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RESUMO

O presente trabalho descreve o planejamento, a sintese e a
avaliacdo das propriedades farmacologicas de novos derivados N-
acilidrazonicos (56-57), planejados estruturalmente como analogos otimizados
do prototipo LASSBI0-294 (53), candidatos a prototipos de farmacos
analgésicos e antiinflamatorios.

Os compostos 6-nitro-1,3-benzodioxolil-N-acilidrazénicos (56) e 6-
[(metilsulfonil)amino]-1,3-benzodioxolil-N-acilidrazénicos (57) foram obtidos a
partir do safrol (60), produto natural abundante da flora brasileira. Estes
derivados foram submetidos, preliminarmente, a ensaios in vivo em protocolos
classicos de inflamacao, identificando-se os derivados N’-(3,5-di-terc-butil-4-
hidroxifenilmetilideno)-6-nitro-1,3-benzodioxola-5-carboidrazina (LASSBIio-881)
(56¢) e N’-fenilmetilideno-6-[(metilsulfonil)amino]-1,3-benzodioxola-5-
carboidrazina (LASSBIi0-930) (57c) como candidatos mais promissores,
capazes de inibir o edema de pata de rato induzido por carragenina em 31,7 e
59,6% (300 pmol/kg, p.o.), respectivamente.

O derivado LASSBI0-881 (56¢) foi identificado como analgésico na
fase neurogénica do modelo de hiperalgesia induzida por formalina em
camundongos, apresentando 44,5% de efeito antinociceptivo na dose de 100
pumol/kg, enquanto o analogo LASSBI0-930 (57c¢) promoveu analgesia na fase
inflamatoria (48,7%) do mesmo modelo, indicando mecanismos de acao
distintos para ambos os compostos. Os ensaios in vitro sobre as isoformas de
ciclooxigenase (COX) demonstram que LASSBIio-881 (56¢) ndo foi capaz de

atuar nesta via, enquanto LASSBIi0-930 (57c) inibe a producdo de TXB,
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proveniente de COX-1 em sangue humano total com ICso = 2,9 uM, ambos sem
acao sobre a enzima fosfodiesterase-4.

O composto LASSBIi0-881 (56c¢) apresentou perfil de acédo in vivo
semelhante ao do endocanabinéide anandamida (71). Este derivado (56¢) foi
entdo submetido ao modelo de ligacdo especifica em receptores canabindides
CB1 de cérebro de camundongos, sendo capaz de deslocar o radioligante em
71% na concentracdo de 100 pM. Além disso, LASSBIi0-881 (56c¢) foi capaz de
inibir a proliferacdo de linfécitos T sem promover apoptose, provavelmente
através de sua acdo sobre os receptores CB2. Este derivado (56¢) também
apresentou destacado perfil redox verificado por voltametria ciclica, aléem de
importante perfil antioxidante frente a radicais de nitrogénio, em 32% (DPPH), e
oxigénio, em 86% (radicais hidroxila), que pode estar associado ao seu perfil
anti-apoptético.

Desta forma, pode-se caracterizar que a estratégia adotada para a
otimizacdo das propriedades antiinflamatorias e analgésicas do prototipo
LASSBIi0-294 (53) logrou sucesso, resultando na obtencdo de dois novos
compostos-prototipos, i.e. LASSBIi0-881 (56¢) e LASSBI0-930 (57¢). Ademais,
a metodologia sintética empregada na obtencdo dos compostos das séries (56)
e (57) descritos neste trabalho se mostrou adequada, permitindo sua sintese

em bons rendimentos globais, i.e. 36 e 27%, respectivamente.
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ABSTRACT

We describe herein the design, synthesis and pharmacological
evaluation of new bioactive N-acylhydrazones (56-57), structurally designed as
novel optimized analogs of lead LASSBIi0o-294 (53), candidates to anti-
inflammatory and analgesic lead-compounds.

The 6-nitro-1,3-benzodioxolyl-N-acylidrazones (56) e 6-
[(methylsulphonyl)amino]-1,3-benzodioxolyl-N-acylhydrazones (57) were
synthesized from safrole (60), an abundant natural product from Brazilian flora.
These derivatives were preliminarly submitted to in vivo classical inflammation
assays, in which N’-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxiphenylmethylidene)-6-nitro-1,3-
benzodioxole-5-carbohydrazine (LASSBIi0-881) (56¢) and 6-
[(methylsulphonyl)amino]-N’-phenylmethylidene-1,3-benzodioxole-5-
carbohydrazine (LASSBIi0-930) (57c) derivatives were elected as the most
promising candidates, which are able to reduce the carragenaan-induced rat
paw edema in 31.7 and 59.6% (300 pmol/kg, p.o.), respectively.

LASSBI0-881 (56c¢) was identified as analgesic in the neurogenic
phase of formalin-induced hypernociception in mice, showing 44.5% of
antinociceptive effect in a oral dose of 100 umol/kg, while the analog LASSBio-
930 (57c) was analgesic in the inflammatory phase (48.7%) of the same
protocol, indicating distinct mechanisms of action for both compounds. The in
vitro assays over cycloxigenase (COX) isoforms show that LASSBIi0-881 (56¢)
was not capable to inhibit this pathway, while LASSBi0-930 (57c) inhibits the
production of TXB; from COX-1 in human whole blood with ICso = 2.9 uM, both

with no action on phosphodiesterase-4 enzyme.
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Compounds LASSBIi0-881 (56¢) and anandamide (71) have similar in
vivo profile when both are compared. This derivative (56c¢) was then submitted
to specific cannabinoid CB1-binding in mice brain homogenates, displacing the
radioligand in 71% at 100 uM. Besides, LASSBIi0-881 (56¢) was able to inhibit
T-cell proliferation in vitro, without promoting apoptosis, in contrast to (71),
probably through its action over CB2 receptors. This derivative (56c) also
presented important redox profile, verified by cyclic voltammetry, as well as
proeminent antioxidant profile over nitrogen radicals, in 32% (DPPH), and
oxygen radicals, in 86% (hydroxyl), which can be associated to its anti-apoptotic
profile.

Finally, the rational basis adopted for the optimization of anti-
inflammatory and analgesic properties of the lead-compound LASSBIi0-294 (53)
was successful, resulting in the identification of two novel lead-compounds, i.e.
LASSBI0-881 (56¢) e LASSBIi0-930 (57c). The synthesis of compounds (56) e
(57) described in this work was accomplished in good overall yields, i.e. 36 and

27%, respectively.
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1. INTRODUCAO:

A Quimica Medicinal é a disciplina que trata dos aspectos
relacionados ao planejamento, invencao, descoberta, identificacdo e obtencao
de compostos de interesse terapéutico, i.e. farmacos, bem como as razdes
moleculares de seu modo de acao, incluindo a compreenséo da relacdo entre a
estrutura quimica e a atividade terapéutica, absorcdo, distribuicéo,
metabolismo, eliminacéo e toxicidade (WERMUTH et al., 1998).

O reconhecimento molecular do farmaco na biofase é realizado
através de suas interacfes intermoleculares, i.e. forcas eletrostaticas, de
disperséo, hidrofdbicas, ligacbes de hidrogénio e ligacdes covalentes, com o
respectivo biorreceptor (BARREIRO e FRAGA, 2001). O arranjo espacial das
suas subunidades estruturais, responsaveis pelas interacdbes com as
biomacromoléculas, incluindo o0s requisitos farmacoféricos, define,
qualitativamente, o grau de afinidade e a especificidade da ligacdo do
complexo micromolécula-biorreceptor (BARREIRO e FRAGA, 2001). Essas
subunidades sdo conectadas entre si através de um arcabougo molecular
capaz de assegurar uma orientagcdo espacial que favorece a interacdo desses
grupos com os sitios receptores.

