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RESUMO

As moléculas sintéticas, ao lado dos produtos naturais, sdo uma fonte promissora para a
descoberta de novas terapias farmacologicas. O tiofeno pertence a uma classe de
compostos heterociclicos contendo anéis de cinco membros. Dentre os heterociclicos
tiofénicos, destacam-se 0os compostos 2-amino-tiofeno, que tém sido bastante relatados
nos estudos de investiga¢do de novas drogas. Os compostos sintetizados a partir dos 2-
amino-tiofenos sdo importantes intermediarios da sintese de compostos
farmacologicamente ativos. Diante disto, esta pesquisa, teve como objetivo avaliar a
atividade gastroprotetora e toxicologica de derivados 2-amino-tiofeno. Os compostos
foram sintetizados e caracterizados pelo Laboratorio de Desenvolvimento e Sintese de
Farmacos (LDSF) e testados no laboratorio de Ensaios Farmacologicos da Universidade
Estadual da Paraiba. Foram utilizados camundongos (Mus musculus) de ambos os
sexos. A atividade gastroprotetora foi avaliada pelos modelos de indugdo aguda de
ulcera por etanol e por anti-inflamatoério ndo esteroidal (AINE). Para avaliacdo de
seguranca foi realizado o teste de toxicidade aguda ndo clinica. Na triagem avaliou-se a
atividade de 5CN, 6CN e 7CN pelo modelo de ulcera induzida por etanol, e o Gnico
com atividade significante foi o 7CN 100 mg/kg, que inibiu as lesdes em 45%. No
segundo ensaio pelo mesmo modelo foi avaliada a atividade do 7CN nas doses de 100 e
150 mg/kg. Na dose de 100 mg/kg a inibi¢do foi de 33%, ja para a dose de 150 mg/kg
foi de 54%. No ultimo ensaio utilizando o modelo de ulcera por etanol, foi avaliada a
atividade do WMO03. Neste ensaio, as inibi¢des para WMO03 50, 100 e 150 mg/kg foram
de 6, 19 e 52%, respectivamente. O tltimo teste aplicado para avaliacdo da atividade
gastroprotetora foi o de ulcera induzida por anti-inflamatorio nio esteroidal (AINE),
onde foi verificada a atividade dos dois compostos mais promissores, WMO03 ¢ 7CN 150
mg/kg, os quais apresentaram inibi¢do das ulceras de 51 e 44%, respectivamente. Na
avaliacdo da toxicidade aguda do composto WMO3 na dose de 1500 mg/Kg nao foi
evidenciada nenhuma alteracdo fisiologica ou comportamental, indicando baixa
toxicidade do composto testado. Os resultados obtidos mostram uma possibilidade
desses compostos tornarem-se agentes terapeuticos, sendo uma nova alternativa para o
tratamento de lesdes gastricas, entretanto, faz-se necessaria a continuagdo desses
estudos, que ratifique a seguranga do seu uso, e elucide os possiveis mecanismos da
resposta farmacologica.

Palavras-chave: 2-Amino-tiofenos. Atividade gastroprotetora. Quimica Medicinal.



ABSTRACT

The synthetic molecules are nowadays, together with plants derivative molecules, a
promising source for the discovery of news pharmacological therapies. The thiophene
belongs to a class of heterocyclic compounds bearing five member rings. Among the
thiophene heterocyclics, stands out the 2-amino-thiophene compounds, which have been
fairly related on studies of new drugs investigation. The synthesized compounds starting
of the 2-amino-thiophene are important intermediates of pharmacologically active
compounds. With that on sight, this study had the objective of evaluate the gastro-
protective and the toxicological activity of 2-amino-thiophene derivatives. The
compounds were synthesized and characterized by the Laboratory of Developing and
Synthesis of Drugs (LDSF) and tested in the Laboratory of Pharmacological Assay of
State University of Paraiba (UEPB). Mices (Mus musculus) of both genders were used.
The gastro-protective activity was evaluated through the models of acute ulcer induced
by ethanol and by non-steroidal anti-inflammatory (AINE). For the safety evaluation
was performed the test of non-clinic acute toxicity. For screening was evaluated the
activity from 5CN, 6CN and 7CN through the model of ulcer induced by ethanol, and
the only one with significant activity was the 7CN 100 mg/kg, which inhibit the lesions
in 45%. In the second experiment through the same model was evaluated the activity of
7CN in dose of 100 and 150 mg/kg. In the dose of 100 mg/kg the inhibition was 33%,
and for the dose of 150 mg/kg was about 54%. In the last experiment making use of
model of ulcer by ethanol, was evaluated the activity of WMO03. In that test, the
inhibition for WMO03 50, 100 and 150 mg/kg was about 6, 19 and 52%, respectively.
The last test applied for the evaluation of gastro-protective activity was the ulcer
induced by non-steroidal anti-inflammatory (AINEs), in which was verified the activity
of most promising compounds, WMO03 and 7CN 150 mg/kg, which displayed inhibition
of ulcers in 51 and 44%, respectively. In the evaluation of acute toxicity of compound
WMO3 in dose of 1500 mg/kg there were not shown no physiological neither behavioral
alterations, indicating low toxicity of the tested compound. The collected results display
a possibility of these compounds to become therapeutic agents, being a new choice for
the treatment of gastric lesion, however, these studies must go on, that ratify it safety,
and elucidate the possible mechanisms of the pharmacological effect.

Keywords: 2-Amino-thiophenes. Gastro-protective activity. Medicinal Chemistry.
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1 INTRODUCAO

A tlcera gastrica ¢ uma doenga multifatorial cronica, sendo a principal patologia do
trato gastrointestinal, que afeta o revestimento mucoso do estdomago. A fisiopatologia da
ulcera gastrica advém de um desequilibrio entre fatores agressivos e protetores

(AMIRSHAHROKHI; KHALILIL, 2017).

A prevaléncia da tlcera gastrica € alta, sendo estimada em cerca de 5-10% e incidéncia
de 0,1-0,3% ao ano (LANAS; CHAN, 2017). No Brasil, apesar da auséncia de registros
epidemiologicos em casos de lcera, sabe-se que ha numerosos casos envolvendo esta doenca,

o que significa que é um problema de satude publica significativo (MAZZEOQ et al., 2015).

A reducdo da producdo de acido gastrico, bem como o refor¢o da protegdo da mucosa
gastrica tem sido as principais abordagens para a terapia da ulcera péptica. Portanto, ¢ ideal
que qualquer farmaco com esta finalidade agregue propriedades gastroprotetoras além de
cicatrizantes da mucosa (MISHRA et al., 2013). Embora um grande arsenal de drogas com
atividade gastroprotetora ja esteja no mercado, nenhum deles resulta em 100% de remissdo de
ulceras com efeitos colaterais minimos e sem comprometer o bem-estar do paciente, o que

geralmente resulta no uso cronico desses medicamentos (MAZZEOQO et al., 2015).

Desse modo, os efeitos secundarios indesejaveis promovidos por estes agentes, tem
motivado a busca por novas fontes terapéuticas, cujo potencial gastroprotetor seja
acompanhado de um minimo de efeitos colaterais e um baixo custo de produgdo. Atualmente,
o isolamento de substancias derivadas de plantas e a sintese de novas estruturas quimicas sao
as fontes mais relevantes na descoberta de novas alternativas para o tratamento de afecgoes,

incluindo o combate a tlcera gastrica (APOLINARIO, 2016).

Um nucleo deveras importante na elucidagdo de novas fontes farmacologicas ¢ o
tiofeno. O tiofeno pertence a uma classe de compostos heterociclicos contendo anéis de cinco
membros, destacando-se o heterodtomo enxofre, sendo sua formula C;4H,S. A estrutura do
tiofeno pode ser encontrada em certos produtos naturais e também ¢ incorporada em varios
compostos farmacologicamente ativos, a exemplo dos quimioterapicos sintéticos, além disso
o anel tiofénico tem sido utilizado como precursor de importantes produtos farmacéuticos,

como a Olanzapina, no tratamento da esquizofrenia e do transtorno bipolar (LUNA, 2016).

