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(57) Resumo: DESENVOLVIMENTO DE UM GEL DE ALGINATO CONTENDO 1,2,4-OXADIAZOL
PARA TRATAMENTO TOPICO DA PSORIASE. A presente invencao refere-se a preparacéo de um gel
formado por alginato de sédio, suplementado com derivados de 1,2,4oxadiazéis, a citar: N-ciclohexil-
3-(fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina (C1), N -ciclohexil3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina (C2), e N-
ciclohexil-3-(4-fluor-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina (C3). Foram formados os géis Alg@C1, Alg@C2 e
Alg@Ca3, incolores, amorfos, com estabilidade fisicoquimica, atéxicos, e com atividades bioldgicas
antiinflamatoéria e cicatrizante, em modelo animal, para psoriase. Diante disso, os géis Alg@C1,
Alg@C2 e Alg@C3, descritos, apresentam potencial para serem utilizados na inddstria farmacéutica, ou
em pesquisa, como tratamento tdpico para lesdes psoriaticas, cicatrizacdo de feridas cutaneas ou
queimaduras.
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DESENVOLVIMENTO DE UM GEL DE ALGINATO CONTENDO 1,2,4-OXADIAZOL PARA
TRATAMENTO TOPICO DA PSORIASE

Campo da invengao
[001] A presente patente de invengdo reporta desenvolvimento de gel formado por

alginato, suplementado com derivados de 1,2,4-oxadiazdis, para o tratamento tépico da
psoriase afim de reduzir os efeitos colaterais e toxicolégicos da quimioterapia oral
tradicional com o metotrexato, com novos potenciais antipsoriaticos.

Fundamentos da invengao

[002] A psoriase é uma doenga inflamatdria crénica autoimune, que afeta até 5% da
populacdo mundial. E caracterizada por hiperproliferacdo de queratindcitos, hiperplasia
e infiltracdo macica de leucécitos inflamatérios na epiderme e derme, em alguns casos
pode atingir as articulagBes e causar artrite e/ou artrose (RAPALLI et al., 2020).

[003] Na atualidade, o tratamento da psoriase é composto por corticdides para
guadros leves e localizado. Estima-se que 80 % dos casos de psoriase sejam leves
existindo poucas op¢Oes terapéuticas para essa situacdo. Os corticoides tdpicos ndo
podem ser aplicados em areas extensas e por periodos prolongados, pois induzem
taquifilaxia, agravam a psoriase por efeito rebote e induzem efeitos adversos sistémicos
como hipertensao e sindrome de Cushing. Como primeira linha de tratamento sistémico
tem-se a fototerapia, o metotrexato (MTX) e Acitretina em casos graves ou com falha
aos topicos. A fototerapia a disponibilidade de um aparelho especifico e o deslocamento
do paciente pararealizar o tratamento. O MTX é um antitumoral ndo especifico que atua
por citotoxicidade, provocando varios efeitos adversos toxicoldgicos (hepatotoxicidade,
colite ulcerativa, nefrotoxicidade) que dificultam a sua aplicagdo terapéutica em muitos
pacientes. A Acitretina é um derivado sintético da vitamina A que ndo pode ser utilizada
em mulheres na idade fértil, em casos com alteracdo do colesterol e em alteracdo de
funcdo hepatica e renal. Induz a uma xerose intensa e apresenta efeito cumulativo.
[004] O desafio para o tratamento topico e sistémico da psoriase é a baixa penetragdo
das drogas através da pele psoriatica devido a alteracdo de descamacado que aumenta o
extrato cérneo, ao espessamento anormal da epiderme e ao desequilibrio lipidico, o que

dificulta a penetracdo das drogas, limitando a eficacia terapéutica das mesmas. Um novo
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e melhorado sistema de administracdo percutanea que vise superar a barreira do
estrato cdrneo da pele psoriatica é vital para o farmaco antipsoriatico na terapia tdpica.
[005] O avango na tecnologia de planejamento e desenvolvimento de farmacos na
guimica medicinal permite oportunidades para explorar moléculas sintéticas no campo
da biologia, como o uso de polimeros naturais para liberacdo e permeacao cutanea. A
combinag¢ao de derivados sintéticos com biopolimeros soltveis em dgua como alginato
de sédio, tem sido empregada para preparar hidrogéis biocompativeis amplamente
utilizados como curativos Umidos e componentes de pomadas para o tratamento de
feridas secas como no caso das lesdes.

