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RESUMO

A asma é uma doenca inflamatéria cronica caracterizada por estreitamento das vias
aéreas. A terapia atual comumente envolve a administracdo de corticosteroides e
broncodilatadores, os quais apresentam efeitos adversos e baixa capacidade de
controle dos sintomas a longo prazo. A busca por novas estruturas direcionadas a
novos alvos pode melhorar esse perfil. Os derivados N-fenilacetamidicos sdo um
grupo versatil de moléculas com inimeras atividades farmacologicas, a exemplo do
JMPR-01, o qual demonstrou significativa atividade anti-inflamatéria in vitro e in vivo.
Desse modo, este trabalho teve como objetivo explorar o JMPR-01, planejando
novos derivados com base em sua estrutura e analisar, através de docking
molecular, sua interacdo com diferentes alvos relacionados a asma. Para isso, foram
propostas modificacbes nos anéis aromaticos do JMPR-01, obtendo-se uma série
congénere que foi docada contra a 5-lipoxigenase (PDB ID: 6NCF), a leucotrieno As
hidrolase (PDB ID: 1HS6) e o receptor B2-adrenérgico (PDB ID: 7DHI). As interacbes
foram analisadas no Discovery Studio. Os compostos mais promissores foram
sintetizados e caracterizados quanto as suas propriedades fisico-quimicas. Além
disso, seu perfil farmacocinético foi analisado com o auxilio de ferramentas on-line.
Todos os compostos apresentaram bons resultados de docking para os alvos 5-
lipoxigenase e receptor B2. Devido a disponibilidade de reagentes e viabilidade
sintética das moléculas, foram escolhidos os compostos JMH-04, JMN-04 e JMC-04
para sintese. Estes compostos foram obtidos com rendimento na faixa de 37-42%.
Também apresentaram ponto de fusdo na faixa de 115-120°C para o JMH-04, 212-
214°C para o JMN-04 e 189-192°C para o JMC-04. Os trés apresentaram
semelhante perfil de solubilidade e fator de retencdo (Rf). Quanto ao perfil
farmacocinético, os compostos apresentaram uma boa absorcdo gastrointestinal,
sem nenhum descumprimento das regras de druglikeness de Lipinski. Sendo assim,
estes compostos se mostram promissores do ponto farmacodinamico e
farmacocinético. Contudo, mais estudos sédo estudos sdo necessarios para que
estes compostos possam servir de ponto de partida para o desenvolvimento de

novos farmacos multialvos mais seguros e eficazes para o tratamento da asma.

Palavras-chave: asma; docking molecular; JIMPR-01; sintese.



ABSTRACT

Asthma is a chronic inflammatory disease characterized by airway narrowing. The
current therapy encompasses administration of corticosteroids and bronchodilators,
nevertheless these drugs presente side effects and low efficacy in the long-term
management of the symptoms. Searching for novel molecules aiming at new targets
can improve this scenario. N-phenylacetamide derivatives are a versatile group of
molecules with a wide range of pharmacological activities reported, as for example
JMPR-01, which demonstrated significant in vivo and in vitro anti-inflammatory
activity. Therefore, this study aimed to plan new JMPR-01 derivatives and analyze
through molecular docking their interactions with different targets associated with
asthma. For this purpose, a congener series was designed from the modification of
the aromatic rings on JMPR-01, the molecules were further docked against 5-
lipoxygenase (PDB ID: 6NCF), leukotriene A4 hydrolase (PDB ID: 1HS6) and -
adrenergic receptor (PDB ID: 7DHI). The interactions were visualized by use of
Discovery Studio software. The most promising compounds were synthesized and
physical-chemically characterized. Furthermore, their pharmacokinetics properties
were assessed with the aim of on-line tools. All compounds presented good results of
molecular docking for 5-lipoxygenase and B2-adrenergic receptor. Due to reagent
availability and synthetic accessibility, JIMH-04, JMN-04 and JMC-04 were chosen to
synthesize. These compounds were obtained in an average yield of 37-42%. They
also showed a melting point in the range of 115-120°C for JMH-04, 212-214°C for
JMN-04, and 189-192°C for JIMC-04. The three molecules showed a similar solubility
profile and the same retention factor (Rf). Regarding the pharmacokinetic profile, all
the molecules presented a high intestinal absorption, with no violations of the
druglikeness rules of Lipinski. Thus, the compounds showed promising
pharmacodynamic and pharmacokinetics results. Nevertheless, more studies are
needed for these compounds to be the starting point for the development of novel
safer and more effective multi-target drugs for the treatment of asthma.

Keywords: asthma; molecular docking; IMPR-01; synthesis.
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1 INTRODUCAO

A asma é considerada uma doenca respiratoria heterogénea de carater
multifatorial que afeta mais de 260 milhdes de pessoas em todo o mundo. Uma
grande variedade de fatores genéticos e ambientais estdo envolvidos com a
inflamacdo crbénica das vias aéreas, que persiste com remodelacdo e
hiperresponsividade brénquica. Ha4 a participacdo conjunta de componentes de
ambos o0s sistemas imune, inato e adaptativo (Gans; Gavrilova, 2020). Na asma
alérgica ou extrinseca, destaca-se a ativacdo exacerbada de células T auxiliadoras
(Th, do inglés helper), que respondem a presenca de alérgenos através da producao
de citocinas, mediadores quimicos da inflamacéo (Habib; Pasha; Tang, 2022).

O tratamento de primeira linha na asma consiste na administragcao de anti-
inflamatérios esteroidais (corticoides), especialmente em formulacdes destinadas a
via inalatéria. Outras classes de farmacos, Uteis no alivio dos sintomas da asma, séo
0s broncodilatadores e os antagonistas de receptores de leucotrienos, esta ultima
classe age bloqueando os receptores de cisteinil-leucotrienos, importantes
sinalizadores quimicos do processo inflamatério asméatico (Gans; Gavrilova, 2020;
Pelaia et al., 2015). Contudo, estes tratamentos tém suas limitacdes, como os efeitos
adversos, a dependéncia e a resisténcia mediante o uso prolongado, principalmente
dos glicocorticoides (Patel et al., 2023).