Na literatura recente, constata-se um grande interesse na
identificacdo de tais arcabougos moleculares, denominados “estruturas

privilegiadas”.



1.1. ESTRUTURAS PRIVILEGIADAS:

O termo “estrutura privilegiada” foi primeiramente utilizado por
EVANS e colaboradores (1988), e recentemente revisado por PATCHETT e
NARGUND (2000), sendo definido como estrutura ou subunidade minima
comum capaz de fornecer pontos ligantes para mais de um tipo de biorreceptor
podendo-se modular a seletividade desta interacéo através de modificacbes em
outras subunidades estruturais. Os autores ainda acrescentaram que tais
estruturas possuem propriedades que facilitam a sua ligacdo as
biomacromoléculas, possivelmente por interacdes distintas dos respectivos
ligantes enddgenos. A introducdo deste conceito teve grande impacto no
desenvolvimento da Quimica Medicinal moderna, como se observa pelo
crescimento significativo do nuamero de citagbes anuais da expressao

“privileged structures” em diferentes bases de dados bibliogréficos* (Figura 1).

1.2. USO DO CONCEITO DE ESTRUTURAS PRIVILEGIADAS NO DESENHO

RACIONAL DE NOVAS QUIMIOTECAS:

A partir da década de 90, com o advento das técnicas de quimica
combinatéria e screening robotizado de alto débito (high throughput synthesis e
high throughput screening - HTS) o desenho de novas quimiotecas tornou-se

um grande desafio para os Quimicos Medicinais, promovendo expressiva

! As bases de dados bibliograficos consultadas folmb of Scienc® (http://isiknowledge.coi
American Chemical Society (ACS; http:/pubs.acs.08gience Direét (http://www.sciencedirect.cone
SciFinder Scholdf (CAS Chemical Abstracts Service), acessados a irpadp sitio
http://www.periodicos.capes.gov.em 05/03/06.




mudanca nos paradigmas da Quimica Medicinal moderna, sobretudo ao nivel

da pesquisa realizada nos laboratdrios industriais.
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Figura 1 — Numero absoluto de citagcBes do termo “  privileged structures” nas bases de

dados bibliogréaficas. A busca foi realizada utilizando-se o termo indicado, a cada ano, no
periodo de 1988 a 2005. As bases de dados indicadas com asterisco (*) oferecem a op¢éo de
busca em texto completo (full text), ativada em funcéo de sua disponibilidade.

Vale destacar que, apesar do elevado investimento do setor industrial
farmacéutico nessas novas tecnologias de pesquisa, desenvolvimento e
inovacao, a descoberta de novas entidades quimicas (NCES) que representem
efetivamente, uma oportunidade de atingirem o mercado como auténticas
inovacbes terapéuticas, ndo tém correspondido as expectativas do setor
(SERVICE, 2004). De fato, no ano de 2005, dentre os 14 novos medicamentos
que ingressaram no mercado, aprovados pela agéncia reguladora norte-

americana FDA (Food and Drugs Administration) (Quadro 1), excetuando-se



produtos com fins de diagndstico, apenas ca. 50% deles possuiram o estatus
de auténticas NCEs?.

Neste contexto, o setor industrial farmacéutico envolvido na pesquisa
de novos medicamentos redirecionou o desenho estrutural de colecdes de
moléculas sintéticas a serem bioensaiadas por HTS, com o objetivo de
aumentar a probabilidade de obtencdo de novos hits candidatos a prototipos de
farmacos, que apresentassem tanto requisitos farmacoféricos quanto de
solubilidade adequados. O desenvolvimento de estratégias com esta finalidade
tem sido amplamente relatado na literatura, e tem gerado trabalhos de grande
impacto cientifico e tecnolégico. Como exemplo, os resultados de LIPINSKI e
colaboradores (1997) com a “regra dos cinco”, baseada nas propriedades de
farmacos e prototipos da literatura. Os autores postularam que um composto-
prototipo promissor como candidato a farmaco deve possuir, no maximo, 5
pontos doadores e 10 aceptores de ligagéo de hidrogénio (ligacdo-H) com peso
molecular inferior a 500 u.m.a. e log P calculado (ClogP) inferior a 5. Estas
regras criam um critério estrutural empirico para a identificagdo de compostos
candidatos a novos farmacos bem como para a construcdo de quimiotecas
(LIPINSKI et al., 1997).

O conceito de estruturas privilegiadas também € considerado
importante estratégia para o0 planejamento racional de quimiotecas
(THOMPSON e ELLMAN, 1996; ELLMAN, 1996; LEBL, 1999). O seu emprego
associado ao uso de métodos computacionais e modelos farmacoforicos de
quatro pontos (LABAUDINIERE, 1998; MASON et al., 1999) ou de

fragmentacdo de moléculas bioativas ou farmacos, tem sido realizado com

2 http://www.centerwatch.com/patient/drugs/druglb®sl, acessado em 20/03/2006




Quadro 1 — Novos medicamentos aprovados para comercializacio pela agéncia norte-americana FDA em 2005%

Nome Més/Ano

Farmaco f - = Indicacdo Classe IndUstria Referéncia
antasia aprovacao
Pramlintide Symlin® Marco 2005 Diabetes tipo 1 e 2 Mimético do horm6nio amilina Amylin Pharmaceuticals II?A\;\?’}II'II\\]IOEOEOS
Entecavir* Barac%ude(@ Marco 2005 Hepatite B Anélogo de nucleosideo Bristol-Myers Squibb CHANG et al., 2006
Boniva™ (nova Bisfosfonato inibidor de reabsor¢éo S EMKEY e
Ibandronate formulagio) Margo 2005 Osteoporose 6ssea Roche / GlaxoSmithKline ETTINGER, 2006
. ® . . . Anélogo funcional do GLP-1 (glucagon- Con DAVIDSON, BATE e
Exenatide Byetta Abril 2005 Diabetes tipo 2 like peptide 1) Amylin/Eli Lilly KIRKPATRICK, 2005
® . . . Forma variante da enzima N- . . . HOPWOOD, BATE e
Galsulfase Naglazyme Maio 2005 Mucopolissacaridose VI acetilgalactosamina 4-sulfatase BioMarin Pharmaceuticals KIRKPATRICK, 2006
Isosorbida dinitrato/ BiDII® Junho 2005 Faléncia cardiaca Associaggo de um doador de NO e um NitroMed BRANCA, 2005
hidralazina cloridrato vasodilatador
. - L@ - o . . . FLEXNER, BATE,
Tipranavir Aptivus Junho 2005 HIV Inibidor de protease ndo-peptidico Boehringer Ingelheim KIRKPATRICK, 2005
N ® L . . BUYSSE, BATE e
Ramelteon Rozerem Julho 2005 Insénia Agonista de receptor de melatonina Takeda KIRKPATRICK, 2005
Mecasermin Increlex® Agosto 2005 Disturbios de crescimento IGF-1 humano recombinante Tercica NORMAN, 2006
Nelarabine* Arranon® Outubro 2005 Leucemia linfoblastica Pro-farmacp de a”f?"ogo de GlaxoSmithKline GANDHI et al., 2006
desoxiguanosina
® Sindromes HIDESHIMA,
Lenalidomide* Revlimid Dezembro 2005 mielodisolasicas Analogo da talidomida Celgene RICHARDSON e
P ANDERSON, 2006
. N @ . . Antagonista ndo-peptidico de receptor TANG, BHAVNAN e
Conivaptan Vaprisol Dezembro 2005 Hiponatremia de vasopressina Astellas FRANCIS, 2005
Sorafenib* Nexavar® Dezembro 2005 Carcmogﬁ:i: células Inibidor de quinases Bayer/Onyx MARX, 2005
. ® . . Proteina de fusdo com acao inibitéria de . . MORELAND, BATE e
Abatacept Orencia Dezembro 2005 Artrite reumatoide linfocitos T Bristol-Myers Squibb KIRKPATRICK, 2006
Ranolazine* Ranexa” Janeiro 2006 Angina crdnica Anti-angina CV Therapeutics GAFFNEY, 2006
Lubiprostone* Amitiza® Janeiro 2006 Constipacéo idiopatica Ativador de canal CIC-2 Sucampo/Takeda WINPENNY, 2005
Lo ® ; Cancer renal e tumores T -~ T . MCINTYRE e
Sunitinib Sutent Janeiro 2006 gastrointestinais Inibidor multiplo de tirosina-quinases Pfizer CASTANER, 2005
Vacina de rotavirus ® . Prevencao de . L CUNLIFFE e
Rotateq Fevereiro 2006 Vacina de virus inativado Merck NAKAGOMI, 2005

