuido ao carbono C-4, uma vez que ha uma desblindagem proveniente



40

do nitrogénio ftalimidico, por fim, os sinais 26,2 e 25,8 ppm representam os carbonos

mais blindados C-3 e C-2.

.Figura 21 - Espectro de RMN 3C (400 MHz, CDCl3) do composto 3.
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Fonte: Propria autoria, 2022.

Os dados espectrais estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1 - Dados espectrais da N-(4-azidobutil)ftalimida.

Composto RMN 'H (400 MHz, RMN BC (75 IV (pastilha de
CDCl) MHz, CDCls) KBr)
0 7,848 (dd, 2H, Haromitico, o: 168,307, Vmax. 3459; 2930;

J=55e3,2Hz),3,733 (r, 133,933;132,005;  2862; 287; 1704;

1
[0} N
8 @Ej j—[ * 2H,H4,J =68 Hz), 123,201; 50,848;  1609; 1258; 716
N
4

3,325 (t,2H, H1,J = 6,8 37,232; 26,204;
o

Hz), 1,803 (m, 2H, H3, J= 25,802.
7,2 Hz), 1,66 (m, 2H, H2,
J = 6,8 Hz)

Legenda: RMN 'H: ressonincia magnética nuclear de hidrogénio; RMN !3C: ressonincia magnética nuclear
de carbono 13; IV: infravermelho; H: Hidrogénio; 6: deslocamento quimico; J: constante de acoplamento;
dd: dubleto de dupleto, m: multipleto; #: tripleto; Vmax: nimero de ondas; Hz: Hertz.
Fonte: Prépria autoria, 2022.
Tendo em vista as atividades bioldgicas citadas na literatura acerca dos derivados

de azidas ftalimidicas, notou-se a viabilidade de realizar estudos in silico a fim de analisar

o comportamento da N-(4-azidobutil)ftalimida (3) no organismo biol6gico bem como seu
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potencial de toxicidade. Para isso foram utilizados softwares que auxiliam na predi¢ao
farmacoldgica da molécula interessada.

As propriedades fisico-quimicas da molécula auxiliam na andlise de seu
comportamento no organismo bioldgico em relacdo a absorc¢do, transporte, metabolismo
e atividade no receptor alvo. O Molinspiration Online Property Calculation foi utilizado
para avaliar a lipofilicidade, o qual € representado pelo log P, parametro esse que somado
ao valor da massa molecular do composto, o nimero de doadores de hidrogénio e
aceptores de ligacdes de hidrogénio, representam as regras estabelecidas por Lipinski et
al., 1997.

Além disso, o Molinspiration Online Property Calculation prediz a capacidade da
molécula de interesse em se ligar a receptores acoplados a proteina G (GPCR), se ird
apresentar capacidade moduladora de canal i0nico, atuar em nivel nuclear se ligando a
receptores nucleares ou inibindo protease, quinase ou enzimas.

Os resultados da predicio das propriedades moleculares para a N-(4-
azidobutil)ftalimida (3) estdo sumarizados na Tabela 2. Inicialmente foi analisado o
coeficiente de particdo (logP), os valores atribuidos ao logP avalia se o composto serd
hidrofilico ou hidrofébico. Um valor alto de logP significa que a molécula é mais
hidrofébica e um valor baixo significa que serd uma molécula hidrofilica. O logP

calculado para a N-(azidobutil)ftalimida foi de 2.92.

Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos da N-(4-azidobutil)ftalimida analisada no Molinspiration
Online Property Calculation.

Composto LogP TPSA ABS % nDLH nALH P.M

1

o jJN3 2,77 88.83 7835 0 6 244.25
5 2
N

4

(o)

Legenda: Log P: coeficiente de particdo; TPSA: Topological Polar Superficie Area; ABS%: Percentual de
absor¢do oral; nDLH: nimero de doadores de ligacao de hidrogénio; nALH: nimero de aceptores de ligacdo
de hidrogénio; PM: peso molecular.
Fonte: Propria autoria, 2022.
E vilido salientar que as moléculas biologicamente ativas ndo devem possuir
valores extremos em relacdo ao logP, nem tdo baixos, nem tdo altos, uma vez que

moléculas com lop P muito alto tendem a se acumularem em tecidos adiposos dificultando

sua excrecdo e consequentemente gerando maior efeito no corpo com vista a causar um
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quadro de toxicidade, j4 moléculas muito hidrofilicas tendem a ficarem dissolvidas nas
solucdes aquosas do corpo e ndo conseguem atravessar as membranas celulares, além de
serem rapidamente excretadas pela via renal (LIPINSKI ef al., 1997, VERSTUYFT;
BECQUEMONT; MOULY, 2022).