Diante disso, a busca por novos tratamentos para a asma, que sejam mais
eficazes e com menos efeitos adversos, é incessante. A quimica medicinal e as
ferramentas in silico sdo essenciais nesse processo, auxiliando no desenho de
moléculas direcionadas a alvos ja conhecidos ou para novos alvos terapéuticos.
Através de triagens de bibliotecas quimicas, estruturas privilegiadas sé&o
selecionadas como potenciais hits, que podem seguir posterior processo de
otimizacéo para obtencdo de novos farmacos (Koeberle; Werz, 2014).

A N-fenilacetamida (acetanilida) tem sido um ponto de partida versatil para o
planejamento de muitos potenciais candidatos a farmaco, incluindo muitos
antipiréticos e analgésicos como o paracetamol (Barbosa et al., 2009; Vastag et al.,
2014). O nudcleo N-fenilacetamida também tem sido associado a compostos hit com
inimeras atividades farmacoldgicas, tais como atividade anti-inflamatéria (Rani et al.,
2014), antidepressiva (Suryawanshi et al., 2022), antidiabética (Sayahi et al., 2024) e
antimicrobiana (Lu; Zhou; Jin, 2020).
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O (E)-2-ciano-N,3-difenilacrilamida (JMPR-01) € um exemplo de composto hit
com atividade anti-inflamatoria, o qual reduziu a producéo de 6xido nitrico e citocinas
inflamatorias em macrofagos ativados, bem como reduziu o edema de pata nos
animais tratados no estudo de Silva et al. (2022). Sendo assim, visando a
importancia desse scaffold e considerando a asma uma doenca inflamatoria cuja
terapia apresenta limitacdes, este trabalho visa planejar novos derivados 2-ciano-N-
fenilacetamidicos baseados no JMPR-01 e analisar, através de docking molecular,

seu potencial antiasmaético.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Planejar, a partir de um promissor derivado 2-ciano-N-fenilacetamidico uma
série congénere de compostos e avaliar sua ligacéo a diferentes alvos associados a

asma in silico.

2.20bjetivos especificos

a) Planejar uma série congénere de compostos a partir do JIMPR-01.

b) Analisar por docking molecular seu modo de ligagdo a diferentes alvos
associados a asma.

c) Sintetizar e caracterizar as propriedades fisico-quimicas de pelo menos trés
compostos.

d) Avaliar o perfil farmacocinético in silico dos derivados sintetizados com o

auxilio de ferramentas on-line.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Asma

A asma é uma doenca respiratoria heterogénea e multifatorial caracterizada
por inflamacdo e estreitamento das pequenas vias aéreas. Em 2019 foram
contabilizados mais de 260 milhdes de individuos acometidos por asma e 455 mil
mortes foram registradas. Além disso, a asma € a doenca crénica mais comum entre
as criancas (OMS, 2024). A resposta inflamatéria em conjunto com a obstrucdo e
hiperresponsividade bronquica sdo responsaveis pelos sintomas de tosse, sibilos,
dificuldade para respirar e cansaco que sdo comumente observados em pacientes
asmaticos (Patel et al., 2023).

InUmeros fatores genéticos e ambientais estdo envolvidos na fisiopatologia da
asma, como alérgenos, obesidade, mudancas climaticas, tabaco, hormdnios e
mutacdes genéticas. Ha a ativacdo conjunta da resposta imune inata e adaptativa,
gue evocam 0s mecanismos associados a inflamacédo crénica e hipersensibilidade,
com a infiltracdo de leucdcitos, fibrose subepitelial, hiperplasia glandular com
aumento da secrecdo de muco e aumento na espessura do musculo liso das vias
aéreas, contribuindo com graves episodios de broncoconstricdo aguda e reversivel
(Gans; Gavrilova, 2020; Habib; Pasha; Tang, 2022).

3.2 Tratamento da asma

3.2.1 Anti-Inflamatérios Esteroidais (AIES)

Os anti-inflamatérios esteroidais (AIES) ou corticosteroides, como a
hidrocortisona, a prednisona e a prednisolona, fazem parte do tratamento de
primeira linha para todos os tipos de asma. Estes farmacos exercem suas acdes
através de mecanismos ainda n&o totalmente esclarecidos. A sua agao anti-
inflamatoria €, em parte, atribuida a sua acédo em receptores de glicocorticoides (RG)
citoplasmaticos. Esses receptores sdo responsaveis por modular a expressdo de
genes no nucleo, tais genes estdo associados com a sintese de diferentes proteinas,

incluindo enzimas e fatores de transcricdo importantes para a resposta inflamatéria,
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como o fator nuclear Kappa B (NF-kB) (Brunton; Hilal-Dandan; Knollmann, 2018;
Ramamoorthy; Cidlowski, 2016).

Os multiplos efeitos dos corticosteroides na ativacdo e supressao de genes
anti-inflamatérios e pro-inflamatoérios, respectivamente, os tornam Uteis no
tratamento de uma grande variedade de doencas inflamatérias, incluindo a asma.
Nas exacerbacdes dos sintomas da asma, podem ser utilizados corticosteroides
sistémicos, contudo, o uso prolongado destes medicamentos estd associado a
efeitos adversos relacionados a supressao do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal.
Sendo assim, os corticosteroides inalatérios sao preferiveis no tratamento de
manutenc¢ao e controle, auxiliando na reducao do infiltrado de células inflamatorias e

na hiperresponsividade brénquica (Gans; Gavrilova, 2020).

3.2.2 Broncodilatadores

Além dos corticosteroides, os broncodilatadores constituem uma importante
classe de farmacos utilizados no manejo dos sintomas da asma, especialmente os
agonistas do receptor Bz-adrenérgico, como o salbutamol, formoterol e o salmeterol.
Esse receptor é acoplado a proteina G (GPCR) e sua via de sinalizagcédo leva ao
aumento da concentracéo intracelular de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) e
ativacao da proteina cinase dependente de AMPc (PKA), resultando no relaxamento
do masculo liso bréonquico (Brunton; Hilal-Dandan; Knollmann, 2018). Apesar de sua
eficacia, estes farmacos estdo associados a efeitos adversos cardiovasculares,
especialmente em pacientes com histérico de risco cardiovascular (Cazzola et al.,
2019).