Dentre os derivados tiofénicos, destacam-se os compostos 2-amino-tiofeno, que t€m
sido bastante relatados nos estudos de investigacdo de novas drogas. Os compostos

sintetizados a partir dos 2-amino-tiofenos sdo importantes intermediarios da sintese de
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compostos farmacologicamente ativos (CHAKRABARTI et al., 1980; CHAKRABARTI;
HOTTEN; TUPPER, 1993; CALLIGARO et al., 1998). Para estes derivados ja foram
relatadas atividades anti-inflamatoria (KHAN et al., 2005), hipoglicemiante (DUFFY et al.,
2005), antimicrobiana (ARORA et al., 2013), ansiolitica (FORTES et al., 2013), antioxidante
(GOUDA et al., 2013), antifungica (ABO-SALEM et al., 2014), antiplaquetaria (JAGADISH
et al., 2014) e antileishmanial (RODRIGUES et al., 2015).

Dada a amplitude de atividades apresentadas pelos derivados tiofénicos, presume-se
que os 2-amino-tiofeno sejam candidatos promissores a novos compostos com atividade
cicatrizante e/ou protetora gastrica. Assim, esta pesquisa visa investigar a possivel atividade
gastroprotetora de novas estruturas tiofénicas, objetivando o desenvolvimento, a longo prazo,

de um novo medicamento, para o tratamento da tlcera gastrica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade gastroprotetora e toxicidade de derivados 2-amino-tiofeno.

2.2 Objetivos especificos

» Realizar uma triagem da atividade gastroprotetora dos compostos SCN, 6CN e 7CN
através do modelo de ulcera induzido por etanol em camundongo;

# Avaliar a interferéncia de um grupo quimico substituinte lipofilico no comportamento
in vivo do composto 7CN;

= Avaliar a atividade gastroprotetora dos compostos com melhor desempenho, pelo
modelo de tlcera gastrica induzida por AINEs;

= Avaliar a toxicidade aguda pré-clinica do composto que apresentar melhor potencial

gastroprotetor.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Fisiologia da secre¢ao gastrica

Em conjunto com uma refei¢do, a secrecdo de acido gastrico pode ser considerada
como ocorrendo em trés fases: cefalica, gastrica e intestinal. A maior parte da secregao ocorre
durante a fase géstrica, quando a refeigdo estd presente no estdbmago. A secrecdo de outros

produtos gastricos, como amilases e proteases, geralmente ¢ paralela a do a&cido (MACCOLL;
EL-OMAR, 2002)

Mesmo antes da ingestdo da refeicdo, o estomago ¢ preparado para recebé-lo pela
chamada fase cefalica da secrecdo. Durante a fase cefalica, as fungdes de varios sistemas
gastrointestinais, além do estdmago, comecam a ser reguladas, incluindo o pancreas e a

vesicula biliar (DI MARIO; GONI, 2014)

A fase géstrica da secre¢@o ¢ a mais importante. A secrecdo agora ¢ amplificada ainda
mais através de estimulos mecanicos ¢ quimicos decorrentes da presenca da refeicdo no
limen. A fase gastrica da secrecdo também ¢ acompanhada por um aumento acentuado do
fluxo sanguineo gastrico, que fornece os requisitos metabolicos dos tipos celulares que
secretam ativamente. Assim, enquanto as taxas secretoras de acido permanecem altas, o pH
efetivo na maior parte do lumen pode subir para 5. Isso garante que a taxa de secregdo de
acido durante a fase gastrica ndo seja atenuada por uma inibi¢ao da liberagdo de gastrina que
de outra forma seria mediada pela somatostatina. A medida que a refei¢do se move para fora
do estdmago em direcdo ao duodeno, a capacidade tampao do limen ¢ reduzida e o pH
comega a cair. Sendo esta, considerada a fase de finalizagdo da secregdo géstrica, ou fase
intestinal (DI MARIO; GONI, 2014).

3.1.1 Vias de liberagao e inibicao de acido gastrico

As células parietais ou células oxinticas sdo células epiteliais do estdmago que tém a
fungao de secretar o dcido gastrico. Este converte pepsinogénio em pepsina, além de auxiliar
na digestdo e proteger o estdomago contra infecgdes (RAMSAY; CARR, 2011). A secrecdo de
acido ¢ regulada por trés vias, tendo como agonistas a acetilcolina (ACh) (via neuronal),

histamina (via paracrina) e gastrina (via endocrina) (Figura 1).

A acetilcolina liberada pelo nervo vago age sobre receptores muscarinicos M3 e

estimula diretamente a secre¢do de acido, ativando a fosfolipase C (PLC), que converte
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fosfolipidios de membrana em segundos mensageiros, o Inositol trifosfato (IP3) e o
Diacilglicerol (DAG). O IP3 vai induzir a liberagdo de ions de célcio (Ca*") e 0 DAG vai
ativar a proteina cinase (PKC). A ACh também estimula indiretamente a produgdo de 4cido
por inibir a somatostatina, uma vez que este hormonio inibi a liberagdo de gastrina e a

histamina (BRAGA et al., 2016).

Figura 1 — Vias e suas respectivas cascatas de liberagdo e inibi¢do do acido gastrico
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Fonte: Misodor (2009)

A histamina é produzida pelas células enterocromafin-like (ECL), e liga-se aos
receptores H2 de histamina, presentes nas células parietais. A ativagdo do receptor, provoca a
Adenilato Ciclase a clivar o trifosfato de adenosina (ATP), produzindo o segundo mensageiro

adenosina monofosfato ciclico (AMPc) (BRAGA et al., 2016).

A gastrina € o principal estimulador da secrecdo gastrica durante a alimentacdo, e age
principalmente liberando a histamina das c¢lulas ECL no corpo e fundo do estomago. Além
disso, este hormonio liga-se aos receptores de gastrina/colecistocinina do tipo 2 (CCK-2),
aumentando os niveis intracelulares de Ca”’, sendo esta sua forma direta de produgo de 4cido

gastrico (RAMSAY; CARR, 2011; BRAGA et al., 2016).

O objetivo final da acdo da Histamina, Gastrina e ACh ¢ a ativacdo bomba de protons

(H'/K'-ATPase), que estd presente em demasia nas células parietais e realizam a troca de
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H"e K", das células parietais para o limen, e da luz gastrica para as células, respectivamente.
O H' ird se unir com o Cloreto (Cl) que sai pelos canais idnicos, também das células
parietais, formando o acido cloridrico (HCI) (RAMSAY; CARR, 2011).

A redugdo brusca de pH géstrico, leva a um aumento da produgdo de somatostatina,
que por sua vez, inibe a liberagcdo de histamina e gastrina, além de atuar diretamente sobre
receptores especificos das células parietais, elevando o pH para a normalidade. A célula
parietal ainda contém outro receptor inibitorio, o receptor para prostaglandina E, (PGE,). A
PGE; inibe a secre¢do de acido agindo diretamente nas células parietais e reduzindo AMPc, e
indiretamente inibindo a secre¢do de gastrina e estimulando a producdo de somatostatina
(BRAGA etal., 2016).

3.2 Ulcera gastrica e mecanismos de defesa endogenos

A Tlcera gastrica, ou ulcera péptica ¢ uma lesdo na mucosa géstrica ou duodenal,
marcada por perda de substancia de 5 mm, podendo chegar a lesdes de centimetros, se
estendendo em profundidade para além da mucosa muscular (CARRETERO, 2016). As
lesdes podem atingir submucosas adjacentes, e musculaturas externas, nestes casos, sendo a
recuperacdo ainda mais demorada, pois requer reparo de danos celulares e teciduais
profundos, além de formacdo completa do tecido conjuntivo danificado e recuperacdo da

arquitetura de vasos sanguineos (MANJEGOWDA et al., 2017).

A ulcera gastrica foi descrita pela primeira vez no século XIX, no ano de 1835, mas,
foi a partir do século XX que essa afecgdo passou a ser mais prevalente e chamar aten¢ao dos
profissionais de saude, pois eram recorrentes as cirurgias, com altas taxas de morbidade e
mortalidade (BARKA et al., 2017).