[006] Dentre os materiais sintéticos utilizados para tratamentos de doengas
autoimunes como a psoriase, temos a leflunomida, um oxazol (classe de heterociclo
nitrogenado) conjugado com uma fun¢do amida, comumente usada como
antirreumatica, que tem sido uma alternativa para o metotrexato no tratamento de
artrite reumatoide e recomendado em algumas condi¢des dermatoldgica como psoriase
e artrite psoriatica (RENDON; SCHAKEL, 2019; SEHGAL; VERMA, 2013).

[007] O sistema de anel heteroaromatico é a parte fulcral de uma molécula
biologicamente ativa, principalmente por fornecer similaridade com relacdo aos
compostos bioquimicos dentro do nosso organismo, como por exemplo, todos os acidos
nucléicos, hormonios, e neurotransmissores.

[008] Os oxadiazois sdo bioisdsteros de amidas e ésteres, que podem contribuir com
propriedades farmacocinéticas significativas como o aumento da lipofilicidade, que
influencia na capacidade do farmaco alcancar o alvo por transmembranaria. Os
oxadiazéis possuem diversas propriedades bioldgicas, entre elas atividade
antiinflamatéria, antidepressiva, antiproliferativa, antifungica, antibacteriana e
antituberculose (CANESCHI et al., 2019; DESAI et al., 2016; KHATIK et al., 2012; MODI;
MODI, 2012; PACE et al., 2015; SIRGAMALLA; BODA, 2019).

[009] No dambito da administragdo tdpica, os hidrogéis possuem caracteristicas que os
tornam ideais, devido a sua capacidade oclusiva, aumentam a umidade e a hidratacdo
da pele, consequentemente, a permeacdo de medicamentos. Hidrogéis sdo
amplamente utilizados curativos Umidos e componentes de pomadas para o tratamento
de feridas secas como no caso das lesdes psoriaticas (CALO; KHUTORYANSKIY, 2015;
LARANJEIRA; FAVERE, 20009).
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[010] Como ja mencionado, o aumento do extrato cérneo em geral, é uma das
caracteristicas da psoriase que dificultam a atuacdao de medicamentos, pois bloqueiam
o contato do mesmo com as outras camadas da epiderme. Espera-se que a utilizacdo de
géis de alginato amolecam as escamas, facam um efeito oclusivo e assim permitam a
penetracdo dos derivados de 1,2,4-oxadiazdis contidos em suas estruturas, ajudando na
absorc¢do do estrato cérneo e proporcionando um efeito mais rapido de cicatrizagdo das
lesGes psoriaticas. Desta forma, a presente patente de invencado propde utilizar o gel de
alginato com derivados de 1,2,4-oxadiazdis (Alg@ox) para o tratamento de lesdes
cutaneas da psoriase. A proposta sintética tem como ponto de partida a hibridacado
molecular da Leflunomida (1) e andlogos de ceramidas (Figura 1). Neste processo,
propomos a sintese de derivados 1,2,4-oxadiazdlicos 3,5-dissubistituidos, sendo na
posicdo 3 grupos aromaticos, e na posicdo 5 o grupo N-acila, contendo uma série
homologa de carbono, visando maior lipofilia dos compostos. Nosso objetivo é preparar
compostos com o grupo N-acila, e ndo acilados para obtencdo de novos candidatos a

farmaco com atividade antipsoriatica.