Um outro grupo de farmacos broncodilatadores sdo os inibidores da
fosfodiesterase 4 (PDE4), como o roflumilaste e as metilxantinas. A PDE4 € a
enzima responsavel pelo metabolismo do AMPc, mensageiro quimico importante em
inimeras vias de transducdo de sinais, incluindo a do receptor Bz2-adrenérgico. O
desenvolvimento destes farmacos se iniciou com a descoberta da atividade inibidora
de PDE de derivados metilxantinicos, como a teofilina. Contudo, estes farmacos
estdo associados a baixa tolerabilidade, baixo indice terapéutico e baixa eficacia na

resposta aguda da doenca (Phillips, 2020).
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3.3 Alvos relevantes para o desenvolvimento de farmacos antiasmaticos

3.3.1 5-Lipoxigenase (5-LOX)

De acordo com Radmark et al. (2015), existem 6 isoformas de lipoxigenase
gue podem ser expressas pelas células humanas, sendo a 5-lipoxigenase (5-LOX) a
responsavel por catalisar a transformacdo do acido araquidénico (AA) em acido 5-
hidroperoxieicosatetraendico (5-HPETE) pela inser¢cdo de um grupo hidroperoxido no
carbono 5, conforme demonstrado na Figura 1. A proteina ativadora da 5-LOX
(FLAP) € uma proteina de membrana nuclear responsavel por transportar AA e
ativar a 5-LOX (Mashima; Okuyama, 2015). Em seguida, a 5-LOX converte o0 5-
HPETE em leucotrieno As (LTA4), 0 precursor imediato de outros leucotrienos pro-
inflamatérios. Os leucotrienos estdo envolvidos na fisiopatologia de muitas doencas
inflamatorias, especialmente as doencas respiratorias como a asma e a doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC). O Zileuton é o Unico medicamento aprovado
para tratamento de asma que tem como alvo a 5-LOX, mas apresenta
hepatotoxicidade e um tempo de meia-vida muito curto (Bruno et al., 2018; Gilbert;

Newcomer; Werz, 2021).

Figura 1 — Metabolismo do acido araquidénico (AA) pela 5-lipoxigenase (5-LOX)

OH

5-LOX
—_—

Acido 5-hidroperoxieicosatetraenéico Leucotrieno A, (LTA,)
(5-HPETE)
Fonte: Autoria (2024).
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3.3.2 Leucotrieno A4 Hidrolase (LTA4H)

A LTA4H é uma epodxido hidrolase responséavel por converter o LTA2 em LTBa4
(Figura 2), um potente mediador inflamatorio. O LTB4 atua no receptor BLT1,
promovendo o recrutamento e a ativacdo de leucdcitos mieloides, ativacdo de
células T e de células apresentadoras de antigenos. A LTAsH também possui
atividade de aminopeptidase e é classificada como uma metalopeptidase, pois

contém zinco em sua estrutura (Luo et al., 2022; Wan et al., 2017).

Figura 2 — Conversao de leucotrieno A4 (LTA4) em leucotrieno B4 (LTB4)

catalisada pela Leucotrieno A4 Hidrolase (LTA4H)
0
OH

OH OH 0]

— LTA4H = N SN— OH
— " -

\ Leucotrieno B4 (LTB,)

Leucotrieno A, (LTA,)
Fonte: Autoria (2024).

3.3.3 Receptor B2-adrenérgico (RB2Ad)

Como mencionado anteriormente, o receptor Bz-adrenérgico € um receptor
acoplado a proteina G (GPCR), especificamente a proteina Gs. Apés ligacado de
agonistas enddgenos ou exdgenos, a ativacdo da proteina Gs leva a ativacdo da
adenilato ciclase (AC), que converte o monofosfato de adenosina (AMP) em AMP
ciclico (AMPc). Em seguida, ocorre ativagdo da proteina cinase dependente de
AMPc (PKA), a qual fosforila diversos substratos, levando a broncodilatagéo dentre

outros efeitos (Brunton; Hilal-Dandan; Knollmann, 2018).

3.4 Derivados 2-ciano-N-fenilacetamidicos

Os derivados 2-ciano-N-fenilacetamidicos sdo compostos que contém em sua

estrutura uma cianoacetamida cujo nitrogénio carrega um anel benzeno substituido
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ou néo (Figura 3). A estrutura da 2-ciano-N-fenilacetamida permite uma variedade de
modificacdes quimicas, especialmente, no carbono metilénico vizinho a nitrila e ao
grupo amida, o qual permite a obtencdo de derivados por condensacao, expandindo
a cadeia (Hamed et al., 2020; Marinkovic et al., 2013).

Figura 3 — Scaffold N-fenilacetamidico

N O | >__——R
\\)J\ﬂ _

2-ciano-N-fenilacetamida
Fonte: Autoria (2024).

O (E)-2-ciano-N,3-difenilacrilamida (JMPR-01) (Figura 4) € um exemplo de
derivado 2-ciano-N-fenilacetamidico, obtido pela condensacdo da 2-ciano-N-
fenilacetamida com benzaldeido. O composto foi capaz de reduzir significativamente
a producao de nitrito, interleucina-1p (IL-1B) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
em ensaio utilizando linhagem de macréfagos ativados. Na dose de 50 mg/kg de
peso, reduziu a migracdo leucocitaria em 90,5% em ensaio de peritonite induzida por
zimosan. Na mesma dose e na de 100 mg/kg, reduziu significativamente o edema de
pata nas primeiras 6h de tratamento, de maneira similar a dexametasona, sem

diferenca estatistica entre as doses (Silva et al., 2022).
Figura 4 — Estrutura quimica do (E)-2-ciano-N,3-difenilacrilamida (JMPR-01)
O

N

]
N

Iz

JMPR-01

Fonte: Autoria (2024).
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3.5 Ferramentas in silico e desenvolvimento de farmacos