Adicionalmente as regras de Lipinski, outro parametro analisado a fim de avaliar
a biodisponibilidade oral da molécula foi a drea de superficie polar topoldgica (do inglés,
Topological Polar Surface Area — TPSA) (MOLINSPIRATION, 2022). A TPSA esta
associada ao nimero de nitrogénios e oxigénios que estdo ou nado ligados a hidrogénio,
esse fator estd ligado a capacidade da molécula realizar ligagdes de hidrogénio
influenciando na sua polaridade, uma TPSA menor estd relacionada com uma maior
hidrofilicidade uma vez que os grupos polares devem apresentar uma boa solvatacdo para
que ocorra a permeagdo da molécula nas membranas celulares (RODRIGUES et al.,
2021). Dessa forma uma TPSA considerada boa apresenta valor menor ou igual a 140 A2,
de acordo com a andlise, a N-(4-azidobutil)ftalimida apresentou 83,90 A2,

Neste sentido, foi possivel calcular o percentual de absorcdo oral, utilizando a
equacdo %ABS=109-(0,345 x TPSA), empregando o valor obtido do TPSA, a
porcentagem de absorcdo oral foi de 80,06% indicando que a N-(4-azidobutil)ftalimida
apresenta uma 6tima absorcdo oral (KUMAR et al., 2021).

Por fim, foram analisadas as seguintes regras estabelecidas por Lipinski: nimero
de doadores de ligacdo de hidrogénio (nDHL) menor ou igual a cinco, numero de
aceptores de ligacdo de hidrogénio (nAHL) menor ou igual a dez, o logP menor ou igual
a cinco e massa molecular até 500 g/mol.

Neste cendrio a N-(4-azidobutil)ftalimida, ndo apresentou nenhuma violagdo as
regras. Os valores de nDHL e de nAHL foram O e 6, respectivamente, a massa molecular
de 234 g/mol e o logP de 2,92, representando um bom perfil de lipossolubilidade uma vez
que valores 6timos de logP estio compreendidos na faixa de 1 a 3, erefletindo
propriedades farmacocinéticas tedrics ideais (RODRIGUES ez al., 2021).

Analisadas as propriedades farmacocinéticas, a proxima etapa foi analisar as
propriedades farmacodinamicas, uma vez que para apresentar atividade bioldgica é
necessario que a molécula ativa se ligue a um alvo especifico. O Molinspiration Online
Property Calculation também prediz algumas interacdes das moléculas a citar, a
capacidade de se ligar a receptores acoplados proteina G (GPCR), se comportar como
modulador de canais i0nicos, inibidor de proteases, quinases ou enzimas. Os valores da

andlise farmacodinamica da N-(4-azidobutil)ftalimida estao sumarizados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Propriedades biolégicas da N-(4-azidobutil)ftalimida.

Composto Ligante MCI IK NRL PI 1IE
GPCR
1
;0 N,
s©6:;< J_[ -0.03 0.01 014 030  -0.11 022
SN
4
(0]

Legenda: GPCR: ligante de receptor acoplado a proteina G; MCI: modulador de canal idnico; IK: inibidor
de quinase; NRL: ligante de receptor nuclear; PI: inibidor de protease; IE: inibidor enzimatico.

Fonte: Prépria autoria, 2022.

Diante dos resultados, a N-(4-azidobutil)ftalimida apresentou valores negativos
em relagdo a capacidade de se ligar a receptores ligados a proteina G (GPCR), bem como
atuar em receptor nuclear, inibir proteases e quinases. No entanto, de acordo com Singh,
Gupta e Verna (2013) moléculas que encontram-se na faixa de -5,00 a 0,00 podem
apresentar atividade bioldgica moderada. Desta forma, a N-(4-azidobutil)ftalimida
apresentou atividade tedrica para todas as propriedades analisadas, destacando-se a
capacidade atuar como modulador de canal idnico e inibidor enzimdtico, uma vez que
uma grande probabilidade da molécula ser biologicamente ativa é expressa em resultados
positivos (>0,00). Com isso, o composto 3 apresentou maior capacidade de inibi¢do
enzimatica, com uma pontuacdo de 0.22 (HERRERA et al., 2021).