Descrigao da invengao

[011] A fabricagdo do Alg@ox ocorreu em trés etapas, obtendo-se trés produtos
diferentes. Na primeira etapa, foi realizada a obtencdo dos derivados 1,2,4-
oxadiazélicos. Inicialmente, reacado das aril-amidoximas com o diciclohexilcarbodiimida
(DCC) dissolvidos em dimetilformamida (DMF), sob irradiagdo de micro-ondas por 10
minutos a 120 °C. Apds esta etapa, a reacao de acilacdo com cloretos acidos de cadeia
curta e longa, formando as amidas conjugadas com o heterociclo 1,2,4-oxadiazol,
contendo varios substituintes ligados ao anel fenila: N-Ciclohexil-3-(fenil)-1,2,4-
oxadiazol-5-amina (C1); N-Ciclohexil-3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina (C2); e
N-Ciclohexil-3-(4-fluor-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina (C3) — Figura 2.

[012] As caracterizagdes dos compostos foram realizadas através de analise elementar
e espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN *H e 13C) e infravermelho
(FTIR). A terceira etapa foi realizada para preparar os géis de alginato empregando os
compostos sintetizados C1, C2 e C3. Foram preparadas as Solugdes com 0,2 g de Alginato
(Alg) dissolvidos em 5 mL de dgua deionizada em agitacdo constante por 1 h, a

temperatura de 40°C. Apds total solubilizagdo, 10 mg de cada composto (C1, C2 e C3)
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foram solubilizados, separadamente, em 500 mL de DMSO e adicionados a solugdo de
alginato, em agitacdo por 12 h. Assim foram obtidos os géis Alg@C1, Alg@C2, e Alg@C3,
concentracdo final de 102 mmol, 411 mmol e 375mmol, respectivamente (Figura 3).
[013] Posteriormente a obtengdo dos géis Alg@Cl, Alg@C2, e Alg@C3, foram
realizados os testes fisico-quimicos e avaliagdes bioldgicas in vitro e in vivo.

[014] A citotoxicidade dos géis e dos compostos foi realizada através do método de
MTT — brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio. A linhagem celular
utilizada foi a RAW 264.7 (macréfagos murinos), mantidos em meio de cultura DMEM
com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de solugdo de antibidtico (penicilina e
estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37 2C em atmosfera Umida
enriquecida com 5 % de COa. As células RAW 264.7 (6,615 x 10° células/mL) foram
plagueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 48 h. Em seguida os compostos C1,
C2 e C3 foram solubilizados em 1 mL de dgua ultrapura e 50 uL de DMSO; e para os géis
500 pL do gel puro + 500 plL de meio. Foram adicionadas aos pogos 100 uL de meio (16
mL de DMEM + 14 mL de PBS) + 100 pL de amostra nas concentra¢ées de 100 a 3,125
pug/mL. Apds 48 h de reincubacdo, foram adicionados 25 pL de MTT (5.000 pg/mL) e
depois de 3 h de incubacgdo, o meio de cultura com o MTT foi aspirado e 100 uL de DMSO
foi adicionado em cada poco. A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no
comprimento de onda de 595 nm. Os experimentos foram realizados em quadruplicada
e a concentracdo inibitéria 50 % (IC50) foi calculada a partir da curva concentracdo-
resposta de cada composto, utilizando-se o software GraphPad Prism 7. A IC50¢é a
poténcia do fdrmaco ou a concentragdo em que o farmaco produz 50% de seu efeito
maximo.

[015] Ainda nos testes in vitro, foram realizados testes de hemdlise a fim avaliar o
efeito toxico dos compostos em contato com células sanguineas. Foram coletados 5 mL
de sangue humano por pungdo venosa em tubo com anticoagulante, contendo em cada
tubo um tipo sanguineo dos quatro do sistema ABO (A, B, AB e O) com Rh positivo
(Comité de ética - CAAE 38726620.6.000.5048). Em seguida é preparada uma solugdo de
hemidcias, onde o sangue total é centrifugado a 3.500 rpm por 5 minutos, depois o
sobrenadante (plasma e a camada leucocitaria) é aspirado e descartado. Apds a
remocao total do sobrenadante, foi adicionado uma solugdo salina tamponada com

fosfato (PBS) no mesmo volume do sobrenadante que foi removido e novamente
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centrifugado a 3.500 rpm por 10 minutos (repetido por o procedimento por duas vezes).
Ap0s as lavagens, a solugao de hemdcias foi preparada a 0,5%, com 250 pul de hemdcias
adicionados em 50 mL de solugdo salina e homogeneizado.