O avanco tecnolégico e o advento dos estudos in silico foram cruciais para a
guimica medicinal, reduzindo o custo e o tempo envolvido com o0 processo de
desenvolvimento de novos farmacos. Diversas técnicas computacionais podem ser
aplicadas na triagem de bibliotecas quimicas, selecionando os compostos com maior
potencial de interacio para determinado alvo. E possivel também prever as
interagcdes intermoleculares entre moléculas e diferentes alvos biologicos através de
técnicas como o docking e a dindmica molecular. Estas técnicas também permitem
prever caracteristicas, como as distancias das ligac6es, a conformacdo e as
contribuicdes estereoeletrbnicas de diferentes fragmentos da molécula na sua
interacdo com o alvo. Por fim, técnicas in silico também séo uteis na predicdo de
propriedades farmacocinéticas, como absorcdo gastrointestinal, as quais sao

cruciais na definicdo de um potencial candidato a farmaco (Rognan, 2017).

4 METODOLOGIA

4.1 Planejamento das moléculas

A série de derivados 2-ciano-N-fenilacetamidicos foi planejada através da
insercdo de diferentes substituintes nos anéis aroméaticos do (E)-2-ciano-N,3-
difenilacrilamida (JMPR-01), visando avaliar a contribuicdo dos efeitos lipofilico e
estereoeletronicos desses substituintes na interacdo dessas moléculas com os alvos

no docking molecular.

4.2 Docking molecular

A andlise por docking molecular foi previamente validada através de
redocking com o ligante cocristalizado de cada alvo, sob as 4 diferentes fungdes de
score do Gold e considerando o Desvio Quadratico Médio (RMSD) < 2.0 A como
parametro de validacdo (Bell; Zhang, 2019). A estrutura dos derivados foi desenhada
no programa MarvinSketch 23.16.0 e, posteriormente, submetida a otimizacdo de
geometria no ArgusLab 4.0.1 para minimizar a energia conformacional através do

método semi-empirico PM3.
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Alvos relevantes para asma foram obtidos a partir do Research Collaboratory
of Structure Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB). O estudo in silico
contemplou os alvos: 5-lipoxigenase (PDB IB: 6NCF), leucotrieno A4 hidrolase (PDB
ID: 1HS6) e o receptor B2-adrenérgico (PDB ID: 7DHI). O docking molecular foi
realizado utilizando o software Gold 5.8.1. Finalmente, os complexos ligante-proteina
correspondentes a conformacéo (pose) com melhor pontuagcédo foram extraidos e as
interacOes intermoleculares analisadas com o auxilio do software Discovery Studio
2024 Client.

4.3 Sintese e caracterizacao fisico-quimica

Os compostos mais promissores para os alvos testados foram sintetizados no
Laboratorio de Desenvolvidos e Sintese de Farmacos (LDSF) da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB). A rota sintética e as condi¢cdes reacionais estao
descritas na Figura 5. Foi calculado para cada composto sintetizado o seu
rendimento, sua faixa de fusdo, ponto de retencéo, solubilidade aparente e foram
analisadas as caracteristicas do cristal.

Figura 5 — Rota sintética para obtencdo dos compostos da série congénere de

derivados N-fenilacetamidicos
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Base R H
JM-01 se R = H EtOH

JM-02 se R = NO,

JM-03 se R = Cl
R Composto R
4-H JMH ( (1): 4-OH
4-Cl JMC (2): 4-OMe
4-F JMF (3): 2,4-OMe
4-OMe JMM Y (4): 3,4,5-OMe
4-NO, JMN (5): 3,5-OMe-4-OH
24-OMe  JMD | (6): 3-OEt-4-OH

Fonte: Autoria (2024).
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4.3.1 Sintese de JMH-04

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 100 mg de 2-ciano-N-
fenilacetamida (JM-01) e 8 mL de etanol. Manteve-se sob agitacdo constante e, apos
completa dissolucdo do JM-01, foram adicionadas 8 gotas do catalisador basico
morfolina. Em seguida, adicionou-se 122,5 mg (1 eq.) de 3,4,5-trimetoxibenzaldeido.
Apoés 3h de refluxo, a temperatura foi desligada e a reacédo foi deixada para esfriar
até temperatura ambiente. O consumo dos reagentes e a formacao do produto foram
acompanhados por cromatografia em camada delgada (CCD). A finalizacdo se deu

pela adicdo de gelo seguida de filtracdo do precipitado formado.

4.3.2 Sintese de JMN-04

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 100 mg de 2-ciano-N-(4-
nitrofenil)acetamida (JM-02) e 8 mL de etanol. Manteve-se sob agitacdo constante e,
apos completa dissolugdo do JM-02, foram adicionadas 6 gotas de morfolina. Em
seguida, adicionou-se 95,63 mg (1 eq.) de 3,4,5-trimetoxibenzaldeido. Ap6s 3h de
refluxo, a temperatura foi desligada e a reacdo foi deixada para esfriar até
temperatura ambiente. Houve a formacéo de precipitado no meio reacional, sendo

assim a finalizacdo se deu apenas por refrigeracéo seguida de filtracao.

4.3.3 Sintese de JMC-04

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 50 mg de 2-ciano-N-(4-
clorofenil)acetamida (JM-03) e 4 mL de etanol. Manteve-se sob agitacao constante
e, apbs completa dissolucdo do JM-03, foram adicionadas 5 gotas de morfolina. Em
seguida, adicionou-se 50,4 mg (1 eq.) de 3,4,5-trimetoxibenzaldeido. Apdés 3h de
refluxo, a temperatura foi desligada e a reagcdo foi deixada para esfriar até
temperatura ambiente. A reagdo foi finalizada da mesma forma descrita

anteriormente para o JMN-04 e JMH-04.
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4.4 Perfil farmacocinético

O perfil farmacocinético de ADME (absorcéo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo) e toxicoldgico dos compostos mais promissores foi analisado através das
ferramentas on-line SwissADME e XenoSite. Foram observados parametros como
absorcao através do trato gastrointestinal, capacidade de permeacao pela barreira
hematoencefalica (BHE), solubilidade aquosa (Log S), lipofilicidade (Wlog P e Mlog
P), pontos de metabolismo e possibilidade de inibicdo de enzimas do citocromo
P450. Finalmente, estes compostos foram analisados quanto ao cumprimento dos

critérios de druglikeness de acordo com a “regra dos 5” de Lipinski.
5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Planejamento das moléculas
Foram planejados 36 compostos variando os substituintes ligados aos anéis
aromaticos do JMPR-01. Esses substituintes incluiram atomos de halogénio, grupo

nitro, alcoxilas e hidroxilas, como esquematizado na Figura 6.