E importante salientar que alguns processos de desiquilibrio na homeostasia do
organismo biolégico sdo provenientes de distirbios em vias bioquimicas, as quais
envolvem a participagdo de diversas enzimas. Sendo assim, uma falha enzimatica pode
prejudicar atividade de moléculas ou transporte delas no organismo, por exemplo
(HUSNY; CALDATO, 2006). A N-(4-azidobutil)ftalimida apresentou uma atividade
positiva quanto a inibicdo enzimdtica, tornando-a alvo de interesse para mais estudos,
entre eles ensaios bioldgicos a fim de descobrir novas atividades.

Por fim, o Molinspiration Online Explorer Calculation disponibiliza a opcao de
representacdo da molécula em 3D. A N-(4-azidobutil)ftalimida estd representeada na
figura 22, na forma estrutural em tubos, onde em cinza estd representada a cadeia
principal composta pelos carbonos, em vermelho os oxigénios, em branco os hidrogénios

e em azul esta representado o grupo azida (N3).
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Figura 22 - Estrutura 3D da N-(4-azidobutil)ftalimida.

Fonte: Molinspiration, 2022.

Adicionalmente foi analisado o potencial biologico geral no organismo através do
PASS online (Prediction of Activity Spectra for Substances online), uma plataforma
gratuita e online que prevé mais de 300 mecanismos de acdo e efeitos farmacolégicos
expressando as probabilidades em porcentagem por meio das siglas Pa (probabilidade de
uma molécula ser ativa para determinada atividade bioldgica) e Pi (probabilidade da
molécula ser inativa para determinada atividade bioldgica).

Com a andlise, foram constatadas quatro atividades acima de 70% de Papara a N-
(4-azidobutil)ftalimida, as quais estdo sumarizadas na Tabela 4. Dentre as atividades
estdo descritas inibi¢des de enzimas, ressaltando uma maior capacidade de atuar como
inibidor enzimético.

Tabela 4 - Atividades biologicas para a N-(4-azidobutil)ftalimida com probabilidade maior que

70%.
Pa Pi Atividade
0,770 0,006 Inibidor ATPase de transporte de poliamina
0,764 0,011 Inibidor da fusarinina-C ornitinesterase
0,753 0,008 Inibidor de Proteassoma ATPase
0,725 0,012 Inibidor de dimetilargininase

Legenda: probabilidade de ser ativa (Pa); probabilidade de ser inativa (Pi).

Fonte: Prépria autoria, 2022.

E vilido destacar a capacidade da N-(4-azidobutil)ftalimida em inibir
proteassoma, uma vez que este complexo desempenha um importante papel na regulacio
de varios processos celulares e a inibi¢do dele resulta em estagnacdo de crescimento
celular e induz a apoptose, assim se torna promissor frente células neoplasicas (WANG;

MEUL; MEINERS, 2020).
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No entanto, a N-(4-azidobutil)ftalimida apresentou outras atividades interessantes
acima de 60%, a citar, atividade em disturbios fébicos e atividade antineurdtica, conforme

apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Atividades biologicas para a N-(4-azidobutil)ftalimida com probabilidade maior que

60%.

Pa Pi Atividade
0,688 0,014 Inibidor da flavoproteina desidrogenase de transferéncia de elétrons
0,687 0,039 Inibidor da glicosilfosfatidilinositol fosfolipase D
0,664 0,093 Tratamento de distdrbios fébicos
0,658 0,012 Inibidor de Fenol O-metiltransferase
0,644 0,015 Inibidor de nucleosideo oxidase (formador de H,0,)
0,644 0,020 Inibidor de carboxipeptidase de muramoiltetrapeptideo
0,656 0,028 Inibidor de ribulose-fosfato 3-epimerase
0,634 0,011 Inibidor de N-formilmetionil-peptidase
0,633 0,018 Inibidor de gluconato 5-desidrogenase
0,633 0,023 Inibidor de fosfatidilcolina-retinol O-aciltransferase
0,625 0,007 Inibidor de 2-haloacido dehalogenase
0,621 0,025 Inibidor de 2-hidroxiquinolina 8-monoxigenase
0,618 0,030 Inibidor da Glutationa Tiolesterase
0,615 0,066 Antineurdtico
0,615 0,028 Inibidor de ATPase de translocagdo de fosfolipidios

Legenda: probabilidade de ser ativa (Pa); probabilidade de ser inativa (Pi).