Segundo Sagun e colaboradores (2017) a prevaléncia da tlcera gastrica ¢ dominante
nos paises asidticos, talvez pela exposicdo constante a fatores, como o estresse. Ainda,
segundo este autor a progressdo da ulcera géstrica resultou em hemorragia e perfuragdo, em
20% e 7% dos acometidos, respectivamente, afetando 87,4 milhdes da populagdo mundial

levando a 6bito 0,3% destes pacientes.

Carretero (2016) afirma que atualmente a prevaléncia ¢ estimada entre 0,12 ¢ 1,5% ¢ a
incidéncia varia entre 0,09-0,3% por paciente e ano, sendo as pessoas de idade avangada, as
mais acometidas. J4, Hui & Fangyu (2016) declaram que a Ulcera gastrica esta presente em 4

a 5% da populacdo mundial. Os nimeros variam e ndo sao precisos, visto que o problema ¢é
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difundido por todo o globo, o fato ¢ que esta moléstia ¢ uma das mais importantes que

acometem o trato gastrointestinal.

Normalmente existe um equilibrio entre fatores de protecdo e fatores agressivos, no
limen gastrico. Sendo a protecao realizada por: produgcdo de muco e bicarbonato, barreira
mucosa, regeneracao celular, fluxo sanguineo adequado, balango acido-base, grupos sulfidrila
endogenos e fator de crescimento epidérmico (KALAYCI et al., 2017) e a agressdao por
elementos, como: secrecao excessiva de acido gastrico, refluxo biliar, secrecdo de pepsina,
espécies reativas de oxigénio, habitos alimentares, consumo de alcool em excesso, tabagismo,
predisposi¢do genética, estresse, o uso prolongado de anti-inflamatérios nao-esteroidais
(AINES) e principalmente a infec¢do por Helicobacter pylori (SHEN et al., 2017; YANG et
al., 2017). Anteriormente acreditava-se que, a fisiopatologia da lcera géstrica estava centrada
na hipersecrecdo de acido e pepsina, porém, atualmente sabe-se que esta patologia ¢
decorrente de um desequilibrio causado seja por diminui¢ao das fontes protetoras ou aumento
da exposi¢do aos agentes agressores, que pode levar ao desenvolvimento de lesdes géstricas,

variando em grau, a depender das condi¢des do individuo (NAJM, 2011)

Os mecanismos que o0 organismo emprega para a protecdo da mucosa gastrica podem
ser divididos em trés: pré-epiteliais, epiteliais e pos-epiteliais. Os agentes pré-epiteliais sdo
muco, ¢ uma camada de agua rica em bicarbonato, e basicamente tem a fungdo de proteger a
camada epitelial, além de manter o pH estomacal dentro dos valores normais, logo podem ser
considerados bésicos, embora de muita importancia. Os mecanismos de defesa epitelial sdo a
unido entre membranas celulares apicais e células de superficie, que limitam a passagem de
ions hidrogénio para a mucosa. Ja o agente de defesa pos-epitelial € o fluxo sanguineo da
mucosa, que fornece energia ¢ substratos, para manter a integridade e permitir a mucosa, a

execucdo de tarefas, como produgdo de muco e bicarbonato (SAMITIER et al., 2008).
3.3 Terapia convencional da ulcera gastrica

O controle da tlcera gastrica pode ser feito com a mudanga nos habitos de vida,
associadas ao uso de medicamentos. Os farmacos usados no tratamento dos distarbios acido-
pépticos podem ser divididos em duas classes: farmacos que reduzem a acidez géstrica e
farmacos que promovem a defesa da mucosa (BAIUBON et al., 2016). Os farmacos que
reduzem a acidez gastrica sdo: antiacidos, que neutralizam o pH gastrointestinal; os
antagonistas dos receptores H2 que sdo antagonistas competitivos e suprimem a secre¢ao de

HCI promovida pela histamina; e os inibidores da bomba de protons (IBPs) que bloqueiam a
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via comum final da secre¢do de HCI, a bomba de protons. Os farmacos que protegem a
mucosa sao: sucralfato que se liga ionicamente as proteinas nas lesdes formando uma barreira
fisica; os analogos das prostaglandinas que estimulam a secre¢do de muco e bicarbonato ¢ os
compostos de bismuto que recobrem as tulceras protegendo contra agdo do HCl (KATZUNG
et al., 2014).

Apesar do bom arsenal terapéutico/farmacologico apenas duas classes ganham
destaque, os antagonistas dos receptores H, de histamina e os inibidores da bomba de protons
(Tabela 1) (RIBEIRO et al., 2016). Porém, devido a superioridade bem respaldada, no alivio
dos sintomas e na cicatrizacao das lesoes, os IBPs substituiram rapidamente os antagonistas
H2, principalmente porque estes ltimos tém uma meia-vida curta (4-8h) e produzem uma
inibicdo incompleta da secre¢do de acido gastrico pos-prandial, por isso precisam ser usados
no minimo duas vezes por dia, diminuindo adesdo do paciente. Além disso desenvolvem o
fenomeno de tolerancia, resultando em declinio massivo de secrecdo acida, com até duas
semanas de uso continuo. Contrariamente, os IBPs inibem a secrecdo 4dcida estimulada por
alimentos, tém uma meia-vida mais longa (10-18h), e at¢ o momento ndo foi relatada

tolerancia a essa classe (SAVARINO et al., 2017).

Tabela 1 — Principais agentes usados no combate a tlcera gastrica

(continua)
Farmaco Classe terapéutica Estrutura quimica
Omeprazol Inibidor da bomba de o
prétons o H N/
——S N
i: :N/ \\o
Lansoprazol Inibidor da bomba de 4F>LF
F
protons 0
! —
\_/
O:N/>— S\\o N
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(conclusao)
Antagonista dos receptores N NH
. . N
- H, de Histamina X )\ | >
Cimetidina : \\N/ N/\/S N/
H

/ NO,
—N
S Antagonista dos receptores \/@\/ i
Ranitidina
o S\/\” ”/

H, de Histamina

Os medicamentos usados para o tratamento da Ulcera gastrica tém diferentes graus de
eficacia e apresentam alguns efeitos colaterais, além de importantes interagdes com outras
classes de medicamentos. Ainda, a taxa de recidiva foi observada em um alto nimero de
pacientes (BAIUBON et al., 2016). Os inibidores da bomba de protons, desde sua introducao
na década de 1980, assumiram o principal papel no tratamento de distirbios acido-géstricos, e
hoje estdo entre os medicamentos mais prescritos no mundo inteiro, contudo seu uso
prolongado pode trazer graves problemas para o paciente. Os principais efeitos colaterais sdo:
reducdo na absor¢do de vitamina B),; reducao na absorc¢do de calcio, ferro e magnésio; risco
aumentado de infecgdes do estomago e intestino e aumento de gastrina (hormonio que
estimula hiperplasia das células parietais, podendo levar ao surgimento de um tumor
carcindide) (SILVA et al., 2013; KATZUNG et al., 2014; MINOZZO et al., 2016). Varios
estudos alertam sobre o perigo do uso cronico dos IBPs, sobretudo, quando este ¢ feito sem o
devido acompanhamento médico do paciente (VAEZI;, YANG; HOWDEN, 2017;
YADLAPATI; KAHRILAS, 2017).