Figura 6 — Esquema do planejamento para obtencado da série congénere a partir da
estrutura do JIMPR-01
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——R
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R'——— H
. CN
R Composto R
4-H JMH " (1): 4-OH
4-Cl JMC (2): 4-OMe
4-F JMF y (3): 2,4-OMe
4-OMe JMM (4): 3,4,5-OMe
4-NO, JMN (5): 3,5-OMe-4-OH
24-OMe JMD L (6): 3-OEt-4-OH

Fonte: Autoria (2024).



24

5.2 Docking molecular

A metodologia foi validada por redocking dos ligantes cocristalizados,
considerando um RMSD < 2.0 A. Com excecéo da 5-lipoxigenase, onde somente a
funcdo GoldScore obteve RMSD < 2.0 A, foi possivel validar a metodologia para
todos os alvos utilizando a funcdo ChemPLP, a funcdo de pontuacdo padrdo do

Gold. Na Tabela 1 estdo os resultados do redocking molecular.

Tabela 1 — Dados de redocking dos ligantes cocristalizados

ALVO (PDB) LIGANTE ggﬂfé&[ﬁ% RMSD (< 2.0 A) F;E%iSES
5-LOX (6NCF) AKBA GoldScore 1,8988 55,6112
LTAH (1HS6) Bestatina ChemPLP 0,6879 99,7702
RB.Ad (7DHI) Salbutamol ChemPLP 0,4542 63,1676

Fonte: Autoria (2024).

Os compostos apresentaram resultados promissores para a 5-lipoxigenase e
0 receptor Bz-adrenérgico, com valores de fithess score prOXimos ou superior ao
valor dos ligantes cocristalizados. Na Tabela 2 estdo os resultados de docking dos
compostos da série congénere. O objetivo do docking molecular é avaliar a interacao
das moléculas com determinado sitio de um alvo de interesse. A pose de menor
energia livre ou a que apresenta melhor encaixe (fitness) € aquela conformacao que
forma o complexo mais estavel com o alvo (Kothandan; Ganapathy, 2014; Xiao et
al., 2024).

Tabela 2 — Dados de docking molecular da série congénere e dos ligantes

cocristalizados

SERIE R COMPOSTO  5-LOX RB2AD

4-OH JMH-01 53,9183 64,7293

4-OMe IMH-02 59,7176 65,7318

i /@ 2,4-OMe JMH-03 61,6122 64,4446

Rt NN N 3,4,5-OMe JMH-04 62,0526 65,1591
= N 3,5-OMe-4-OH JMH-05 65,8728 71,1888
3-OEt-4-OH JIMH-06 63,5595 70,4431

Continua



Tabela 3 — Dados de docking molecular da série congénere e dos ligantes

cocristalizados (continuacao)

SERIE R1 COMPOSTO 5-LOX RB2AD
4-OH JMC-01 57,9559 66,5873
o 4-OMe IMC-02 57,9102 67,0063
i /©/ 2,4-OMe JMC-03 63,4255 67,9746
- :\ >~ N 3,4,5-OMe JMC-04 63,9509 69,7469
= N 3,5-OMe-4-OH JMC-05 67,0010 71,6300
3-OEt-4-OH JIMC-06 64,0676 69,9660
4-OH JMF-01 58,8509 64,8722
] 4-OMe IMF-02 57,8711 66,7684
0 /©/ 2,4-OMe IMF-03 67,4515 70,5447
N 3,4,5-OMe IMF-04 69,8716 69,9501
=~ N 3,5-OMe-4-OH JMF-05 66,3654 69,2334
3-OEt-4-OH IMF-06 65,7789 70,3611
4-OH JMM-01 59,6801 68,0732
o 4-OMe IMM-02 63,4707 66,8587
0 /©/ A 2,4-OMe IMM-03 67,5411 66,5540
R,_:\ = N 3,4-OMe JMM-04 67,9126 66,6021
= N 3,5-OMe-4-OH JMM-05 73,0167 68,4721
3-OEt-4-OH IMM-06 66,7607 68,1801
4-OH JMN-01 57,9816 67,7340
0 4-OMe JMN-02 58,5268 67,8283
o Y~o 2,4-OMe JMN-03 61,5772 70,1930
PN ~/©/ 3,4,5-OMe JMN-04 65,0540 74,2588
) oW " 3,5-OMe-4-OH JMN-05 67,9335 71,8776
3-OEt-4-OH JMN-06 64,1429 76,2316
4-OH JMD-01 58,2621 71,5469
. o 4-OMe JMD-02 59,5920 67,4800
2,4-OMe JMD-03 66,7717 69,9669
R—:; \CN N I 3,4,5-OMe IMD-04 65,0284 71,1207
3,5-OMe-4-OH JMD-05 64,2199 71,2443
3-OEt-4-OH JMD-06 62,4384 74,7074
AKBA 55,6112
Salbutamol 63,1676

Fonte: Autoria (2024).
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Dentre todas as moléculas da série congénere, destacam-se o JMM-05 e o
JMN-06, pois foram os compostos com maior valor de fitness score no docking com
a 5-lipoxigenase e o receptor B2-adrenérgico, respectivamente. Primeiramente, a 5-
LOX é a enzima responséavel pela sintese de leucotrieno As (LTA4), 0 precursor
imediato dos leucotrienos biologicamente ativos (SMITH; MURPHY, 2016, p. 276). O
JMM-05 interagiu com a 5-LOX de maneira similar ao inibidor alostérico seletivo para
a isoforma 5-lipoxigenase, o AKBA (Figura 7). Da mesma forma fizeram os
compostos sintetizados JMH-04, JMN-04 e JMC-04, os quais interagiram com a 5-
LOX, apresentando um fitness também superior ao do AKBA.