oral pentavalente gastroenterite infantil

*Fonte: http://www.centerwatch.com/patient/drugs/drugls05.html, acessado em 20/03/2006;

*novas entidades quimicas (NCEs)




objetivo de se identificarem padrdes estruturais relevantes que devem constar
de quimiotecas (BEMIS e MURCKO, 1996; BEMIS e MURCKO, 1999; LEWELL
et al., 1998; SHERIDAN e MILLER, 1998; AJAY, BEMIS e MURCKO, 1999;
SCHNUR et al., 2004).

Outros autores, e.g. SCHNUR, HERMSMEIER e TEBBEN (2006),
inventores do programa ClassPharmer de identificacdo de subestruturas
frequentes (“privilegiadas”) em colecbes de moléculas bioativas, questionaram,
recentemente, a eficacia daquela abordagem para eleicdo de estruturas
privilegiadas, quando se deseja seletividade frente a distintas familias de alvos
moleculares. Estes autores afirmam que a freqiéncia da ocorréncia de
determinadas estruturas ndo deve ser critério Unico para assegurar a condicdo
de privilegiadas, e exploram naquele trabalho a questdo da seletividade
identificada em fragmentos moleculares gerados pelo programa em relagéo a
uma série de familias-alvo: receptores acoplados a proteina G (GPCRs),
receptores de horménios nucleares (NHR), serino-proteases, proteinas
quinases e canais idnicos, recuperando a definicdo original de EVANS (1988) e
PATCHETT (2000). Ademais, foi constatado neste trabalho que existem
elevadas porcentagens de ocorréncia de estruturas consideradas privilegiadas
para ligantes de canais i0nicos entre os inibidores de serino-proteases (92%)
(Tabela 1), assim como estruturas privilegiadas para inibidores de serino-
proteases ocorrem em inibidores de proteinas quinases em alta porcentagem
(91%). Por outro lado, observaram que o inverso ndo ocorria, ou seja, apenas
11% das estruturas privilegiadas identificadas em inibidores de serino-
proteases estavam presentes em ligantes de canais i6nicos e 20% das

estruturas privilegiadas para inibidores de proteinas quinases estavam



presentes em inibidores de serino-proteases (Tabela 1). (SCHNUR,

HERMSMEIER e TEBBEN, 2006).

Tabela 1 — Porcentagem de estruturas privilegiadas presentes em ligantes de
GPCRs, canais ibnicos, NHR, proteinas quinases e serino-proteases*

Ligantes
a Canais b Proteinas Serino-
Subestruturas EIPERS idnicos Ml guinases proteases

GPCRs - 26 10 11 17
Canais idnicos 47 - 15 19 92
NHR 40 30 17 15
Proteinas quinases 48 34 16 - 20
Serino-proteases 25 11 7 91 -

*adaptado de SCHNUR, HERMSMEIER e TEBBEN, 2006
receptores acoplados a proteina-G
breceptores de hormdnios nucleares

Além disso, verificou-se que os ligantes de GPCRs possuem a maior
variedade de estruturas privilegiadas em relacdo as outras familias de
receptores, indicando que estes ligantes possam ser promiscuos, com reduzida
seletividade (Tabela 1). Utilizando como exemplo a subestrutura bifenila,
classificada como estrutura privilegiada para GPCRs (BEMIS e MURCKO,
1996; MASON et al., 1999), SCHNUR, HERMSMEIER e TEBBEN (2006)
constataram que a mesma aparece em 5658 compostos que atuam em 311
classes distintas de alvos farmacolégicos, dentre 0s quais antagonistas de
receptores de bradicinina BK; (1) (KUDUK et al., 2004), inibidores da proteina
quinase C (PKC) (2) (DUAN et al., 2004), inibidores da metaloprotease de
matriz tipo 3 (MMP-3) (3) (ERLANSON et al., 2004), inibidores da tirosina
fosfatase protéica 1B (PTP-1B) (4) (MALAMAS et al., 2000) (Esquema 1). A
subunidade privilegiada 2’-tetrazolobifenila foi identificada em 1046 compostos
estritamente relacionados aos receptores de angiotensina Il, como ilustrado

pelo losartan (5) (KAUFFMAN et al., 1991) e valsartan (6) (BUHLMAYER et al.,



1994) (Esquema 1). Pode-se observar que a subunidade bifenila ganha
seletividade com a introducdo do grupo tetrazola (SCHNUR, HERMSMEIER e
TEBBEN, 2006), evidenciando a definicdo original de estrutura privilegiada de
EVANS (1988) e PATCHETT (2000) e exemplificando que modificacbes

estruturais adequadas conduzem a compostos altamente seletivos.



HiC

H,CO

(1] cH (3) (4)
Antagonista Bl Inibidor PRC Inibidor kkP-3 Inibidor PTRP1B
(KUDUK af al., 2004 © (DUAM af af., 2004) (ERLAMNSON ef af., 2004) (MALAMAS af ai., 2000)

A
e

]
losartan (5 valsartan (6 A3
Antagonista( ﬁ?T—’I \}‘”’"" Antagonista(All'-“] Nt
(RALUFFMAN af g/, 1991) (BUHLMAYER af a1, 1994)

Esquema 1 — Estruturas privilegiadas da classe dos bifenilicos
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1.3. IDENTIFICACAO DAS ESTRUTURAS PRIVILEGIADAS:

1.3.1. BENZODIAZEPINAS:

Os trabalhos pioneiros de EVANS e colaboradores sobre o
desenvolvimento de novos antagonistas nao-peptidicos de receptores de
colecistocinina (CCK) objetivaram a obtencdo de novos analogos do produto
natural asperlicina (7) (CHANG et al., 1985), antagonista de receptores CCK, a
partir da modificacdo estrutural de farmacos benzodiazepinicos ansioliticos,
e.g. diazepam (8) (BOCK et al., 1986; BOCK et al., 1988; EVANS et al., 1986;
EVANS et al.,, 1988). Estes trabalhos culminaram no desenvolvimento do
devazepide (L-364,718 ou MK-329) (9), primeiro antagonista ndo-peptidico
altamente seletivo para receptores CCK-1, amplamente utilizado como
marcador farmacoldgico para esse alvo terapéutico. O planejamento estrutural
de (9) envolveu a simplificacdo molecular do protétipo natural (7), identificando-
se as subunidades benzodiazepina (BZD) e triptofano (Trp) como essenciais

para o reconhecimento molecular pelos receptores CCK (Esquema 2).
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H\C o
~ 10
sOon
Devazepids (9)

ICey CCK-1 = 0,0008 i
ICqp BZD = =100 it
Asperlicina (F) (EVANS ef /., 1985)

\ Y A Y ) ICqp CCK-1 =14 um \ A )

BZD L-Trp (CHANG efal., 1983) Y e
BZD D-Trp

H\g
‘ — Diazepam (8)

ICqp CCK-1 = 100 pi

ICop BZD = 0,007 ph
O (EVANS &f 4., 1985)

Esquema 2 — Planejamento estrutural do Devazepide (9)

Os benzodiazepinicos constituem uma ampla classe de compostos
ativos no sistema nervoso central (SNC), atuando como ligantes de canais
ibnicos e GPCRs. Como exemplos de farmacos ansioliticos desta classe,
temos o diazepam (8) e lorazepam (10), ligantes de receptores gabaérgicos
(STERNBACH, 1979) (Esquemas 2 e 3). Além dos extensivos trabalhos sobre
a atividade de benzodiazepinicos nos receptores CCK realizados por diversos
grupos (EVANS et al., 1988; BOCK et al., 1990; BOCK et al., 1993; LOWE et
al., 1994; VAN NIEL et al., 1995; CUROTTO et al., 1995; HENKE et al., 1996;
HIRST et al., 1996; HENKE et al., 1997; SINHA et al., 1999; AGRAWAL et al.,
2002; GIRAGOSSIAN et al., 2003), existem relatos descrevendo o papel dessa
classe de compostos como ligantes de outros GPCRs, tais como agonistas k-
opidides, o tifluadom (11) (ROMER et al., 1982); antagonistas do fator de

ativacao plaquetaria (PAF), o derivado policiclico (12) (WALSER et al., 1991);
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antagonistas de receptores de neurocinina NK-1, e.g. (13) (ARMOUR et al.,
1997) e antagonistas de receptores GPllbllla, e.g. (14) (MCDOWELL et al.,
1994) (Esquema 3). Como inibidores enzimaticos, temos os inibidores da
transcriptase reversa do HIV, ilustrado pela nevirapina (15) HARGRAVE et al.,
1991) e inibidores de RAS-farnesiltransferase, exemplificado pelo derivado

BMS-214662 (16) (HUNT et al., 2000) (Esquema 3).

O .
O '
et | N ] /
%/ |
=H 4% Antagomsta PAF
T|

Lorazepam {(10) WWALSER ef af., 1991) a

Ansialitico — BZDIGAEA
(STERNBACH 1979)

fluadom (11)
H Agonista k- op|0|de
(ROMER ef ai., 1982)
IZH, i A
>J \”>,
Antagomsta GRIbla N
(13) (MCDOWELL af af, 1994)

Antagomsta Ni-1 & HH
ARMOUR at al 1997} “"/\

d BMS-214662 (16)
In|b|d0r Ras- Farnesn
H

transferase
Newrapme (158) \
Inibidar RT /|| (HUNT et /., 2000)
(HARGRA\IE ef al , 1991) o

Esquema 3 — Estruturas privilegiadas da classe das benzodiazepinas



13

1.3.2. DIIDROPIRIDINAS:

Outro exemplo classico de estruturas privilegiadas sédo as
diidropiridinas, classicamente descritas como antagonistas de canais de calcio,
ilustrado pela amlodipina (17) (ARROWSMITH et al., 1986) e nifedipina (18)
(VATER et al., 1972), farmacos amplamente empregados no tratamento da
hipertenséo arterial. Modificacdes estruturais adequadas nos substituintes do
anel diidropiridinico forneceram antagonistas de receptores do PAF, tal como
(19) (SUNKEL et al., 1990); antagonistas de receptores de adenosina do tipo
A3, exemplificado pelo derivado MRS 1097 (20) (VAN RHEE et al.,, 1996);
moduladores do receptor purinérgico P2, tal como o MRS 2154 (21)
(JACOBSON, KIM e KING, 2000) e antagonistas a;a-adrenérgicos, ilustrado

pelo derivado SNAP-6383 (22) (LAGU, 2001), entre outros (Esquema 4).

Amlod|p|na (17} , N|fed|pma (18)
Antagonista Canais Ca®* Antagonista Canais Ca? Anta
gomsta PAF
(ARROWSMITH ef af., 1986) (VATER af /., 1972) (SUMKEL et ai., 1680)

'ﬂ=ﬂ

Et0,C
1 I'HH., "’/\\/’/\\‘" C0,Me
| OHH,"
OMe

HaE [ +]

SNAP-6383 (22)

MRS 1097 (20) MRS 2154 (21) Antagoni’sta_
Antagonista A, Modulador P2 oy a-adrenergico
(VANRHEE etal, 1996)  (JACOBSON ef af, 2000) (LAGU, 2001)

Esquema 4 — Estruturas privilegiadas da classe das diidropiridinas
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1.3.3. ESPIROPIPERIDINAS:

Outra classe de estruturas privilegiadas importante constitui-se nas
espiropiperidinas, que foram inicialmente descritas como antagonistas de
receptores de oxcitocina, tal como exemplificado pelo derivado L-366,509 (23)
(EVANS et al.,, 1992) e ligantes o-opidides, tal como L-687,384 (24)
(CHAMBERS et al., 1992) (Esquema 5).

Os trabalhos de PATCHETT e colaboradores (1995) evidenciaram a
descoberta do protétipo MK-0667 (25) como secretagogo de horménio do
crescimento (GH), ativo in vivo por via oral, a despeito de possuir em sua
estrutura a subunidade peptidica (Esquema 5). De fato, foi a partir dos
trabalhos de PATCHETT que as espiropiperidinas foram classificadas como
estruturas privilegiadas, por estarem também presentes em ligantes de outros
GPCRs, como receptores de oxcitocina e o-opidides gerando analogos
seletivos ligantes de grande variedade de GPCRs, canais ibnicos e enzimas
(NARGUND et al., 1998; PATCHETT e NARGUND, 2000).

A literatura recente relata outros exemplos importantes de derivados
espiropiperidinicos como antagonistas de receptores serotoninérgicos do tipo
1A (5-HT14) com propriedades na recaptacdo de serotonina (SERT), como
exemplifica o derivado (26) (VAN NIEL et al., 1999); antagonistas de receptores
de quimiocina do tipo 2B (CCR2B), representado por RS-504393 (27)
(MIRZADEGAN et al., 2000) e antagonistas de receptores de melanocortina do
subtipo 4 (MCA4R), ilustrado por (28) (BONDENSGAARD et al., 2004)

(Esquema 5).