Diante do exposto sdo necessarias pesquisas com finalidade de descobrir novas fontes
terapéuticas para o tratamento da ulcera géstrica. As plantas e as moléculas sintéticas sdo os
principais alvos (FERREIRA; PINTO, 2010). As moléculas sintéticas sdo em sua maioria de
facil obtencdo, além de permitirem ao pesquisador, o conhecimento de todas as estruturas

presentes ao final da sintese.
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3.4 Derivados heterociclicos sintéticos como potencial fonte terapéutica

Por mais de um século os compostos heterociclicos desempenham um papel
importante na quimica medicinal, os quais correspondem a cerca de 65% dos farmacos
atualmente empregados na terapéutica, de onde 95% desses apresentam-se nitrogenados, ¢
outros 25% apresentam atomos de enxofre em sua composi¢ao quimica (BARREIRO;
FRAGA, 2001). Devido a suas vastas aplicagdes, esses esqueletos tém ganhado ainda mais
visibilidade em pesquisas, e esforcos foram feitos para levar a descoberta de novos compostos
bioativos em quimica medicinal. Na industria farmacéutica os derivados heterociclicos sao
prevalentes, com mais de 60% dos principais medicamentos contendo pelo menos um nucleo
heterociclico como parte da topografia geral do composto (KHAN et al., 2015). Além disso,
estes compostos sdo possuidores de ampla atividade bioldgica e tém vantagem de ndo terem

sido extensivamente estudados.

Os sistemas heterociclos contendo enxofre apresentam diversas atividades biologicas e
farmacologicas, isso deve-se em parte a sua semelhanga com estruturas endogenas (a exemplo
do DNA ¢ RNA) ¢ sintéticas ja conhecidas. Além disso, estes compostos sdo altamente
estaveis e exibem propriedades fisico-quimicas interessantes para o desenvolvimento de

novos produtos (KERI et al., 2017).

O tiofeno (Figura 2) e seus derivados sdo uma classe de compostos heterociclos
conhecida por sua vasta atividade farmacologica e biologica. As propriedades descritas na
literatura incluem: anti-inflamatéria, antinocceptiva, antitumoral, anticonvulsivante,
antiarritmico, antituberculosa, antimicrobiana e antidepressiva (RODRIGUES et al., 2015;
HARIT et al., 2017). Segundo a revisdo de Rodrigues e colaboradores (2015) estudos
confirmam que pequenas substitui¢des na estrutura do tiofeno causam grandes diferengas nos
perfis biologicos e farmacologicos. Por tais motivos, esta é considerada uma estrutura

privilegiada para a descoberta de drogas.

Figura 2 — Esqueleto Tiofeno
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Na tabela 2 observamos os anéis heterociclos que sdo Bioisosteros do Tiofeno, com as

principais atividades relatadas na literatura de derivados destes niicleos.
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Tabela 2 — Anéis heterociclos e suas respectivas atividades

Anéis heterociclos Estruturas Atividades
/ \ Antibacteriana (MALLADI et al., 2017);
Furano antioxidante (TANG et al., 2016); anti-
@ inflamatéria (BOUKHARSA et al., 2017)
/ \ Antiulcerogénica (NISHIDA et al., 2017);
Pirrol antiplasmodial (CARVALHO et al., 2016);
N antimicrobiana e antituberculosa (GHOLAP,
H 2016)
N Antiulcerogénica (LAMATTINA et al.,
Tiazol // ) 1990); antitumoral (OHNO et al 2016);
S antiarritmica (AMR et al., 2009)
// \\ Hipoglicemiante (TAHA et al., 2017);
- N N antitumoral (CHARITOS et al., 2016);
N
Tiodiazol S antimicrobiana (CUI et al., 2017)
N Antitumoral (CAMPOS et al., 2017);
/ ) antitrombotica (ROEHRIG et al., 2005)
Oxazol Z
(@)
N Anti-inflamatoria (GUERRA et al., 2011;
Imidazol Z/ ) HUSAIN et al., 2016); Antinociceptiva
N (CZOPEK et al., 2016; GUERRA et al.,
H 2011)

Entre os derivados tiofénicos, o benzo [b]tiofeno é um nucleo heterociclico unico que
se apresenta como um importante farmacoprotetor de algumas moléculas
bioativas. Benzo [b] tiofeno (3) (Figura 3) é um sistema biciclico em que o anel benzeno (1) ¢
fundido ao anel tiofeno (2) nas posicdes 4, 5 deste. Eles exibem uma gama de atividades
biologicas e farmacologicas, a saber: anti-inflamatorios, analgésicos, anti-fingicos,
antidepressivos, anti-angiogénicos, modulacdo do receptor de estrogénio, anti-mitotica,
inibidores enzimaticos, anti-cancer, cinases inibidoras, anti-tuberculosa, anticonvulsivantes,
anti-malaria, anti-helminticos, anti-diabéticos, anti-hiperglicémicos e pesticidas (KERI et al.,

2017).
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Figura 3 — Estrutura do Benzo /b] tiofeno
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Fonte: Keri (2017)

Uma outra classe de derivados tiofénicos, sdo os compostos 2-Amino-tiofeno, que tém
sido bastante relatados nos estudos de investigacdo de novas drogas, principalmente depois
das inovacgdes da rota de sintese da reacdo de Gewald (PUTEROVA; KRUTOSIKOVA;
VEGH, 2009).

Em 1965 e 1966, o quimico alemao Karl Gewald revolucionou a sintese organica ao
inovar com a rea¢ao de multicomponentes que fornece 2-amino-tiofenos polissubistituidos
(Esquema 1). Esses derivados sdao obtidos através da classica reacao de Gewald, que envolve
a condensacao multicomponentes de uma cetona ou aldeido (compostos carbonilicos), uma
nitrila ativado, enxofre elementar na presenga de uma base ¢ um catalizador organico, tais
como morfolina e dietilamina, originando como produto o 2-amino-tiofenos polissubstituidos
(GEWALD et al., 1966; JAVADI; TAYEBEE, 2016).

Esquema 1 — Reagdo de Gewald para a obtengdo de 2-amino-tiofeno polissubistituidos

X

Fonte: Luna (2014)

Esta reacdo se mostrou um importante procedimento sintético devido ao fato de
possibilitar a substitui¢do no anel tiofénico em trés posi¢des distintas, A1, R2 ¢ X, permitindo

dessa forma obter um grande niimero de intermedidrios sintéticos (LUNA, 2014).

Os 2-amino-tiofenos tém sido importantes andaimes em produtos quimicos e
terapéuticos, isso deve-se a sua facil sintese, disponibilidade, estabilidade e simplicidade

estrutural. Estas estruturas exibem uma série de atividades, j& comprovadas por estudos,
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sendo elas: antileishmanial (RODRIGUES et al., 2015), antimicrobiana (ARORA et al.,
2013), anti-inflamatoria (KHAN et al., 2005), hipoglicemiante (DUFFY et al., 2005),
ansiolitica (FORTES et al., 2013), antifungica (ABO-SALEM et al., 2014), antioxidante
(GOUDA et al., 2013) e antiplaquetaria (JAGADISH et al., 2014). Por todos estes motivos os

derivados 2-amino-tiofenos sdo uma potencial fonte terapéutica.
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4 METODOLOGIA

4.1 - Local da pesquisa

Os estudos de toxicidade e investigagdo da atividade gastroprotetora foram realizados
no Laboratério de Ensaios Farmacologicos, localizado do complexo “Trés Marias” no
Campus 1 da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

4.2 — Obtencao dos derivados 2-amino-tiofeno

Os derivados 2-amino-tiofeno, 2-amino-5,6-dihidro-4 H-ciclopenta [b] tiofeno-3-
carbonitrilo (5CN), 2-amino-4,5,6,7-tetrahidrobenzo [b] tiofeno-3-carbonitrilo (6CN), 2-
amino-5,6,7,8-tetra-hidro-4 H-ciclo-hepta [b] tiofeno-3-carbonitrilo (7CN) e (E) -2 - ((2,4-
diclorobenzilideno) amino) -5,6,7,8-tetra-hidro-4 H-ciclo-hepta [b] tiofeno-3-carbonitrilo
(WMO03) foram sintetizados e cedidos pelo Laboratério de Desenvolvimento e Sintese de
Farmacos (LDSF) localizado no Campus 1 da UEPB, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
Ricardo Olimpio de Moura. Todos os compostos tiveram sua estrutura confirmada através de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e seus valores teéricos de Log P determinados pelo

programa ChemDraw Ultra verséo 12.
4.3 - Animais

Foram utilizados camundongos Mus muscullus (Swiss) adultos, machos ¢ fémeas, com
cerca de 2-3 meses de idade, pesando entre 25-35 g, oriundos do Laboratorio de Ensaios
Farmacologicos da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). Os animais foram mantidos
sob temperatura 23 + 2° C e ciclos claro-escuro controlado de 12 horas, e alimentados com

ragdo tipo pellets e agua ad libitum.