Fonte: Propria autoria, 2022.

A maioria das atividades encontradas no PASS online estdo relacionadas a
inibicao de enzimas, entrando em concordancia com a andlise de propriedades biol6gicas
realizada no Molinspiration Online Property Calculation, em que a azida ftalimidica (3)
apresentou maior pontuacao em relacao a inibi¢do enzimética.

No sentido de analisar a toxicidade do composto 3, foi utilizado o software Osiris
Property Explorer que permite realizar o teste com base em comparagdes entre
fragmentos de cerca de 3.200 moléculas registradas no RTECS. Entre os parametros
toxicoldgicos analisados estdo mutagenicidade, tumorogenicidade, irritagdo e efeito na
reproducdo. Esses sdo expressos de acordo com o risco, em que a cor vermelha significa
alto risco, a amarela risco moderado e a verde sem risco.

A N-(4-azidobutil)ftalimida (3) ndo apresentou fragmentos capazes de causarem
toxicidade em relacdo aos pardmetros analisados. Esses resultados estdo expressos no

Quadro 2.
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Quadro 2- Dados do tratamento da N-(4-azidobutil)ftalimida no Osiris Explorer.

Composto MUT TUMO IRRI REP CLP DL DS

1
7 P o3 Ns -
8:65\/§NJ_[ EeE mem EEE mmm 60 997 047
4
(]

Legenda: [ sem risco; MUT: mutagenicidade; TUMO: tumorogenicidade; IRRI: irritante; REP: efeito
na reproducdo; CLP: coeficiente de particdo; DL: drug-likeness; DS: drug-score.

Fonte: Prépria autoria, 2022.

De acordo com o Osiris, o coeficiente de particao foi diferente da anélise realizada
no Molinspiration Online Property Calculation (Quadro 2). No entanto essa diferenca foi
pouca e ainda permaneceu dentro da faixa estabelecida por Lipinski, para que o farmaco
tenha boa biodisponibilidade oral.

O druglikeness esta relacionado a semelhanga da molécula alvo com fragmentos
de farmacos ja comercializados. Na base de dados do Osiris estdo catalogados 3.300
fragmentos de farmacos e 15.000 substancias quimicas ndo medicamentosas. Um valor
positivo de druglikeness transparece uma boa semelhanca entre a molécula alvo e os
fragmentos registrados na plataforma, partindo desse pressuposto uma molécula com valor
positivo tem uma grande chance de vir a se tornar um farmaco (ORGANIC CHEMISTRY
PORTAL, 2022a).

No entanto, o valor de druglikeness obtido para a N-(4-azidobutil)ftalimida foi
bastante negativo, logo, a azida ndo se assemelha aos farmacos do banco de dados do
Osiris, enfatizando que este composto ndo apresenta uma probabilidade considerada de
apresentar as mesmas caracteristica fisico-quimicas dos farmacos comercializados que
estdo cadastrados na plataforma.

Outro parametro observado foi o drugscore, o qual estd relacionado aos
grupamentos da molécula e analisa se a mesma possui algum grupamento encontrado em
medicamentos comercializados. O drugscore analisa de forma combinatéria o
druglikeness, o coeficiente de parti¢do, a solubilidade e o risco de toxicidade para avaliar
o potencial farmacoldgico da nova molécula. Este potencial € avaliado de forma
quantitativa e variade 0 a 1, neste sentido quanto mais proximo de 1, maior € a possiblidade
de se tornar um farmaco. (ORGANIC CHEMISTRY PORTAL, 2022b).