O‘ nﬂm=

A
= OH
] /\©
L-366,509 (23) L-387,384 [24)
Antagonista oxitocina Ligante o-opicide Sgncfe?:gggc?s@)H
(EVANS ef al., 1992) (CHAMBERS ef af., 1992) (PATCHETT ot al, 1995)
|
O »
Ci
H N = HH
i I\ = A\/H
o £
€H :
MK-0667 (26) oH RS-504393 (27) (28}
Antagonista 5-HT, ./ SERT Antagonista CCR2B Antagonista MCAR
(VAN NIEL af af, 1999) (MIRZADEGAN ef af., 2000} c (BONDENSGAARD af af., 2004)

Esquema 5 — Estruturas privilegiadas da classe das espiropiperidinas

1.3.4. AMINOPIRIDAZINAS:

As aminopiridazinas constituem uma subunidade importante na
construcdo de quimiotecas por possuirem pontos estratégicos de diversidade
estrutural (BOURGUIGNON, OUMOUCH e SCHMITT, 2006). Aplicando-se a
estratégia de otimizacdo seletiva de atividades colaterais (SOSA — Selective
Optimization of Side Activities) e utilizando-se farmacos antigos como fonte de
estruturas privilegiadas, WERMUTH e colaboradores (2004) descreveram a
obtencdo de ligantes muscarinicos Mj, ilustrado por SR 46559A (29)

(WERMUTH et al.,, 1992) e antagonistas gabaérgicos GABA-A, tal como o
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derivado (30) (MELIKIAN et al., 1992), inibidores da acetilcolinesterase (AChE),
tal como (31) (CONTRERAS et al, 1999; CONTRERAS et al.,, 2001), e
antineuroinflamataérios, como (32) (MIRZOEVA et al., 2002; CRAFT et al., 2004)
obtidos a partir de modificacdes estruturais no protétipo minaprina (33)
(Esquema 6), farmaco antidepressivo potencializador da transmissao

serotoninérgica e dopaminérgica (WERMUTH, 2004).

avsl St

SR 465539 A (29)
Ligante muscarinico M, Antagomsta GABA- A
MWWERMUTH af af., 1992) (MELIKIAN gf &l , 1992}

/—/ﬁor AChE

H (CONTRERAS et ai., 2001) Antmeuromflamatono "
b N\

MIRZOEVA et gl 2002
TN

H
=

/_/

Minaprina (33)
Antideprassiva
WERMUTH, 2004

H—H

Esquema 6 — Estruturas privilegiadas da classe das aminopiridazinas

1.3.5. DIARIL-HETEROCICLICOS:

Dentre a classe dos antiinflamatdrios néo-esteroidais de segunda
geracdo, o padrdo diaril-heterociclico pode ser identificado como estrutura

privilegiada, destacando-se dentre os inibidores de cicloxigenase-2 (COX-2),
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e.g. celecoxib (34) (PENNING et al.,, 1997) e rofecoxib (35) (PRASIT et al.,
1999); inibidores da quinase p38 ativada por mitégeno (p38 MAPK), e.g. SB-
218655 (36) (WANG et al., 1998); e protétipos de atividade multipla, e.g. CGS-
2466 (37), antagonista de receptores de adenosina A3 e inibidor de
fosfodiesterase-4 (PDE-4) e p38 MAPK (MULLER, 2003) (Esquema 7). Além
das propriedades antiinflamatoérias, os derivados diaril-heterociclicos também
podem atuar como agonista inverso de receptor canabindide CB1, e.g.
rimonabant (38) (BARTH, 2005); antagonistas de receptores de glucagon, e.g.
(39) (MULLER, 2003); e inibidores de transporte de dopamina (DA), e.g. (40)
(MULLER, 2003) (Esquema 7), caracterizando-se, de fato, como uma estrutura

privilegiada.

Celecoxib (34) Rofecoxib (35)
Inibidor co>< 2 Inibidor COX-2
(PENNING of af., 1997) (PRASIT ef al., 1999
S50;HH, 50,CH,

™ - .

SB-218655 (36)
Inibidor p38 MAPK Antagonista A,

-
IR CHE LG TSR ) N7 Inibidor PDE4 / p38 MAPK
F o (MULLER, 2003)

% b\ %
C.Ha0
Rimonabant (38)
Antagonista CB1
(BARTH, 2005}

Esquema 7 — Estruturas privilegiadas da classe dos diaril-heterociclicos

CG5-2466 (37)

Antagomsta |n|b|dor

Glucagon transporte DA
Lo HKMULLER 2003) ¢ (MULLER, 2003)
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1.4. IDENTIFICACAO DA SUBUNIDADE N-ACILIDRAZONA (NAH) COMO

ESTRUTURA PRIVILEGIADA:

Os trabalhos desenvolvidos no LASSBio com derivados N-
acilidrazonicos (NAH), recentemente compilados na revisdo de FRAGA e
BARREIRO (2006), evidenciaram o carater de estrutura privilegiada para esses
compostos. A primeira série de NAH bioativas estudadas no LASSBIio foi
planejada racionalmente utilizando-se ferramentas da Quimica Medicinal de
modificacdo molecular, como a hibridacdo molecular (BOURGUIGNON, 1996),
o bioisosterismo (LIMA e BARREIRO, 2005), a simplificagdo molecular, a
homologacdo e a restricho conformacional (WERMUTH, 1996;
BOURGUIGNON, 1996). Tais estratégias permitem variacbes importantes no
padrao de lipofilicidade, de sitios doadores/aceptores de ligacdo-H, bem como
nas distancias e orientacdes conformacionais dos respectivos farmacéforos,
viabilizando uma diferenciagdo no reconhecimento molecular de compostos da
mesma classe quimica frente as biomacromoléculas, que se reflete em
diferentes perfis de seletividade (WERMUTH, 1996).

A partir da hibridagdo molecular de dois protétipos da literatura, i.e.
BW-755c (41) (GHIGLIERI-BERTEZ et al., 1987) e CBS-1108 (42)
(SINCHOLLE et al., 1985), descritos como inibidores duais de ciclooxigenase e
5-lipoxigenase, foi inicialmente obtida a série de 4-nitropirazolil-5-hidrazonas
analgésicas e antitrombaticas (43) (FREITAS, 1992; SILVEIRA et al., 1991).
Estas Ultimas originaram, por sua vez, a série pioneira de NAH pirazdlicas (44)
atraveés do bioisosterismo dos grupos nitro-arila, introduzido na série (43) por

conveniéncias sintéticas (FREITAS, 1992), e carboxilato, além da transposi¢cao
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do grupo hidrazona na forma N-acil para o carbono 4 do sistema pirazolico
(FREITAS, 1992) (Esquema 8), que resultou na obtencdo de prototipos com
importantes propriedades analgésica (MATHEUS et al., 1991) e antiagregante
plaguetaria (MIRANDA et al., 1994). Os resultados obtidos validaram o
planejamento estrutural para a nova série de NAH (44), demonstrando que a
estratégia de modificacdo estrutural adotada para a otimizacdo da série inicial

(43) foi adequada.