Foram utilizados grupos de 5 ou 6 animais, mantidos em jejum nas 12 horas anteriores

aos experimentos. Os tratamentos foram administrados oralmente (por gavagem).

A cutanasia dos animais foi realizada de acordo com a Resolugdo n° 1.000/2012, do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria, precedida por anestesia geral com cloridrato de
quetamina 5% (150 mg/kg) e cloridrato de xilazina 2% (20 mg/kg), via intraperitoneal. Apos
a observagdo da auséncia do reflexo corneal, o processo foi finalizado com deslocamento

cervical.
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4.4 - Avaliagao da atividade gastroprotetora dos derivados 2-Amino-tiofenos

Para a avaliag@o da atividade gastroprotetora foram utilizados os modelos de inducgao
de ulcera aguda por etanol e AINEs. As lesdes ulcerativas foram quantificadas
macroscopicamente através da utilizagdo de uma lupa e expressas como indice de lesdo
ulcerativa (ILU), conforme o numero e a severidade de lesdes (SZELENYI e THIEMER,
1978), de acordo com a seguinte formula: ILU= Z (lesdes nivel 1x1) + (lesdes nivel 2 x2) +
(lesdes 3x3). Sendo as Ulceras de até 1 mm correspondendo a 1 ponto, maiores que 1 mm 2

pontos e ulceras perfuradas 3 pontos.
4.5 — Ulcera gastrica induzida por etanol

Os animais serdo divididos em grupos de 5, e serdo tratados oralmente com o
veiculo (0,1 ml/10 g) + 50uL de polissorbato 80, ou os derivados sintéticos. Sessenta minutos
apos os tratamentos foi administrado etanol absoluto (0,2 mL/animal v.0.) (ROBERT et al.,
1979). Uma hora ap6s a administracdo do agente necrotizante, os animais foram eutanasiados
e os estdmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura, para determinacdo do indice

de lesdes ulcerativas de acordo com a intensidade da ulceragado.

4.5.1 Triagem farmacolégica dos derivados 2-amino-tiofeno (5CN, 6CN e 7CN) pelo
modelo de ulcera gastrica induzida por etanol

Os animais foram divididos em 7 grupos de 5 e tratados oralmente com o
veiculo (0,1 ml/10 g) + 50uL de polissorbato 80, e os derivados sintéticos SCN, 6CN e 7CN
(nas doses 50 e 100 mg/kg) para cada molécula. O processo de indugdo da tlcera e eutandsia

dos animais para contagem das lesdes, segue a metodologia do topico “4.6”.

4.5.2 — Avaliacao da atividade gastroprotetora do 7CN nas doses de 100 e 150 mg/kg
pelo modelo de ulcera gastrica induzida por etanol

Os animais foram divididos em 3 grupos de 5 e tratados por via oral com salina
(0,1 ml/10 g) + 50puL de polissorbato 80 ou 7CN na dose de 100 e 150 mg/kg. O processo de
inducdo da ulcera e eutanasia dos animais para contagem das lesdes, segue a metodologia do

topico “4.6”.
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4.5.3 — Avaliacdo da atividade gastroprotetora do WMO03 pelo modelo de ulcera
gastrica induzida por etanol

Os animais foram divididos em 4 grupos de 5 e tratados oralmente com veiculo (0,1
ml/10 g) + 50uL de polissorbato 80, ou WMO03, nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg. O processo
de indugdo da Ulcera e eutandsia dos animais para contagem das lesdes, segue a metodologia

do topico “4.6”.

4.6 - Avaliacao da atividade gastroprotetora do 7CN e WMO03 pelo modelo de lesoes
gastricas induzidas por AINE (Piroxicam)

Os animais foram divididos em 3 grupos de 6 e tratados oralmente com salina
(0,1 mL/100 g) + 50uL de polissorbato 80, 7CN (150 mg/kg) e WMO03 (150 mg/kg). Apos
trinta minutos, as lesdes géstricas foram induzidas com injecdo subcutdnea de
piroxicam (30 mg/kg). Quatro horas apdés a administracdo do AINE, os animais foram
eutanasiados, os estomagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura, para
determinacao do ILU (PUSCAS et al, 1997).

4.7 — Avaliacao da Toxicidade Aguda

Para avaliacdo da toxicidade aguda foi utilizada a metodologia recomendada pela
Organization for economic cooperation and development - Guideline 423 (OECD, 2001).
Camundongos fémeas (60 dias) foram aleatoriamente distribuidas em dois grupos de seis
animais cada. Uma dose Unica foi administrada oralmente aos grupos de animais teste. O
grupo controle recebeu o veiculo solugdo salina (0,1 ml/10g) + 50uL de polissorbato 80,
enquanto o grupo teste recebeu uma dose de 1500 mg/kg de WMO03. Os animais foram
observados nas primeiras duas horas e depois a cada 24 horas diariamente durante 14 dias
ap6s a administracdo do derivado. A avaliacdo foi realizada pelo método de screening
hipocratico, além disso, o peso, o consumo de adgua e ra¢ao foram avaliados diariamente. No
14° dia, os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina (2:1; v/v) por via
intraperitoneal para posterior eutanasia. O figado, rim, bago e estdmago foram coletados para

a determinacgao do peso relativo dos orgaos.
O peso relativo dos orgdos foi calculado seguindo a formula:

Peso relativo dos 6rgdos = Peso do 6rgdo (g) X 10
Peso de animal (g)
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4.8 - Analise estatistica

Os dados foram tratados utilizando-se a andlise de varidncia de uma via (ANOVA),
seguido do pos-teste Dunnett e/ou Tukey. Todos os resultados foram expressos como
médiatdesvio padrao (d.p.) da média, com nivel de seguranca minimo (p<0,05) e analisados

com o software GraphPad Prism 5.0, San Diego, CA, EUA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracteristicas dos derivados 2-amino-tiofeno

Foram sintetizados e cedidos 4 compostos genericamente nomeados como SCN, 6CN,
7CN e WMO03. Na tabela 3 estdo dispostos seus nomes e estruturas quimicas. As moléculas
apresentam as caracteristicas fisico-quimicas de derivados 2-amino-tiofeno, além de
apresentarem rendimento acima de 50%, denotando boa executabilidade da rota sintética e

facil metodologia de purificacao.

Tabela 3. Derivados 2-amino-tiofeno da série CN e WM e suas respectivas estruturas
quimicas

Derivados Nome quimico Estrutura molecular

2-amino-5,6-dihidro-4 H-
ciclopenta [b] tiofeno-3- NH
SCN carbonitrilo ?

2-amino-4,5,6,7-

tetrahidrobenzo [b] tiofeno-3-
6CN carbonitrilo CEgiNH

CN
| A\
S
CN
| A\
s
2-amino-5,6,7,8-tetra-hidro- CN
| A\
S
CN
N\
| VAR

4 H-ciclo-hepta [b] tiofeno-3-
7CN carbonitrilo
NH,
; (E)-2 ;1((2,4-
iclorobenzilideno) amino) -
WMO3 5,6,7,8-tetra-hidro-4 H-ciclo-
hepta [b] tiofeno-3-

carbonitrilo

Cl

As estruturas moleculares foram confirmadas através de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN). Os Log P (valores teoricos calculados pelo programa ChemDraw Ultra
versdo 12) para os derivados SCN, 6CN, 7CN e WMO03, foram respectivamente 2,19; 2,61;
2,7 e 6,81. Todos os derivados, exceto o WMO03 apresentaram LogP < 5, estando de acordo

com a regra de Lipinsk, que estabelece as condi¢des favordveis para a absorcdo de um



32

farmaco pelo organismo humano. Para um xenobidtico exibir boa solubilidade e também
permeabilidade em meios bioldgicos, este deve apresentar, entre outras propriedades, LogP
inferior a 5 e preferencialmente ndo menor do que 2. Este parametro ¢ denotativo de um bom
perfil de biodisponibilidade, podendo resultar em um melhor desempenho
terapéutico/farmacologico (BARREIRO, 2009).