Figura 7 — Complexos da 5-LOX (ID: 6NCF) com a) AKBA, b) JMM-05, c) JMH-04,
d) JMN-04 e e) IMC-04
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Fonte: Autoria (2024).

Nas cinco moléculas, foram observadas interacdes de carater iGnico com o
residuo de Arg'®!, um residuo importante para atividade enzimatica (Gilbert et al.,
2020), sendo que o AKBA interagiu por ponte salina, e as demais estruturas por Tr-
cation. O grupo acetiloxi do AKBA realizou ligacdes de hidrogénio com Thr3’, assim
como um dos grupos metoxi na posicdo meta do anel trimetoxifenilico dos

compostos JMH-04 e JMC-04. O mesmo residuo acetiloxi do AKBA também realizou
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ligagcdo de hidrogénio com Arg*®®, assim como o JMM-05 e o JMN-04. Estas Ultimas
moléculas também realizaram interagcbes de empilhamento 1T-anion e Tr-sigma,
respectivamente, com o residuo acido de Glu'**. As interacdes de empilhamento
representam um grupo de interacdes dipolares essenciais nos sistemas biolégicos,
contribuindo para o reconhecimento e estabilidade do complexo ligante-proteina
(Freitas; Schapira, 2017; Persch; Dumele; Diederich, 2015; Polshakov; Batuev;
Mantsyzov, 2019).

Por fim, outras interagcdes importantes foram observadas, como ligagdo de
hidrogénio dos compostos JMM-05 e JMN-04 e o residuo basico Arg®. O grupo
ciano do JMH-04 e do JMC-04 realizou ligacédo de hidrogénio com Val110. O JMH-04
também realizou interacdo de empilhamento -amida com Ala®®8. Essas interacdes
propdem fortemente a 5-LOX como um alvo potencial para estas moléculas, uma
vez que interagbes semelhantes foram observadas para 0s outros compostos da
série congénere.

No receptor B2-adrenérgico, o0 JMN-06 e o JMN-04 realizaram ligacbes de
hidrogénio, através do grupo nitro, com os residuos de Ser?®’ e Thr''8, mimetizando
as duas ligacGes de hidrogénio realizadas pelos &tomos de oxigénio do grupamento
3-hidroximetil-4-hidroxifenilico do salbutamol. De maneira similar ao modo de ligacéo
do ligante de referéncia, o anel nitrofenilico do JMN-06 e do JMN-04 € estabilizado
por uma interagdo de empilhamento -1 em forma de T com Phe?®° e por interacdes
de empilhamento Tr-alquil e T-sigma com Val''’ e Val''4, respectivamente, o que

possivelmente explica seus significativos valores de fitness score (Figura 8).
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Figura 8 — Complexos do RB2AD (ID: 7DHI) com a) Salbutamol, b) JMN-06, c)
JMH-04, d) JMN-04 e e) IMC-04
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Fonte: Autoria (2024).

O JMH-04 e o JMC-04 apresentaram um perfil de interagcbes com o receptor
Bz-adrenérgico bastante semelhante. A presenca do atomo de cloro no lugar de um
hidrogénio no anel aromatico possibilitou um maior nimero de interacdes fracas de
empilhamento 1r-alquil e alquila, o que se correlaciona com o fitness levemente
superior do JMC-04 (69,7469) em relagédo ao do JMH-04 (65,1591). Contudo, estes
compostos realizaram menos interacdes fortes com o receptor em relagcdo as
moléculas com grupo nitro. Ambos realizaram apenas uma ligacdo de hidrogénio
com Thr*® em detrimento das trés ligacdes de hidrogénio realizadas pelo JMN-04 e
JMN-06. Portanto, grupos polares, como o0 grupo nitro, parecem ser importantes para
a interacdo com o receptor Bz2-adrenérgico, visto que estes grupos realizam
interacdes fortes, como ligacdes de hidrogénio, com residuos importantes no sitio
ativo.

Os valores de fitness score indicam que estes compostos tem um grande
potencial para o tratamento da asma, almejando duas vias importantes para a
fisiopatologia da doenca, a inflamag¢do mediada por leucotrienos das vias aéreas e a
broncoconstricdo. Esses resultados sugerem, portanto, o potencial multialvo dessas
moléculas, 0 que poderia trazer vantagens para o tratamento da asma, como

reducdo de efeitos adversos e do risco de interagbes medicamentosas pelo uso de
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mais de um farmaco, reducdo do desenvolvimento de toleréncia ou resisténcia ao
tratamento e comodidade, culminando no aumento da adesé&o ao tratamento (Talevi,
2015).

5.3 Sintese e caracterizacao fisico-quimica

Todos os compostos apresentaram bons resultados no docking molecular,
contudo, devido a disponibilidade de reagentes e pensando na viabilidade sintética
das moléculas, foram escolhidos os compostos JMH-04, JMN-04 e JMC-04 para
sintetizar. A primeira etapa para obtencédo desses compostos consiste na obtencao
dos intermediarios reacionais, os precursores JM-01 (2-ciano-N-fenilacetamida), JM-
02 (2-ciano-N-(4-nitrofenil)acetamida) e JM-03 (2-ciano-N-(4-clorofenil)acetamida),
respectivamente. Esses intermediarios ja estavam disponiveis no laboratorio onde o
estudo foi desenvolvido, os mesmos sdo obtidos pela reacdo de substituicdo
nucleofilica (adicdo-eliminacdo) acilica entre cianoacetato de etila e uma anilina

substituida conforme mecanismo demonstrado na Figura 9.

Figura 9 — Mecanismo para obtencéo dos intermediarios reacionais via substituicao

nucleofilica acilica

R Nee I "0’ R
e N v . — O
N 0 AcOH MO/\ +H* \\/‘\\_,Q -H* N\\)-L
SHAo~T7 S T N
NH,
R =H (JM-01)
/©/ R = NO, (JM-02)
R R = CI (JM-03)
R

Fonte: Autoria (2024).