HiH

Hibridacédo />
Molecular Q\
CBS-1108 (42)

CF,y
BWW-755¢ (41) h

H
(44)
Bioisosterismo @

(43)

“u (44a)

Esquema 8 — Planejamento racional das N-acilidrazonas da série (44)

O caréter farmacoférico da fungcdo NAH foi investigado, obtendo-se
0s respectivos derivados amidicos (44a) a partir da supressédo da subunidade
iminica de (44) (Esquema 8), o que resultou em compostos inativos nos

mesmos bioensaios realizados anteriormente. Adicionalmente, cabe ressaltar
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Esquema 9 — Relacao estrutura-atividade das N-acilidrazonas analgésicas e antiagregantes plaquetarias
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que o padrdao NAH caracteriza-se por possuir diferentes pontos de possivel
diversidade estrutural, importantes na construcdo de distintas familias de
compostos-prototipos, candidatos a farmacos. Baseando-se nas estratégias de
bioisosterismo, outras seéries de NAH foram sintetizadas e avaliadas
farmacologicamente, de forma a permitir o estudo das relacbes entre a
estrutura quimica e suas respectivas atividades analgésicas, antiinflamatérias e
antitrombdticas (FRAGA e BARREIRO, 2006).

Inicialmente, foram identificadas relacdes bioisostéricas importantes
entre os derivados NAH analgésicos LASSBIio-30 (44a) (MATHEUS et al.,
1991), LASSBIo-171 (45) (LEITE et al., 1999), LASSBIio-208 (46) (RIBEIRO et
al., 1998) e LASSBI0-349 (47) (FIGUEIREDO et al., 2000), bem como entre os
compostos antiagregantes plaquetarios LASSBIio-35 (44b) (MIRANDA et al.,
1994) e LASSBIi0-602 (48) (CUNHA et al., 2003) (Esquema 9). Esses
resultados sugeriram que a modificacdo do padréo heterocilcico na subunidade
ligada ao grupo acila da fungdo NAH ndo modificou drasticamente a atividade
farmacoldgica dos novos compostos obtidos, contudo, na regido iminica, a
natureza do substituinte mostrou-se crucial para o perfil de atividade
observado.

Utilizando-se o conceito de mensagem-endereco introduzido por
LIPKOWSKI, TAM e PORTOGHESE (1986), foi observado para a classe das
NAH um padréo diferenciado de atividade farmacolégica (mensagem) quando a
regido iminica (B, Esquema 10) foi modificada e diferentes padrées de ligacdo
(endereco) foram obtidos quando alterou-se a natureza do substituinte ligado
ao grupo acila (A). Variando-se racionalmente essas duas subunidades

estruturais, foram obtidos compostos antiagregantes plaquetérios, ilustrados
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por LASSBIi0-35 (44b) (MIRANDA et al., 1994) e LASSBi0-602 (48) (CUNHA et
al., 2003); analgésicos periféricos, como LASSBIi0-30 (44a) (MATHEUS et al.,
1991), LASSBIi0o-171 (45) (LEITE et al., 1999), LASSBIi0-208 (46) (RIBEIRO et
al., 1998) e LASSBI0-349 (47) (FIGUEIREDO et al.,, 2000) (Esquema 9);
analgésicos centrais, tal como LASSBIi0-417 (49), este baseado na estrutura do
antipsicotico clorpromazina (50) (SILVA et al., 2004); inibidores de cruzipaina,
como LASSBI0-334 (51), originado a partir da estrutura do derivado ZLI48A
(52) (IFA et al., 2000); agentes cardiotbnicos, como LASSBi0-294 (53)
(ALBUQUERQUE, BARREIRO e SUDO, 1999) e vasoativos, como LASSBIio-
785 (54), baseados na estrutura do inibidor de PDE-3, imazodam (55) (SILVA
et al., 2005) (Esquema 10).

Considerando-se a acessibilidade sintética dos derivados NAH,
constatou-se que a modificacdo racional de sua estrutura resultou em
compostos mais seletivos para um dado alvo farmacoldgico. A partir deste perfil
de propriedades farmacoldgicas podemos classificar os derivados NAH como
estruturas privilegiadas, respeitando-se a definicdo original de EVANS (1988) e
PATCHETT (2000), visto que correspondem a um arcabou¢o molecular capaz
de contribuir para com uma gama de a¢des farmacoldgicas, sendo passiveis,
por modificagdo estrutural apropriada de seus substituintes, de resultarem em
compostos seletivos para uma determinada a¢éo farmacoldgica.

O conceito de estruturas privilegiadas, na sua mais estrita definigcéo,
constitui, de fato, uma importante estratégia na identificacdo de subunidades
moleculares de multiplos propésitos para diferentes atividades farmacoldgicas

(MULLER, 2003). Nos trabalhos anteriormente mencionados, destacaram-se as
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Esquema 10 — Estruturas privilegiadas da classe das N-acilidrazonas
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estruturas privilegiadas representadas pelas bifenilas, benzodiazepinas,
diidropiridinas, espiropiperidinas, aminopiridazinas, diaril-heterociclicos e NAH.
Esta nova ferramenta de compreensédo da diversidade molecular vem sendo
empregada na “colonizacdo” do espaco terapéutico existente para cada
arcabouco molecular (AUTOR ANONIMO, 2004) e sua associagdo com outros
conceitos classicos da Quimica Medicinal (KUBINYI, 2006), representados pela
hibridacdo molecular (BOURGUIGNON, 1996), bioisosterismo (LIMA e
BARREIRO, 2005), simplificacdo molecular, homologacdo e restricao
conformacional ( WERMUTH, 1996; BOURGUIGNON, 1996), resultam em uma
significativa ferramenta de planejamento racional de novos candidatos a

prototipos de farmacos (Esquema 11).

Espaco terapeutico

Estruturas
Privilegiadas
t .
: Restricédo
: —- Confomacional
Homologagio
Slolzuztarizrig ,
|
r

! Sirmplificacio

Hibridagio o

olzcular

Esquema 11 — Ferramentas da Quimica Medicinal no planejamento racional de novos
protétipos
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2. OBJETIVOS:

O presente trabalho situa-se no ambito de uma linha de pesquisas
que visa o0 planejamento, a sintese e a avaliacdo das propriedades
farmacoldgicas de novos candidatos a protétipos de farmacos, e tem como
objetivos a obtencédo de novos derivados NAH (56-57), analogos otimizados do
protétipo LASSBI0-294 (53) (Esquema 12), auténtico prototipo de farmaco
cardioténico (ALBUQUERQUE, BARREIRO e SUDO, 1999) com atividades
analgésica® e antiagregante plaquetaria®, porém com moderada atividade
antiinflamatéria (MIRANDA et al.,, 2002). Utilizando os principios de SOSA
(WERMUTH, 2004), os novos compostos (56-57) descritos neste trabalho
foram planejados a partir de modificagcdes estruturais de (53), com o intuito de
promover sua otimizacdo. Aplicando-se a estratégia da hibridacdo molecular
(BOURGUIGNON, 1996; BARREIRO e FRAGA, 2001), identificou-se o
desenho estrutural da série de derivados 6-nitro-1,3-benzodioxolil-N-
acilidraz6nicos (56) com a introducédo do grupamento nitro-aromatico presente
no farmaco antiinflamatério nado-esteroidal nimesulido (58) (Esquema 12),
atributo estrutural importante para seu perfil antioxidante in vitro e in vivo
(CANDELARIO-JALIL et al., 2000; CANDELARIO-JALIL et al., 2003;
CANDELARIO-JALIL e LEON, 2003). A mesma abordagem foi adotada para o
desenho estrutural dos derivados 6-[(metilsulfonil)amino]-1,3-benzodioxolil-N-
acilidrazénicos (57), com a introdu¢cdo do grupamento N-sulfonilanilinico
presente no prototipo de farmaco antiinflamatorio safrosulido (59),

anteriormente descoberto no LASSBio (LAGES et al., 1998) (Esquema 12). A

% Dlso = 8,1umol/kg, no modelo de contor¢des abdominais indiszja 4cido acético em camundongos.
4 Clso = 15,3uM, no modelo de agregacao induzida por acido adgéqito em plaquetas de coelho,
inibindo a producéo de tromboxana B
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analise retrossintética de ambas as séries (56-57) identificou o safrol (60) como
matéria-prima, um produto natural de grande versatilidade sintética
(BARREIRO e FRAGA, 1999; COSTA, 2000), obtido em altos rendimentos (ca.
90%) destilando-se 0 6leo essencial das folhas e talos de Piper hispidinervum,
uma piperacea arbustiva que se constitui em uma fonte renovavel e sustentavel

deste fenilpropandide® (Esquema 12).
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b e antiinflamatdria) b