[016] Para o ensaio hemolitico, foi realizada uma microdiluicdo onde no primeiro
eppendorf possui 200l dos compostos mais 200ul de solucdo salina e homogeneizados.
Nos demais eppendorfs foi adicionado previamente 200ul de solugdo salina, e sem
seguida mais 200ul do 19 eppendorf para realizacdo da microdiluicdo. No ultimo
eppendorf, serdo desprezados 200ul, para um volume final de 400ul em cada
eppendorf. Apds a realizacdao da microdiluicdo, foi adicionado em cada 200pl da solucdo
de hemdcias em cada eppendorf e postos para incubacdo por 1h a 37 °C. Passado o
periodo de incubacdo, os eppendorfs foram centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos.
Ap0ds centrifugacdo, retirado 100ul do sobrenadante de cada concentragdo testada e
adicionar em uma placa de 96 pocos para leitura da absorbancia (540nm). O controle
negativo foi a solucdo salina (400ul da solucdo de hemacias + 400ul da solugdo salina) e
o controle positivo foi o Triton X-100 (400ul da solucdo de hemacias + 400ul da solugdo
de Triton).

[017] O teste foi realizado em duplicada com duas repeticdes independentes
(repeticdo realizada em dias diferentes com o mesmo tipo sanguineo, porém de origem
diferente — humano diferente da primeira anadlise). Para obtenc¢do da porcentagem de
hemodlise, é realizado um calculo descrito abaixo:

Porcentagem de Hemdlise:

% Hemolise: ABS teste X 100 / ABS C+ ou C-

Onde: ABS teste é a absorbancia das amostras teste, multiplicado por cem e dividido
pela média da absorbancia dos controles (ABS C+ ou C-).

[018] Foram realizados testes in vivo (Comité de ética - Processo n2 0005/2019) a fim
de avaliar o potencial antipsoriatico dos géis. Os ensaios in vivo foram realizados com 21
camundongos albinos BALB/c, machos, com 8 semanas de idade, divididos em 7 grupos
com 3 animais cada. Os animais foram alojados sob condicdes especificas isentas de
agentes patogénicos a niveis constantes de humidade e temperatura em ciclos claro /

escuro de 12 h, fornecidos com agua e alimentos a vontade. Os animais foram
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anestesiados com Ketamina associada a Xilazina 2:1, sob administracdo subcutanea
(Dose determinada pelo peso corporal do animal - 10%). A pele entdo foi tricotomizado
para retirada total dos pelos, 1 cm?, e depois a dermatite psoriética foi induzida pela
aplicacdo tépica de imiquimode (®Modik - IMQ). Os animais tratados topicamente com
50 mg/g de um creme comercial contendo 5 % de IMQ (Modik, Germed) traduzindo em
dose didria de 2,5 mg do composto ativo, no dorso do animal por 4 dias consecutivos
até uma pele semelhante a inflamacdo da psoriase seja aparente (Figura 4).

[019] Apds a indugdo da patologia, foi realizado o tratamento das lesdes com os géis
fabricados. Os grupos foram tratados (cada um com
Alg@C1/Alg@C2/Alg@C3/Alg/MTX) por 4 dias consecutivos com doses iguais de 1 mg/g
do gel sobre as lesGes psoriaticas. O controle negativo (animal branco) foi o animal sem
inducdo da psoriase. Dois controles positivos, um com o animal induzido sem
tratamento e o outro tratado apenas com Dipropionato de Betametasona (®Daivobet -
Leo Pharma/ P1000995-2), gel tépico utilizado no tratamento convencional.

[020] Apds 24h de tratamento os animais foram novamente anestesiados e realizados
a puncao cardica do sangue total para analises bioquimicas e hematoldgicas. Foram
retirados os érgdos pra analise histolégica (pele, figado, rim e bacgo). As carcagas foram
esterilizadas por autoclavagdo a 121 2C durante 30 minutos.