Inicialmente, o cianoacetato de etila (eletréfilo acilico) € protonado pelo
catalisador acido acético (AcOH), formando uma espécie carbonilica protonada. O
objetivo do catalisador € aumentar a eletrofilicidade da carbonila, facilitando o ataque
posterior pela anilina substituida (nucledfilo). O intermediario tetraédrico formado
sofre um prototropismo e se rearranja para restaurar a ligagéo 1 carbono-oxigénio
da carbonila, eliminando uma molécula de etanol (grupo de saida) nesse processo.

Finalmente, um préton é liberado, restaurando o catalisador acido.
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A proxima etapa consiste na condensacgdo de Knoevenagel entre o JM (-01,
02 ou 03) e o 3,4,5-trimetoxibenzaldeido, formando, respectivamente, JMH-04, JMN-
04 e JMC-04. O mecanismo (Figura 10) comeca com a desprotonacdo de um dos
hidrogénios do carbono metilénico do JM na presenca de um catalisador basico
(morfolina). A acidez desses hidrogénios é explicada pela formacdo de um carbanion
gue pode ser estabilizado por conjugacdo com 0s grupos elétron-retiradores
vizinhos, a carbonila e a nitrila. Diferentes estruturas de ressonancia podem ser
desenhadas para representar essa estabilizacdo, porém escolheu-se representar a
estrutura de um enolato no mecanismo, devido ao maior carater retirador de elétrons

da carbonila e a maior capacidade do oxigénio em estabilizar uma carga negativa.

Figura 10 — Mecanismo para obtencédo dos compostos JMN-04 e JMC-04 via
condensacao de Knoevenagel

b T
2 ﬁ morfolina
—— -

N
o R = H (JMH-04) E j

R = NO, (JMN-04)
- R = CI (JMC-04)

Fonte: Autoria (2024).

Em seguida, o enolato formado age agora como nucledfilo e ataca uma
molécula de aldeido (eletrofilo), como numa adicdo nucleofilica acilica. O
intermediario aniénico formado pode receber um préton do solvente ou da propria
morfolina protonada, restaurando o catalisador. O produto formado é um composto
B-hidroxicarbonilico, o qual € instavel e pode sofrer eliminagdo para formar uma
dupla ligacdo carbono-carbono. A eliminacdo se da por um mecanismo E1cB

(eliminagdo unimolecular promovida pela base conjugada). A morfolina remove o
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préton a a carbonila e a nitrila, formando mais um enolato estabilizado por
conjugacéao, o qual se rearranja eliminando agua (Clayden; Greeves; Warren, 2012,
p. 400).

A reacgao para obtencéo do JMH-04 durou 24h, enquanto que a do JMN-04 e
JMC-04 durou 48h. O JMH-04 se apresentou como um cristal marrom claro e os
outros dois compostos como um cristal amarelado. Uma vez sintetizados, os
compostos foram isolados e submetidos a caracterizacdo fisico-quimica, assim
foram determinados o rendimento da reacao, a faixa de fusdo e o fator de retencéo

dos compostos (Tabela 3).

Tabela 4 — Resultados de sintese, faixa de fuséo e fator de retencéo (Rf) dos

compostos

COMPOSTO RENDIMENTO FAIXA DE FUSAO FATOR DE RETENCAO

(°C) (RF)*
JMH-04 41,7% 115-120 0,57
JMN-04 37,0% 212-214 0,57
JMC-04 41,8% 189-192 0,57

Fonte: Autoria (2024). 1O fator de retencdo foi determinado pela razdo da distancia percorrida pelo

composto e a distancia percorrida pela fase mével (sistema hexano/acetato de etila 7:3) na CCD.

O rendimento das reacdes foi relativamente baixo em comparacdo ao
rendimento da sintese de JMPR-01 (72,36%) obtido anteriormente por Silva et al.
(2022), possivelmente devido as mudancas nas condi¢cbes reacionais, como
catalisador, temperatura e solvente. A faixa de fusdo do JMN-04 e do JMC-04 foi
superior a do JMH-04, devido a maior polaridade do grupo nitro e ao aumento no
peso molecular com a introducdo do atomo de cloro, possibilitando a formacéo de
forcas intramoleculares atrativas mais intensas (Yalkowsky; Alantary, 2017). O fator
de retencdo é calculado dividindo a distancia percorrida pelo composto pela
distancia percorrida pelo solvente na CCD, sendo, portanto, um indicativo de sua
polaridade (Ciura et al., 2017). O fator de retencéo calculado para os trés compostos
curiosamente foi 0 mesmo, 0 que sugere que estas moléculas nao diferem

significativamente em polaridade.
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Também foi determinado o perfil de solubilidade aparente (qualitativa) dos
compostos, em diferentes solventes, o qual se apresenta no Quadro 1. A
solubilidade é uma propriedade crucial das moléculas e influencia fortemente sua
atividade biolégica. De maneira geral, a solubilidade é um parametro que necessita
ser avaliado ja no inicio do processo de desenvolvimento de novos farmacos, uma
vez que pode impactar desde a eficacia dos ensaios in vitro até a elaboracdo de

formulacdes a serem testadas em ensaios pré-clinicos e clinicos (Barret et al., 2022).

Quadro 1 — Solubilidade aparente dos compostos sintetizados

SOLVENTE JMH-04 JMN-04 JMC-04
TOLUENO solavel pouco solavel pouco soluvel
CLOROFORMIO solavel solavel solavel
ACETONA soluvel soluvel soluvel
DIOXANO soluvel soluvel soluvel
DMSO! solavel solavel pouco soluvel
ACETONITRILA soldvel moderadamente solavel moderadamente solavel

PROPANOL moderadamente sollavel insolavel pouco soluivel
ETANOL moderadamente solavel insolavel insolavel
METANOL pouco soluvel insolavel insolavel
AGUA insolavel insolavel insolavel

Fonte: Autoria (2024). :DMSO: dimetilsulféxido.