4 HO, 4 NHS0,CH; (57)

(56

Esquema 12 — Planejamento racional das novas séries (56-57)

Ademais, a subunidade 1,3-benzodioxola, advinda da estrutura do
safrol (60), esta presente em varias moléculas, naturais ou sintéticas, que
possuem atividades farmacologicas, sendo considerada, portanto, uma

subunidade bioférica (BARREIRO e FRAGA, 1999).

5 Dados extraidos do sitio: http://www22.sede.emdtafpimentalongalprincipal.htmbcessado em

06/04/2006
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.1. OBTENCAO DOS COMPOSTOS DAS SERIES (56-57):

Os novos compostos 6-nitro- (56) e 6-[(metilsulfonil)amino]-1,3-
benzodioxolil-N-acilidrazonicos substituidos (57) foram sintetizados explorando
o safrol (60) como matéria-prima. Apds isomerizacdo e clivagem oxidativa do
produto natural (60) (BARREIRO e LIMA, 1992; BARREIRO et al.,, 1985),
obteve-se o0 piperonal (61) em 75% de rendimento, o qual foi
subsequentemente submetido a funcionalizacéo regiosseletiva da posicdo 6 do
sistema 1,3-benzodioxdlico através da reagdo de nitracdo (EKELEY e
KLEMME, 1928) empregando acido nitrico concentrado a 20-25<T.
Subsequente oxidacdo (LIMA et al., 2000) pelo tratamento do nitroaldeido (62)
com solugBes metandlicas de hidroxido de potéssio e iodo a 0T, resultou na
obtencao do éster 6-nitropiperonilico (63) em 84% de rendimento a partir de
(61) (Esquema 13). O espectro de infravermelho (IV) de (63) revelou a
presenca do grupamento nitro, pela presenca das bandas de absorcédo em
1509 e 1038 cm™, e da carbonila do éster em 1717 cm™; adicionalmente, a
presenca de apenas dois singletes em 7,03 e 7,38 ppm na regido de
hidrogénios arométicos do espectro de RMN 'H deste composto confirmou a
presenca do padrdo 1,2,4,5-tetrassubstituido do anel aromatico. Esses dados
estdo de acordo com os resultados previamente descritos por EKELEY e
KLEMME (1928), demonstrando inequivocamente que a nitracdo ocorreu

regiosseletivamente na posicéo 6 do anel 1,3-benzodioxola.
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ceabs o8 —-<1©f““=

R=H 1) R = NO, (63)
R = NH, (64)
R=NO, (62 2 |
2 (62) R = NHSO,CH, (65) f
R=H (66
\/H HNHHNH,;
¢ ﬁ[h «—<]©fL s
R = NO, (56) R = NO, (67)
R = NHSO,CH; (57) R = NHSO,CH, (68)
R=H (70) R =H (69

a) KOHgq 3N, n-BuOH, t.a., 3h; b) i - O3/0,, AcCOH, 0T, 1h; ii - Zn% AcOH (75%, 3 etapas); c) HNO 3,20-
25T, 0,5h, 95%; d) | ,, KOH, MeOH, 0T, 1,5h, 88%; e) Fe, NH 4Cl, EtOH:H,0, refluxo, 2h, 75%; f)
H3CSO,Cl, Py, CH.Cl,, t.a., 1h, 89%; g) N2H4.H,0 80%, EtOH, t.a., 1h; h) ArCHO, EtOH, HCl, t.a., 0,5h

Esquema 13 — Rota sintética para a obtencao dos derivados (56-57) e (70)

O éster 6-nitropiperonilico (63) foi submetido a reducédo
quimiosseletiva do grupamento nitro, empregando ferro metélico em meio &cido
(LAGES et al., 1998), a qual forneceu a anilina correspondente (64) em 75% de
rendimento. Em seguida, a mesilacdo de (64) (LAGES et al., 1998) forneceu o
derivado N-metanossulfonilado (65), em 89% de rendimento (Esquema 13). As
bandas de absorcdo em 3140 e 3108 cm™ no espectro de IV do éster (65)
referem-se a deformacao axial do grupo N-H, enquanto as bandas em 1675,
1362 e 1148 cm™ caracterizam a deformac&o da carbonila e as deformacées
assimétrica e simétrica do grupo -SO,, respectivamente.

Os intermediarios-chave empregados na construcdo das séries de
compostos planejadas (56-57), i.e. hidrazidas (67) e (68), foram obtidos em 70-
78% de rendimento, através do tratamento de solugbes etandlicas dos ésteres

correspondentes (63) e (65) com hidrato de hidrazina a temperatura ambiente
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(LIMA et al., 2000). Finalmente, os novos compostos-alvo (56-57) foram obtidos
a partir da condensacéao de (67-68) com os respectivos aldeidos aromaticos,
em etanol, contendo quantidades subestequiométricas de HCI concentrado, em
70-95% de rendimento (LIMA et al., 2000). Cabe ressaltar que o novo derivado
(70a) (Ar-W = 3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) ndo-funcionalizado no carbono 6
do sistema 1,3-benzodioxola, também foi obtido aplicando-se a mesma
estratégia sintética para as seéries (56-57), a partir da hidrazida (69), conforme
descrito anteriormente por LIMA e colaboradores (2000) (Esquema 13).

A andlise dos respectivos espectros de RMN 'H dos derivados
nitrados (56) revelaram que estes se caracterizam como misturas
diastereoisoméricas, por apresentarem dois singletes na proporcdo média de
65:35, correspondentes aos hidrogénios iminicos CH=N dos isémeros E e Z,
respectivamente (Tabela 2). O assinalamento de cada diastereoisomero foi
feito de acordo com os trabalhos de KARABATSOS e colaboradores (1962;
1963) sobre as configuracdes relativas de hidrazonas e analogos, descrevendo
que o hidrogénio iminico do diastereoisdmero E encontra-se 0,2-0,3 ppm mais
desblindado que o isbmero Z correspondente. Exemplificando-se o derivado
(56d) (Anexo, Espectro 35), verificou-se que o singlete referente ao hidrogénio
iminico (CH=N) do diasterecisbmero Z apresentou deslocamento quimico ()
de 8,03 ppm, enquanto aquele respectivo ao isbmero E aparece em 8,24 ppm.
Portanto, a variacdo de 0,21 ppm entre os valores observados caracteriza que
0os resultados obtidos estdo em concordancia com os dados previamente
descritos por KARABATSOS (1962; 1963). Nos espectros de RMN **C desses
derivados também se observa o desdobramento de alguns sinais, indicando a

mistura diastereoisomérica. Por outro lado, para os compostos da série (57)
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nota-se a presenca de um Unico diastereoisbmero, em coeréncia com
resultados anteriores de LASSBIi0-294 e anéalogos (53) (LIMA et al., 2000;

SILVA et al., 2005).