[021] Paraosgéis Alg@C1/Alg@C2/Alg@C3 foram feitas analises de Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier, difracdo de Raio-X (DRX),

termogravimétrica (TGA).

Exemplos de concretizagdes da invengao

[022] A seguir, serd apresentado o detalhamento das evidéncias para a presente
patente de invencao.

[023] Na avaliagdo citotéxica dos oxadiazdis, a molécula que apresentou maior
citotoxicidade foi C1 com uma IC50 de 4,6 pg/mL, o composto C2 ndo apresentou
toxicidade nas células testadas com 182 pg/mL e o composto C3 apresentou uma
citotoxicidade moderada com IC50 83 pug/mL (Figura 5). O gel de Alginato e os derivados
Alg@C1, Alg@C2, Alg@C3 ndo apresentaram citotoxicidade nas células de estudo (RAW
264.7), ambos com IC50 acima de 300 p/ml.

[024] Em alguns estudos, foram observados que a citotoxicidade de aril-oxadiazdis esta
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relacionada com o grupo substituinte do anel aromatico. Estudos de SAR revelaram que
a atividade aumenta com a presenca de grupos retiradores de elétrons na seguinte
ordem: F> Cl > Br > NO, > CHs > CH3O (CANESCHI et al., 2019; KAVITHA; KANNAN;
GNANAVEL, 2017; SIRGAMALLA; BODA, 2019).

[025] No estudo hemolitico (Figura 6), observamos que o MTX possui uma atividade
hemolitica baixa e diferente nos quatro tipos sanguineos, tendo mais efeito hemolitico
nos grupos A+ e AB+. Um composto sé é considerado hemorragico, quando o mesmo
apresenta uma porcentagem de hemdlise igual ou maior que 5%.

[026] O MTX é um pro-farmaco, como tal precisa ser metabolizado para que possa ter
sua molécula ativa, sendo assim ndao apresentando efeitos tdxicos in vitro como
observados em nossos resultados. No entanto, o MTX quando misturado no Gel de
alginato, obteve efeitos hemoliticos ainda menores do que o farmaco puro. Por ser um
biopolimero natural e atéxico, o alginato ndo apresentou hemdlise nos eritrécitos dos
guatro tipos de ABO e diminuiu a toxicidade do MTX (CHOI et al., 2011,
PANONNUMMAL; SABITHA, 2018).

[027] Analisando os nossos compostos Alg@Cl, Alg@C2 e Alg@C3 apresentaram
atividade hemolitica < 5%, sendo menores também que os resultados do MTX puro. O
composto Alg@C3 possuiu a menor capacidade de produzir hemdlise nos eritrécitos, se
aproximando dos resultados observados do gel de alginato puro (Figura 6), o que amplia
0 uso biolégico e a via de administracdo do produto.

[028] Na avaliagdo in vivo, as lesdes evoluiram para grau 4 (psoriase nivel grave) apds
4 dias de inducdo da patologia. As lesdes foram tratadas durante 4 dias consecutivos,
sendo avaliadas a cada 24 horas. Os animais do grupo C- (controle negativo)
desenvolveram lesGes abertas na pele, perda de peso, dificuldade motora (possivel
inflamacdo das articulagGes) e a pele estava histoldgicamente com hiperqueratinizacao,
descaracterizagdo morfologicada epiderme, infiltrado inflamatério (Figura 7 - a),
caracteristicas patoldgicas da psoriase.

[029] Seguindo o protocolo de ndo sofrimento animal recomendado pelo comité de
ética, todos os animais do controle negativo foram eutanasiados antes do fim do
experimento. O grupo C+ (controle positivo) foi tratado durante 4 dias com a medicacdo
tdépica comercial utilizada no tratamento padrdo para de casos moderados da psoriase.

Os animais do grupo C+ (Figura 7 - b) desenvolveram descamacdo moderada da pele,
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sem perda de peso e comprometimento motor, ao fim do Ultimo dia de experimento os
animais ainda apresentavam descamacdo na pele. Na histologia foi observado
paraqueratose, descaracterizacdo morfolégicada da epiderme, edema e
hipergranulacdes (WAGNER et al., 2010).