5.4 Predicéao de perfil farmacocinético in silico

No desenvolvimento de farmacos, as propriedades farmacocinéticas podem
ser um grande empasse na descoberta de novos leads, uma vez que moléculas com
significativa atividade também precisam apresentar as caracteristicas necessarias
para chegar ao seu local de acdo. As ferramentas in silico podem auxiliar esse
processo, delineando as propriedades fisico-quimicas e provaveis propriedades
farmacocinéticas dos compostos (Rognan, 2017). Nesse estudo, 0s compostos

sintetizados apresentaram um bom perfil farmacocinético in silico, com alta absor¢éo
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gastrointestinal e nenhuma violagdo as regras de druglikeness de Lipinski (peso
molecular < 500; MLogP < 4,15; aceptores de ligagdo de hidrogénio < 10; doadores
de ligacao de hidrogénio < 5), indicando boa biodisponibilidade oral (Tian et al.,
2015).

Os trés demonstraram ser provaveis inibidores da isoforma majoritéria
CYP3A4, porém nao demonstraram ser substrato da glicoproteina P, nem atravessar
a barreira hematoencefalica (BHE). A inibicdo/inducdo de enzimas do citocromo
P450, envolvidas com o metabolismo dos farmacos, é acompanhada de potenciais
interagbes medicamentosas com outros farmacos que sdo metabolizados
predominantemente por estas enzimas. Da mesma forma, a interacdo com a
glicoproteina P esta associada a interacdes medicamentosas importantes. Por fim, a
ndo permeacdo da BHE se mostra como um ponto positivo, uma vez que moléculas
gue cruzam esta barreira tem o grande potencial de causar efeitos adversos no
sistema nervoso central (Li et al., 2019). Na Tabela 4 estdo reunidos os resultados

de propriedades farmacocinéticas das moléculas sintetizadas.

Tabela 5 — Principais propriedades farmacocinéticas previstas in silico para os
compostos sintetizados

PROPRIEDADES JMH-04 JMN-04 JMC-04
Peso Molecular 338,36 g/mol 383,35 g/mol 372,80 g/mol
Mlog P 1,50 0,62 2,00
Log S -3,92 -4,15 -4,68
Absorcéao Gi alta alta alta
Permeabilidade Pela BHE néo nao nao
Substrato da P-Gp nao nao nao
Inibicdo de CYP3A4 sim sim sim
Inibicdo De CYP2D6 nao sim sim
Inibicdo De CYP2C9 sim sim sim
Violagéo I_Z)e_ls R(_egras De 0 0 0
Lipinski

Fonte: Autoria (2024).
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Em relagéo a pontos de metabolismo, os trés compostos apresentam pontos
suscetiveis em comum, tais como o aceptor de Michael, o qual pode conjugar com
bionucledfilos organicos, como a glutationa (Jackson et al.,, 2017). Também
apresentam as metoxilas em anel aromatico que podem sofrer O-desalquilacdo. No
caso do JMN-04 e do JMC-04, o bloqueio da posi¢cdo para do anel aromatico pelo
atomo de cloro e pelo grupo nitro, respectivamente, impede que esta posicado seja
alvo de hidroxilacdo aromaética, a qual pode ocorrer no JMH-04. Além disso, 0 grupo
nitro do JMN-04 pode sofrer reducéo catalisada por nitrorredutases. Por fim, todos
0S compostos possuem 0 grupo amida, o qual pode sofrer hidrélise, contudo com
menos facilidade do que o grupo éster. Na Figura 11 estdo destacados 0s principais

pontos de metabolismo dos compostos.

Figura 11 — Principais pontos de metabolismo das moléculas sintetizadas

/—_;nitrorredugéo (JMN-04, R = NO3)

R

\—= hidroxilagdo aromatica (JMH-04, R = H)

aceptor de Michael (O

O-desalquilagdo HSCO

conjugacéo
(glicorunidagdo,
sulfatagdo...)

OCHj

Fonte: Autoria (2024).

Apesar da provavel inibicdo das CYPs, os compostos sintetizados neste
estudo demonstraram uma boa predicdo de perfil farmacocinético, com énfase para
a alta previsdo de absorgcdo gastrointestinal, sem nenhum descumprimento das
regras de Lipinski, 0 que corresponde ao perfil de um farmaco com caracteristicas

desejaveis para administracdo oral (Chagas; Moss; Alisaraie, 2017).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A série congénere planejada, a partir de um promissor composto N-
fenilacetamidico com atividade anti-inflamatoria, apresentou promissores resultados
de perfil farmacodindmico e farmacocinético in silico. Todos 0s compostos
apresentaram afinidade no docking molecular com a 5-lipoxigenase e com o receptor
Bz-adrenérgico, importantes alvos relacionados a asma, com perfil de interacdes
intermoleculares semelhante & de farmacos ou moléculas biologicamente ativas ja
conhecidas. Apesar do rendimento das reacdes ter sido relativamente baixo, foi
possivel obter trés compostos através de uma rota sintética simples. Na analise das
propriedades farmacocinéticas, as moléculas demonstraram caracteristicas
desejaveis, desde alta absorcdo gastrointestinal a ndo permeacdo da barreira
hematoencefélica, com apenas algumas observacdes quanto a inibicdo de enzimas
do metabolismo dos farmacos e presenca de aceptor de Michael. Sendo assim, este
estudo abre novos caminhos para a exploracdo do nucleo N-fenilacetamidico como
potencial scaffold para o desenvolvimento de farmacos antiasmaticos multialvos,
almejando os dois componentes principais da fisiopatologia da asma, a inflamagéo e
a broncoconstricdo. A combinacao dessas duas atividades numa s6é molécula traria
beneficios para o tratamento da asma, como maior eficacia terapéutica, menor risco

de resisténcia e maior comodidade.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Explorar mais modificagOes estruturais e realizar estudos mais sofisticados
como dinamica molecular.

e Explorar novas rotas sintéticas.

e Submeter os compostos a caracterizacdo estrutural (espectroscopia de
infravermelho e ressonancia magnética nuclear).

e Realizar estudos in vitro e in vivo.

e Testar novos alvos mais especificos.
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