5.2 Ulcera gastrica induzida por etanol

Para seres humanos e animais experimentais, o alcool ¢ toxico e exerce efeitos
negativos importantes em Orgaos, como figado, cérebro, musculos esqueléticos, sistema
imunologico, coragdo, pancreas, aparelhos gastrointestinais, sistema hematologico e
endocrino. Além disso, as doengas alcoodlicas foram consideradas como importantes
propulsores do estresse oxidativo (BUJANDA et al., 2006).

Os principais fatores envolvidos na patogénese das lesdes da mucosa gastrica
induzidas pelo etanol sdo a inibi¢do da proliferacdo celular, infiltragdo de células
pro-inflamatoérias, inducdo de radicais livres de oxigénio, peroxidacgdo lipidica e a oxidacdo

proteica (ZHANG et al., 2017).

O modelo de ulcera aguda induzida por etanol ¢ comumente o mais empregado,
devido a extensdo de efeitos que este provoca e principalmente por que, o etanol penetra
facilmente na mucosa gastrica e resulta em lesdes caracterizadas por edema da mucosa,

hemorragias subepiteliais e infiltragdo de células inflamatorias (LI et al., 2016).

Segundo Kazmi e colaboradores (2018) a ulcera géstrica induzida por etanol é o
modelo mais popular, sendo usado com frequéncia para avaliar a atividade protetora de
plantas e derivados sintéticos, contra ulcera. Ainda, segundo Ali e colaboradores (2017), hé
varios anos que a ulceragdo gastrica induzida pelo etanol é o método mais relevante e
utilizado para avaliar a atividade antiulcerogénica de candidatos a farmacos. O etanol ¢
conhecido por produzir lesdes através da mucosa gastrica e causar dano a membrana,
identificado por lesdes erosivas hemorragicas com esfoliacdo celular, necrose coagulante
difusa das células, congestionamento vascular proeminente, erosoes superficiais multiplas e

finalmente formagao de ulcera (KAZMI et al., 2018).

O etanol ¢ capaz de induzir infiltragdo de leucoécitos, secrecdo de quimiocinas, estresse
oxidativo e apoptose. Isso resulta na invasdo do tecido géstrico por neutrofilos, levando ao

dano da mucosa géstrica. A invasdo de neutrofilos € frequentemente associada a uma resposta
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inflamatoria elevada e a ativagdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), um regulador de
citocinas pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 6 (IL-
6). Essas citocinas amplificam a cascata inflamatoria desencadeando a liberacdo de outros
mediadores pro-inflamatérios, incluindo o intérferon (IFN-y). Isso suprime as citocinas anti-
inflamatorias, como a interleucina 10 (IL-10), e melhora o recrutamento de macrofagos e
neutrofilos. Esses fatores atuam em conjunto para exacerbar o dano gastrico (KANG et al.,
2017).

5.2.1 Triagem farmacoldgica dos derivados 5CN, 6CN e 7CN pelo modelo de tlcera
gastrica induzida por etanol

O passo inicial deste estudo foi identificar se algum derivado da série CN era dotado
de atividade gastroprotetora. Para isto, foi realizada uma triagem através do teste de ulcera

induzida por etanol.

As doses de 50 e 100 mg/kg das moléculas utilizadas nos testes, foram escolhidas
baseando-se nas doses terapéuticas dos IBPs, que sdo de 20 mg, 40 mg e/ou 60 mg
(NAIDOO, 2016; PENSABENE; DAVIDSON, 2017) e dos antagonistas H2 que sdo
geralmente entre 150 ¢ 400 mg (BLANDIZZI; SCARPIGNATO, 2014)

Neste modelo experimental, apenas o derivado 7CN (100 mg/kg) apresentou inibi¢ao
das lesdes gastricas, com percentual de 45%, quando comparado com o grupo controle
(Figura 4). Os compostos SCN e 6CN nas doses utilizadas ndo apresentaram inibi¢do
significante, e, portanto, foram descartados para a continuagao dos ensaios. Assim, por ser o
unico derivado que apresentou atividade e apenas na dose de 100mg/kg, o 7CN foi

selecionado para continuar os estudos.
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Figura 4. Influéncia dos derivados SCN, 6CN e 7CN na redugao das lesdes ulcerativas

provocadas por etanol em camundongos
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Valores sdo expressos em média + desvio padrdo da média, n= 5. *** p < 0,001 significativamente diferente do

grupo controle (ANOV A seguido pelo teste de Dunnett)

Segundo Malfertheiner e colaboradores (2009) substancias com atividade
antiulcerogénica comprovada podem reduzir as Ulceras gastricas por trés mecanismos:
inibicdo 4cida (antagonistas H, e IBPs), aumento da resisténcia da mucosa (andlogos da

prostaglandina) e promocao da sintese de prostaglandinas (sais de bismuto).

Kang & Kim (2017) chegaram a uma conclusdo genérica que drogas que reduzem o
processo inflamatorio provocado pelo etanol, inibem particularmente a ativacdo de dois
fatores, NF-kB e Mitogen activated protein kinases (MAPK). NF-kB é um complexo proteico
que atua como fator de transcri¢do nuclear ¢ esta envolvida na resposta celular a estimulos
como estresse, citocinas, radicais livres, radia¢do ultravioleta, entre outros (LI et al., 2017).
MAPK ¢ uma subfamilia de proteinas-quinase especificas que respondem a estimulos

extracelulares (mitogenos) e regulam varias atividades celulares (YAO et al., 2017).

A atividade antiulcerogénica do derivado 7CN parece ter algum envolvimento com o
anel heptano, além do nucleo tiofénico, uma vez, que os derivados com os anéis pentano
(5CN) e hexano (6CN) nao apresentaram atividade. Este envolvimento do heptano pode estar
atrelado a modificagdo conformacional de um alvo bioldgico, provocado por este anel, ou o
favorecimento, deste, a acomodac¢do de toda a molécula no alvo, o que facilitaria a interacao

do nucleo tiofénico e os demais radicais com seus ligantes.
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5.2.2 Avaliacao da atividade antiulcerogénica do 7CN nas doses de 100 e 150 mg/kg
pelo modelo de ulcera gastrica induzida por etanol

Com o objetivo de confirmar a atividade do composto 7CN e se o desempenho da
molécula melhorava com o aumento da dose, em outro momento, repetimos o experimento

com o composto na dose de 100 e 150 mg/kg.

Neste ensaio ambas as doses apresentaram atividade antiulcerogénica, indicados por
uma diminui¢do no indice de lesdes ulcerativas quando comparados ao grupo controle. Os
resultados obtidos com as doses de 100 e 150 mg/kg, foram 33 e 54%, respectivamente
(Figura 6). O percentual de inibicdo de 7CN 100 mg/kg obtido nesse ensaio corrobora com o
resultado do primeiro teste realizado, quando 7CN nesta mesma dose apresentou uma inibigao
de 45%. O grande achado neste teste foi verificar que 7CN na dose de 150 mg/kg mostrou um

desempenho bem superior a sua dose menor.

Figura 5 - Influéncia do derivado 7CN (100 e 150 mg/kg) sob a redugdo das lesdes

ulcerativas provocadas por etanol
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Valores sdo expressos em média + desvio padrdo da média, n = 5. *** p < 0,001 significativamente diferente do
grupo controle (ANOV A seguido pelo teste de Dunnett)

Scotese e colaboradores (1985) obtiveram resultados satisfatorios quando testaram
derivados tiofénicos na dose de 100 mg/kg. Tal estudo corrobora com o este estudo uma vez

que a dose testada foi semelhante, entre os trabalhos.