[030] O grupo tratado com Alg@MTX (Figura 7 - c) desenvolveram lesbes e
descamacdo moderada, com perda de peso, desidratacdo, urina esverdeada, flacidez do
tecido. A histologia apresentou hiperqueraquose, hipergranulacao e microabscessos de
Munro (acimulo de neutréfilos na epiderme). Com a conjugac¢do do gel de alginato, o
farmaco foi rapidamente absorvido passando pela espessa camada do estrato cérneo.
Como j3a relatado anteriormente, o MTX é um pro-farmaco (ativado somente apds
biotransformacdo) e nos testes in vivo foi metabolizado com efeitos toxicoldgicos
severos ao organismo (AICKARA et al., 2020; KHAFAGA; EL-SAYED, 2018).

[031] Os efeitos adversos no organismo ja sdo conhecidos na literatura com
administracdao do MTX via oral e intravenoso citados aqui no inicio da patente. O grupo
tratado com gel de alginato puro (Figura 7 - d) ndo apresentou diminuicdo da
descamacgdo, nem efeitos toxicolégicos foram observados. Na histologia, o tecido
apresentou pouca queratinizacdo, descaraterizacdo morfoldgica da epiderme,
hipergranulacdo, mas sem infiltrado inflamatdrio.

[032] O Alginato vem sendo bastante utilizado na industria farmacéutica por suas
propriedades como compensacgao de toxicidade, tais como encontrados em algumas
patentes descritos como membranas de alginato para incorporagdao de farmacos
(BRP11004841-3 - 19/03/2013) em cicatrizacdo de lesdes por pressdo, em forma de
hidrogel contendo vitaminas do complexo B para cicatrizacdo de feridas na pele (BRPI
1107193-1 - 29/05/2018), fibras de alginato para tratamento e higienizacdo de feridas
Umidas na pele (BR 10 2014 027123-6), entre outros. Além disso, é hipoalérgico e
atoxico, por isso utilizado aqui como material para base dos nossos géis de liberagao
topica (GOMBOTZ; PETTIT, ; URZEDO et al., 2020).

[033] Os melhores resultados observados in vivo foram os géis Alg@C1, Alg@C2 e
Alg@C3. O grupo tratado com Alg@C1 (Figura 7 - e) apresentou regressdo da
descamacgado na pele em 4 dias, os animais ganharam peso e na analise histoldgica havia
uma queratinizagao normal do tecido, contudo ainda tinha espessamente da epiderme.

O grupo Alg@C2 (Figura 7 - f) apresentou efeito de cicatrizacdo de feridas em grau 3,
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sem sinais de infec¢do ou toxicidade sistémicas (Figura 8). Foi observado na histologia
um tecido cicatrizado, sem espessamento da epiderme, nem presenca de células
inflamatodrias. Os animais do grupo Alg@C3 (Figura 7 - g), obtiveram lesdes regredidas
em 3 dias, observado na histologia uma pele sauddvel com vérios foliculos pilosos
emergindo.

[034] Os 1,2,4-oxadiazéis sdo bioisdsteros de amidas e ésteres, que podem contribuir
com propriedades farmacocinéticas significativas devido a presenca do grupo azole (N—
, C—, O-) no nucleo oxadiazol, o que aumenta a lipofilicidade, que influencia a
capacidade do farmaco para alcancar o alvo por difusdao transmembranaria e pode
potencializar a atividade bioldgica como antiinflamatdéria, antiproliferativo e
antibacteriano. Tais caracteristicas influenciaram os resultados in vivo apresentados
nesta patente, e que conjugados com o gel de alginato teve um aumento na cicatrizagcao
em menor tempo, controle da inflamacdo das lesdes psoridticas e sem sinais
toxicoldgicos fisioldgicos - Figura 8 (BAJAJ et al., 2015; KAVITHA; KANNAN; GNANAVEL,
2017; MODI; MODI, 2012).