Com isso o valor de drug score para a azida ftalimidica foi positivo apresentado

um valor de 0.47, este valor retrata que medicamentos ja comercializados apresentam em
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sua estrutura grupamentos caracteristicos de ftalimidas, a citar a clortalidona (Figura 23),
um diurético tiazidico utilizado para tratamento da hipertensao. Embora o valor seja baixo
em consequéncia a contribuicdo negativa do DL, o DS ainda se mostrou considerdvel,
ressaltando a relevancia das outras propriedades apresentadas pela azida, fomentando a
probabilidade moderada da azida se tornar um farmaco futuramente (DRUGBANK,

2022b).

Figura 23 - Estrutura da clortalidona.
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Fonte: Propria autoria, 2022.

Ainda no sentido de analisar o potencial toxicoldgico da azida ftalimidica foi
realizado o bioensaio toxicoldgico utilizando Artemia salina Leach. Foram utilizadas
art€émias com 24h de vida ap6s a eclosdo. Foram realizadas 15 concentracdes diferentes e
andlise estatistica a fim de determinar a CLso, obteve-se uma CLso de 425 pg/mL com um
desvio de 25 pg/mL +. De acordo com Merino et al. (2015) substancias entre 100 e 500
ug/mL sdo consideradas moderadamente toxicas, este resultado entrou em desacordo com
o observado nos testes in silico, em que nao foi encontrado nenhum risco toxicoldgico da
azida ftalimidica, esssa divergéncia pode ser explicada com base no tipo de toxicidade
analisada, uma vez que o Osiris analisa a toxicidade cronica e o bioensaio utilizando
art€mias analisa a toxicidade aguda.

Por outro lado, uma toxicidade alta frente as larvas de Artemia salina Leach nao
significa que o composto analisado seja descartado por apresentar esse potencial, uma vez
que esse método também permite realizar uma andlise geral da capacidade citotoxica de
compostos de interesse para atividades antitumorais, ja que essa metodologia ndo ¢é
especifica para determinada atividade biol6gica. Segundo Meyer et al (1982) compostos
que apresentam maior toxicidade podem ser submetidos a testes adicionais mais

especificos afim de garantir a correlagdo da toxicidade com a atividade antitumoral.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo objetivou sintetizar a N-(4-azidobutil)ftalimida através da
reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular, com isso a reacdo foi bem sucedida
apresentando um rendimento de 89,38%, um valor considerado 6timo, uma vez que durante
um processo reacional vdrias etapas sdo realizadas e durante elas podem ocorrer perdas de
produto.

Ap6s a sintese da azida ftalimidica, foi realizada a caracterizacdo por meio de
RMN 'H, RMN 3C e IV e foi possivel obter a N-(4-azidobutil)ftalimida de acordo com sua
estrutura molecular. Uma vez caracterizada, a azida ftalimidica foi submetida a ensaios in
silico através dos softwares online que possibilitaram estabelecer suas propriedades fisico-
quimicas e toxicoldgicas. Com isso a azida apresentou parametros satisfatorios em relag@o ao
perfil de biodisponibilidade oral, atendendo a todas as regras estabelecidas por Lipinski, além
de ter apresentado uma boa capacidade de atuar como inibidor enzimatico.

A andlise toxicoldgica in silico, demonstrou auséncia de risco de toxicidade em
relacdo aos parametros de tumorogenicidade, mutagenicidade, capacidade de causar irritacao
e efeitos sobre a reprodugdo. No entanto o bioensaio toxicoldgico utilizando Artemia salina
demonstrou um efeito suavemente téxico da azida, entrando em divergéncia com os resultados
estabelecidos in silico, em consequéncia ao tipo de toxicidade analisada, em que o Osiris
analisa toxicidade cronica e o bioensaio utilizando art€émias averigua toxicidade aguda.

Entretanto a atividade t6xica encontrada no bioensaio utilizando o microcrusticeo
Artemia salina também pode evidendiar atividades citotdxicas uteis na busca por substancias
com potencial antitumoral, o que pode ser aperfeicoado através de modificagcdes em sua
estrutura molecular inserindo com grupos quimicos que demonstrem capacidade para tal
atividade, uma vez que as azidas possuem uma versatilidade e reatividade que possibilita sua

participacdo como intermedidrio sintético em diferentes reagoes.
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