5.2.3 Avaliacdo da atividade antiulcerogénica do WMO03 pelo modelo de ulcera
gastrica induzida por etanol

Neste ensaio foi utilizado o composto WMO03, um derivado do 7CN. O WMO03 recebeu
no seu grupo amino, o radical 2,4-diclorobenzeno, com os atomos de Cl na posi¢ao orfo-para.

O objetivo de se avaliar este composto, foi verificar a influéncia do acréscimo de um
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grupamento volumoso e lipofilico, na atividade farmacologica. O 2,4-diclorobenzeno poderia
facilitar o preenchimento de uma fenda hidrofobica num alvo, promover uma protecao
estérica no grupo amino (provavel farmacoforo), aumentar o tempo de meia-vida, devido a
menor hidrofilia, além de facilitar a permeac¢do de membranas plasmaticas. Ainda, segundo
Wissing e colaboradores (1994), € possivel modificar a metabolizacdo de estruturas a partir da

inser¢do de grupos volumosos.

Para melhor comparagdo entre 7CN e WMO03 foram utilizadas as mesmas doses de 50,
100 e 150 mg/kg. Neste teste WMO3 nas doses 50, 100 e 150 mg/kg reduziu as lesdes
ulcerativas em 6, 19 e 52%, respectivamente (Figura 7). Apenas a dose de 150 mg/kg teve
desempenho significativo, ndo apresentando grande diferenca da performance do 7CN na
mesma dose. Tal resultado, sugere que o acréscimo do grupamento 2,4-diclorobenzeno nao
alterou em nada a atividade farmacologica do composto, e que WMO03 e 7CN apresentam
comportamentos farmacocinéticos ¢ farmacodinamicos semelhantes, ja que o percentual de

inibicdo de 7CN 150 mg/kg, no mesmo modelo experimental, foi de 54%.

Figura 6 — Influéncia do derivado WMO03 (50, 100 ¢ 150 mg/kg) sob a redugao das lesdes

ulcerativas provocadas por etanol
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Valores s@o expressos em média + desvio padrdo da média, n = 5. *** p < 0,001 significativamente diferente do
grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett)

LaMattina e colaboradores (1990) produziram, avaliaram a interferéncia de
substituintes ¢ identificaram a relagdo estrutura-atividade de derivados tiazolidinicos. Neste
trabalho os autores verificaram a grande relevancia do nucleo tiazdlico na atividade
antiulcerogénica e pouca influéncia dos substituintes amino. Na figura 8 vemos a relagdo

entre o prototipo deste estudo e 0 WMO3.
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Figura 7 — Respectivas estruturas quimicas do prototipo 2-guanidinotiazol (LAMATTINA et
al, 1990) e WMO03
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A grande analogia entre as estruturas sao os heterociclos bioisosteros, tiazol e tiofeno.
Além disso as duas moléculas apresentam grupamentos amina e nitrogénios, sendo
importantes para realizagdo de pontes de hidrogénio. Outra similaridade sdo os anéis e as
duplas ligagdes, que conferem rigidez conformacional aos compostos. Diante dos expostos
pode-se inferir que o presente estudo corrobora com o robusto estudo de LaMattina e
colaboradores (1990).

5.3 Avaliagcao da atividade gastroprotetora do 7CN e WMO03 pelo modelo de ulcera
gastrica induzida por AINEs

Dando continuidade a avaliagdo antiulcerogénica dos compostos, foi aplicado o teste
de ulcera induzida por anti-inflamatério do tipo ndo esteroide, utilizando, desta vez, os dois
derivados mais promissores, 0 7CN e o WMO03. Foi possivel comparar em um mesmo teste, e
na mesma dose (150 mg/kg) os compostos que apresentaram uma relevante inibi¢do das

ulceras.

A fisiopatologia da lesdo gastrica induzida pelos AINEs depende, pelo menos em
parte, da sua capacidade de diminuir a produgdo de prostaglandinas através da inibi¢ao da
ciclooxigenase (COX). Outro mecanismo envolvido nas lesdes provocadas por estes
medicamentos € a regulacdo negativa da expressao de fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), complexo que promove a cicatrizagdo de ulcera através da estimulacdo da formacao

de microvasos (FORNAI et al., 2011).

Neste ensaio, ambos os derivados 2-amino-tiofenos apresentaram resultados
significantes na inibicdo das Ulceras gastricas, quando comparados ao grupo controle. O
WMO03 apresentou reducdo de 51%, enquanto que o 7CN inibiu as lesdes em 44%
(Figura 9). Estatisticamente o resultado encontrado ndo apresenta diferengas significativas

entre as moléculas nestas doses. Os valores de inibicdo foram semelhantes entre os testes
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anteriores ¢ este, para ambos os compostos. Todos 0s ensaios corroboram entre si e testificam

0 bom desempenho destes derivados frente ao combate das lesoes ulcerativas.

Figura 8 - Influéncia dos derivados WMO03 e 7CN (150 mg/kg) sob a reducdo das lesdes

ulcerativas provocadas por anti-inflamatorio ndo esteroidal
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Valores s@o expressos em média + desvio padrdo da média, n = 6. *** p < 0,001 significativamente diferente do
grupo controle (ANOV A seguido pelo teste de Dunnett)

Firdaus e colaboradores (2014) avaliaram o comportamento do AINE Piroxicam,
frente ao trato gastrico e identificaram que este inibe as atividades de duas importantes
enzimas antioxidantes gastricas chamadas peroxidase gastrica e glutationa-S-transferase. As
diminuigdes significativas nas atividades destas enzimas antioxidantes, ¢ o aumento das
atividades de glutationa redutase, glutationa peroxidase, catalase e superoxido dismutases
indicam um desequilibrio crescente em oxidantes e antioxidantes nos tecidos géstricos apos
administracdo de Piroxicam. Por isso, este medicamento induz lesdo gastrica devido ao

estresse oxidativo construido /n vivo no decorrer de seu metabolismo ou agao.

Diante do exposto sobre os AINEs e o Piroxicam, pode-se propor que os compostos
7CN e WMO03 podem exercer seu efeito gastroprotetor pelas vias de protecao e reducdo da
acidez gastrica mais consolidadas e/ou por um mecanismo antioxidante. Seja inibindo
diretamente as espécies reativas de oxigénio ou estimulando as vias de combate aos radicais

livres.

Toyofuku e colaboradores (1986) avaliaram a atividade antiulcerogénica de derivados
tiodiazolidinicos. Neste estudo os autores obtiveram 6timos resultados utilizando uma dose de

50 mg/kg de seus derivados, corroborando com o presente trabalho.
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Desde o desenvolvimento do primeiro IBP, o Timoprazol, passando pelo Omeprazol,
até o ultimo farmaco desta classe, o Pantoprazol (HUBER et al., 1995), houveram diversas
modificagdes estruturais, visando melhorar o desempenho farmacocinético e
farmacodindmico, além da diminui¢do dos aspectos toxicos destes farmacos. Entretanto,
alguns grupamentos ndo foram alterados, sendo, portanto, considerados essenciais para
atividade desta classe (farmacoforos). Entre, estes grupamentos estd o benzimidazol,
associa¢do de benzeno mais imidazol (Figura 10). Nas estruturas do 7CN ¢ WMO03, um
bioisostero do nicleo imidazol ¢ o tiofeno, e o heptano pode exercer fungdes semelhantes a do
benzeno (ocupacgdo da fenda, restricdo conformacional e melhora da permeabilidade). Logo, ¢
plausivel assumir uma pequena, mas relevante relacdo entre as estruturas dos IBPs e os
derivados 7CN ¢ WMO03. Além disso essa relacdo torna-se mais importante, quando se
considera a possibilidade de realizar mais modificagdes estruturais nestes derivados 2-amino-

tiofeno.

Figura 9 — Farmacoforo benzimidazol dos inibidores da bomba de protons

P = H
P N = /_,:,// o L
\ \
+ NH Y 3
\\/1 N
Benzeno Imidazol Benzimidazol

Depois de comprovar a atividade gastroprotetora do composto WMO03, avaliamos a
seguranca de seu uso, para garantir a viabilidade de uma provavel utilizagao deste derivado na

terapia da tlcera gastrica.