[035] Os espectros de RMN e FTIR comprovam as estruturas dos derivados 1,2,4-
oxadiazdlicos (DE OLIVEIRA et al., 2018).

[036] Na andlise de FTIR, dos géis Alg@C1l/Alg@C2/Alg@C3 foi observado uma
interacao por pontes de hidrogénio (Figura 9).

[037] Nas anadlises de DRX (Figura 10) foi observado que todas as amostras mantiveram
o perfil de material amorfo, caracteristica comum de polimeros como alginato e sem
sinais de cristalizacdo dos oxadiazéis, provavelmente devido ao Alginato de sédio estar
em maior quantidade sobrepondo as demais moléculas (YU et al., 2009).

[038] Nas andlises termogravimétricas, observamos primeiro evento identificado do
gel de alginato relacionado com uma pequena perda de massa abaixo de 110°C,
atribuida a perda de dgua devido a desidratagdo e depois em 150 °C estabiliza ficando
apenas a massa residual carbonizando. O composto Alg@C1 é o que possui os eventos
diferentes dos demais, o primeiro evento foi em torno de 110 °C devido a desidratacdo
e o segundo em 224 °C referente a perda de massa inicial, atribuida a degradacao
térmica do biopolimero conjugado ao oxadiazol, um terceiro estagio foi observado
referente a decomposicdo do Na,COs (Figura 11). Os compostos Alg@C2 (p-OCHs) e

Alg@C3 (p-F) apresentaram eventos termogravimétricos semelhantes, com o primeiro
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evento em 210 °C e o segundo em 240 °C. Esses resultados sdo um importante indicado
no controle de qualidade e estabilidade de potenciais produtos industriais, no qual é

monitorada a variacdo da massa do produto em funcao de temperaturas variadas.

Breve descri¢dao dos desenhos

[039] A seguir, sera apresentada uma breve descricdo das figuras utilizadas nesta
patente de invencdo. As caracteristicas e vantagens da presente invencao se tornarao
aparentes na descricdo detalhada das caracteristicas e resultados da invencdo, com
referéncias as figuras anexas. Figura 1 Hibridacdo molecular da Leflunomida (I) com
1,2,4-oxadiazolicos, na posicdo 3 grupos aromaticos e na posi¢cdao 5 o grupo N-acila.
Figura 2 representa de forma esquematica a sintese dos oxidiazéis C1, C2 e C3. Figura 3
mostra os Géis Alg@C1, Alg@C2, e Alg@C3 apds o processo de sintese. Figura 4 mostra
o esquema visual da avaliacdo in vivo com Balb/C. Modelo animal para psoriase, induzida
por 4 dias com imiquimode (IMQ). Figura 5 apresenta a estrutura molecular dos 1,2,4-
Oxadiazois (C1 N-ciclohexil-3-(fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina; C2 N-Ciclohexil-3- (4-
metoxifenil)-; C3 N-Ciclohexil-3-(4-fluorofenil)-) e suas respectivas atividades citotéxicas
em macrofagos (Raw 264.7). Figura 6 mostra a representacdo em grafico dos testes
hemoliticos com o percentual de hemdlise nas concentragdes de 15ug/mL - 500 pg/mL
dos compostos MTX, Alg@MTX, ALG, Alg@C1, Alg@C2 e Alg@C3 nos quatro tipos de
sangue AB+, B+, A+ e O+. Figura 7 mostra com detalhes as observacdes do modelo
animal para tratamento tépico da psoriase com o resultado histolégico em destaque ao
lado, onde é possivel observar que os animais tratados com os nossos géis Alg@C1,
Alg@C2 e Alg@C3 (e), f) e g), respectivamente) obtiveram melhor cicatrizacdo e
resultados guando comparados com os controle positivo (b) e o MTX (c). Figura 8 mostra
o resultado da andlise fisioldgica dos géis Alg@C1, Alg@C2 e Alg@C3 e controle 24 h
apos a ultima aplicagao tdpica nos animais. Figura 9 apresenta os espectros de FTIR do
gel de Alginato (Alg) puro e dos Géis Alg@C1, Alg@C2 e Alg@C3. Figura 10 apresenta os
resultados dos espetros de DRX dos compostos em gel alginato puro, e os géis Alg@C1,
Alg@C2 e Alg@C3. Figura 11 sdo observados os espectros obtidos na andlise

termogravimétrica do gel alginato puro, e géis Alg@C1, Alg@C2 e Alg@C3.
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REIVINDICACOES