5.4 Avaliacao da toxicidade aguda

A avaliacdo da toxicidade ¢ realizada com o objetivo de determinar o potencial de
novas substancias e produtos causar danos a saude humana, definindo uma classificagdo
apropriada de acordo com o seu potencial de letalidade ou toxicidade como estabelecido pela
legislacdo (VALADARES, 2006). Uma boa correlagdo tem sido consolidada em estudos

toxicologicos entre roedores € humanos.

Segundo Valadares (2006), apds uma série de revisdes por parte dos Orgaos

responsaveis o teste de DLsy foi banido em 2000 e as diretrizes 420, e 425 da OECD foram
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definitivamente adotadas e recomendadas, servindo, a partir de entdo, como referéncias para

testes toxicologicos de derivados quimicos, pesticidas e produtos biotecnologicos.

Diante disto, foi administrada a dose de 1500 mg/kg de WMO3, dose dez vezes maior
que a  dose com  melhor  desempenho  nos  testes farmacologicos
(APOLINARIO, 2016). Além disso, o teste de toxicidade aguda deve priorizar a mesma via

de administragao que pretende ser usada em humanos, isto €, a via oral.
5.4.1— Avaliacao comportamental dos camundongos

A toxicidade aguda ¢ definida como os efeitos indesejados que ocorrem
imediatamente ou em um intervalo de tempo curto ap6és uma administragdo tinica ou multipla
de tal substancia dentro de 24 horas. O efeito indesejado (ou adverso) ¢ qualquer efeito que
produza alteracdes comportamentais, deficiéncias funcionais nos orgdos e/ou alteragdes
bioquimicas (CHINEDU, AROME e AMEH, 2013)

Apods a administracao de 1500 mg/kg por via oral de WMO3 ou solucao salina, em
seus respectivos grupos, os animais foram observados por um periodo de até 2 horas e durante
14 dias consecutivos para avaliar sinais de toxicidade. Nao houve Obito, nem alteragdes
fisiologicas ou comportamentais, conforme o protocolo da OECD-423 (2001), indicando

baixa toxicidade das moléculas testadas.
5.4.2 — Consumo de agua e racgdo e evolucao ponderal

O monitoramento da ingestdo de racdo e 4gua, bem como o ganho de peso em estudos
toxicologicos com animais, podem ser indicadores do estado de saude geral do animal.
Alteragdes de diminui¢do ou elevagdo dos valores desses parametros sao fortes indicativos de
efeitos adversos da substancia em estudo, seja por agdo direta nos o6rgdos avaliados ou por

atividade moduladora da droga em uma via importante para os mesmos.

O consumo de 4gua, ra¢do e a evolugdo ponderal dos animais dos grupos controle e
WMO3 sdo apresentados na tabela 4, onde ¢ possivel identificar que houve uma relevante
reducdo no consumo de ragdo por parte dos animais do grupo teste, resultando numa

diminui¢ao da evolucao ponderal destes animais.

As vias de estimulo e inibicdo da alimentacdo podem ser ativadas por sinais do
intestino, pancreas e tecido adiposo. Ainda, os peptideos/hormonios Glucagon-/ike-peptide-1
(GLP-1) e Peptideo YY (YY) sdo importantes reguladores da saciedade (Morell e Fiszman,

2017). Segundo, Heisler e Lam (2017) o hipotdlamo ¢ uma regido essencial para controle de
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fome e saciedade. Todas estas vias estdo interligadas, e xenobidticos podem agir em apenas

uma, ou varias delas, modulando a sensacgdo de saciedade.

Tabela 4 — Consumos ¢ evolugdo ponderal, dos animais submetidos ao teste de toxicidade,

tratados pelo composto WMO03 (1500 mg/kg), durante 14 dias

Salina ~ WMO3 (1500 mg/kg)
Consumo de ragao (g) 117.40 + 15,99 76,85+ 10,61%***
Consumo de agua (mL) 36.54 + 5,91 32,69 £+ 5,63
Evolugdo ponderal (g) 3.33+0,52 2,00 + 0,89*

Os valores foram expressos como Média = D.P.M. (n= 6 animais em cada grupo); *p<0,05 e ***p < 0,0001
comparado ao grupo controle.

Segundo Ribeiro & Santos (2013), os mais relevantes reguladores hormonais de fome,
saciedade e dos niveis de adiposidade, sdo a leptina, grelina e a insulina, que atuam em
circuitos cerebrais hipotalamicos e do tronco cerebral, estimulando ou inibindo o apetite, de

forma a manter um balango energético adequado.

r

Apesar da significancia, sobretudo, no consumo de ragdo, ¢ racional inferir que o
composto ndo alterou de maneira geral a saude do animal. Logo, ¢ possivel evidenciar a baixa
toxicidade do derivado, ¢ uma minima interferéncia no sistema nervoso autdonomo c/ou

central.
5.4.3 - Analise macroscopica e peso dos 6rgaos

O teste de toxicidade aguda fornece, ainda, informagdes preliminares sobre o0 modo de
acado toxica e possiveis orgdos alvos das substancias. Segundo Saleem e colaboradores (2017)
os resultados toxicos das drogas nos orgaos vitais do corpo sdo expostos por sinais clinicos e
sintomas que sdo caracteristicas principais entre varios outros indicadores de toxicidade.
Figado, rim, coragdo e bacgo sdo os 6rgdos vitais do nosso corpo, que sdo a principal area alvo

de qualquer substancia toxica metabolicamente.

Quando os animais foram cutanasiados ao final do estudo, ndo foram encontradas
lesdes no exame macroscopico de coragdo, rim, figado e baco em comparagdo com o grupo

controle, evidenciando novamente a baixa toxicidade do composto WMO03 (Tabela 5).
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Tabela 5 - Peso relativo dos 6rgaos de camundongos fémeas tratadas com o WMO03, na dose

de 1500 mg/Kg via oral, ap6s 14 dias

Salina WMO03 (1500mg/kg)
Coragdo (g) 0,1593 + 0,0223 0,1530 £ 0,0167
Rins (g) 0.3489 =+ 0,0263 0,3422 + 0,0324
Figado (g) 1.6930 + 0,2060 1,4880 = 0,1875
Baco (g) 0.1552 +0,0259 0,1229 + 0,03950

Os valores foram expressos como Média + D.P.M. (n= 6 animais em cada grupo); *p<0,05 e ***p <0,0001
comparado ao grupo controle.

Portanto, os resultados encontrados sugerem que a DLsg € superior a 1500 mg/kg de
acordo com a diretriz da OECD, sendo o composto WMO03 pertencente a categoria 5 do
Sistema Global de Harmoniza¢do de Substancias Quimicas considerada como substancia

pouco toxica.
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6 CONCLUSAO

Frente aos modelos empregados os derivados 7CN e WMO03 apresentaram significante
atividade gastroprotetora, ao passo que os derivados SCN e 6CN, ndo exibiram nenhuma
inibicdo a formagdo de ulceras. O grupo quimico substituinte que foi acrescido ao 7CN,
originando o WMO03, ndo foi capaz de modificar a atividade farmacologica, permitindo-se

concluir que estes derivados tém atividade semelhante.

Quando foi avaliada a toxicidade aguda de WMO3, este derivado nao produziu sinais
de intoxicacdo e nem alteragdes fisiologicas, motoras ou comportamentais na dose
administrada aos animais. Ou seja, possui baixa toxicidade aguda, sendo um ponto positivo,
uma vez, que boa parte das vezes, substancias sintéticas isoladas apresentam um elevado nivel

de toxicidade.

Por fim, este trabalho apresenta uma potencial fonte terapéutica para o combate a
desordens géstricas, dada a sua relevante atividade gastroprotetora e sua baixa toxicidade.
Nao obstante a isto, sdo necessarios diversos estudos com estes derivados, visando avaliar
seus comportamentos frente a outros modelos, além de identificar os mecanismos de agao e
analisar a viabilidade da incorporacao dos farmacos em uma formulacdo, ainda, se necessario,

melhorar as estruturas, por meio da quimica medicinal.
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