1) Gel de alginato caracterizado por ser constituido pela suplementacéo de derivados
de 1,2,4-oxadiazois (Alg@ox — C1, C2, C3) e suas respectivas atividades citotoxicas em

macrofagos (Raw 264.7) e antipsoriaticas in vivo com camudongos albinos BALB/c.

2) Gel de alginato, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pela formulacao
preferencial da suplementacdo com as moléculas N-Ciclohexil-3-(fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-
amina (C1); N-Ciclohexil-3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina (C2); e N-Ciclohexil-3-
(4-fluor-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina (C3).

3) Gel de alginato, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pela formulacdo da
suplementacdo da hibridacdo molecular da Leflunomida com os derivados 1,2,4-oxadiaz6licos
3,5-dissubistituidos, com a substituicdo na posicdo 3 contendo grupos aromaticos, e na posi¢do
5 pelo grupo N-acila, de cadeia curta e longa (metila, etila, propila, n-butila, n-pentila, n-decano,
n-dodecano, etc), contemplando uma nova série de derivados na obtencdo de candidatos a
farmaco com atividade antipsoriética.

4) Uso do gel de alginato (Alg@ox — C1, C2, C3) definido na reivindicacdo 01,
caracterizado por ser utilizado na terapia topica de lesdes psoriaticas, cicatrizacdo de lesdes

epiteliais, lesdes infecciosas, tratamento de inflamacGes cutaneas e queimaduras.
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HEMOGRAMA C- C+ Alg@C1 Alg@C2 Alg@C3
H(M ilhﬁes/ uL) 5430000 5780000 5480000 5380000 5280000
Hb (g/dL) 16,6 17,6 16,6 16,3 15,6
Htc (%) 50 53 50 49 47
VCM th) 92,5 94,5 92,5 92,5 90,3
HCM (pg) 30,1 30,2 30,1 30,1 30
CHCM (gde} 33,2 333 33,2 33,2 331
L(ut) 8000 5000 7000 4000 6000
S (%) (uL) 39-3.120 40 - 2.000 44- 3.080 44-3.080 | 45-2.700
E (%) (uL) 6-480 4-200 3-210 3-210 3-180
M (%) (uL) 4-320 3-150 2-140 1-70 2-120
Lt 51-4.080 53-2.650 51-3.570 52-3.640 50 - 3.000
Pl (uL) 261000 168000 136000 287000 177000
BIOQUIMICA
U (mg/dL) 28 23 18 30 yy)
Cr{mg/dL) 0,7 0,6 0,3 0,6 04
TGO (mg/dL) 2 28 15 10,5 15,8
TGP (mg/dL) 26 36 17 13,8 17,6
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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE UM GEL DE ALGINATO CONTENDO 1,2,4-
OXADIAZOL PARA TRATAMENTO TOPICO DA PSORIASE

A presente invencao refere-se a preparacao de um gel formado
por alginato de sodio, suplementado com derivados de 1,2,4-oxadiazois,
a citar: N-ciclohexil-3-(fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina (C1), N-ciclohexil-
3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina (C2), e N-ciclohexil-3-(4-
fluor-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina (C3). Foram formados os géis
Alg@C1, Alg@C2 e Alg@C3, incolores, amorfos, com estabilidade fisico-
quimica, atoxicos, e com atividades biolégicas antiinflamatoria e
cicatrizante, em modelo animal, para psoriase. Diante disso, os géis
Alg@C1, Alg@C2 e Alg@C3, descritos, apresentam potencial para serem
utilizados na industria farmacéutica, ou em pesquisa, como tratamento
topico para lesoes psoriaticas, cicatrizacao de feridas cutaneas ou

queimaduras.
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