Tabela 2 — Novos derivados NAH (56a-g), (57a-d) e (70)

. Férmula Peso Rendimento Ponto de Razéo
Derivado Ar-W molecular molecular  Ultima etapa (%) Fuséo (T) E:Z?2
56a o) '
LASSBi0-879 \ )  CasHoNsOs 303,2 88 226-228  60:40
56b s _
LASSBI0-880 \ )  CasHoNsOsS 319,3 90 240-242 60:40
56¢ .
LASSBio-881 oH Ca23H27N306 4415 82 280-282 67:33
56d _
LASSBIi0-882 Ci15H11N30s 313,3 95 216-218 70:30
56e N '
LASSBi0-934 _ | CaaHioNaOs 3143 84 184-185  70:30
56f - _
LASSBi0-935 _ CaeHiNOs 3143 89 202-203  70:30
569 H '
LASSBi0-936 () C13H10N4Os 302,2 83 212-213 57:43
57a o) .
LASSBIi0-928 \ )  CaHsNsOsS 351,3 86 260-262 100:0
57b S |
LASSBI0-929 \ ) CuHiNsOsS2 3674 82 276-278  100:0
57c .
LASSBIi0-930 /\© C16H15N305S 361,4 84 244-246 100:0
57d |
LASSBi0-931 o C24HaiN3OeS 489,6 70 254-255 100:0
70a .
LASSBi0-945 /\?\i Ca23H2sN204 396,5 91 231-232 100:0

2Calculada a partir da integracéo dos sinais do hidrogénio iminico no espectro de ‘H RMN, e atribuidos de acordo com
KARABATSOS et al. (1962, 1963).

Com o intuito de racionalizar os diferentes perfis de
diastereosseletividade apresentados pelos derivados NAH das séries (56) e
(57), foi realizado o estudo conformacional de ambos o0s possiveis
diastereoisdmeros para derivados representativos de cada série, ilustrados no
Esquema 14, empregando o método semiempirico AM1 (DEWAR et al., 1985).

A Figura 2 resume os conférmeros mais estaveis para cada diastereoisémero



31

estudado e seus respectivos dados de distancia e angulos diedrais (8) mais

relevantes.

coansl

(56d) LASSBI0-882; R = NOy; Ar-W = Ph
(57c) LASSBIi0-930; R = NHSO,CHg; Ar-W = Ph
(70b) LASSBI0-123; R = H; Ar-W = Ph

Esquema 14 — Compostos submetidos a analise conformacional

O derivado nédo-substituido LASSBio-123 (70b) foi obtido
previamente por LIMA e colaboradores (2000) como um Unico
diastereoisdmero, apresentando configuracao relativa E. O mesmo resultado foi
obtido para o derivado LASSBIi0-945 (70a) e para os compostos da série (57), a
despeito de estes ultimos apresentarem substituintes volumosos em orto ao
grupo NAH, como nos derivados da série (56), que por sua vez apresentam-se
como misturas diastereoisomeéricas.

O conférmero mais estavel para o diastereoisdbmero E do derivado
LASSBI0-123 (70b) apresenta o arranjo S-cis entre as duplas ligacbes C5=C6
do sistema 1,3-benzodioxola e a funcdo C=0 do grupo NAH (angulo diedro de
ca. 409, assim como a orientagcdo sin dos grupos ligados a ambos os atomos
de nitrogénio do grupo NAH, resultando na aproximacdo espacial dos grupos
carbonila (C=0) e imina (HC=N), com uma distancia entre C=0---HC=N de 2,23
A (Figura 2A), favorecendo a participacdo de ligacdo-H intramolecular. Para o
correspondente diastereoisdbmero Z, tem-se como conformagédo mais estavel a
S-cis-anti, onde se observa um afastamento dos grupos C=0 e HC=N (4,69 A)

(Figura 2A).
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Figura 2 — Conformag¢®es mais estaveis para os diastereoisdmeros E e Z dos compostos
LASSBIi0-882 ( 56d), LASSBIi0-930 ( 57¢) e LASSBIi0-123 ( 70b). A — O isdmero E do composto
nao-substituido LASSBIi0-123 (70b) apresenta como a conformagdo mais estavel a S-cis-sin,
com destaque para a distancia de 2,23 A entre C=0---HC=N, enquanto o respectivo isbmero Z
tem como conformacao mais estavel a S-cis-anti. B — O efeito orto do grupo nitro favorece o
conférmero S-trans-anti para ambos os diastereoisdbmeros de LASSBIi0-882 (56d), que
apresentam distancias semelhantes entre C=0---HC=N e CONH---O-N=0. C — A ligacédo-H
entre SO,NH---O=C restringe a conformag¢édo S-cis para ambos os isdmeros, permitindo que
LASSBI0-930 (57c¢) apresente um perfil conformacional semelhante ao do composto LASSBio-
123 (70b).
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Para o derivado LASSBIi0-882 (56d), o efeito orto do grupo nitro
ligado ao carbono 6 do sistema 1,3-benzodioxola parece favorecer, para ambos
os diastereoisdbmeros, o conférmero S-trans-anti, que apresenta distancias
semelhantes entre C=0---HC=N, i.e. ca. 5 A, e para o aomo de hidrogénio
amidico e um dos atomos de oxigénio do grupo nitro (CONH---O-"N=0), i.e. 3,3
A (Figura 2B).

A Figura 2C mostra que, para ambos os diastereoisbmeros do
composto LASSBI0-930 (57c), o grupo N-metanossulfonilamina em orto
favorece uma restricdo conformacional, i.e. S-cis, através da formacdo de uma
ligacdo-H entre o atomo de hidrogénio deste grupo (SO,NH) e o atomo de
oxigénio da carbonila da NAH (C=0) nos respectivos conférmeros mais
estaveis. Essa interacdo resulta em um arranjo espacial que mimetiza um anel
de seis membros, com uma distancia entre SO,NH---O=C deca. 2,2 A. Para o
isbmero E observa-se a orientagdo S-cis-sin, enquanto que a conformacao S-
cis-anti € adotada pelo isbmero Z de LASSBIi0-930 (57c¢), com distancias iguais
a 2,22 e 5,48 A, respectivamente, entre C=0---HC=N (Figura 2C). Portanto,
nota-se que LASSBI0-930 (57c) apresenta similaridades conformacionais em
relacio ao composto LASSBIio-123 (70b). Ademais, observa-se uma
semelhanca no perfil conformacional das hidrazidas (67-69) em relacdo aos
seus respectivos derivados NAH estudados (56d), (57c) e (70b) (Figura 3).
Contudo, os valores de entalpia de formagao (AHs) obtidos para os conférmeros
mais estaveis dos diastereoisbmeros de LASSBIio-882 (56d), LASSBIio-930
(57c) e LASSBI0-123 (70b) (Tabela 3) ndo se correlacionam com a razao
diastereoisomérica determinada experimentalmente para os derivados em

guestao.
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Figura 3 — ConformacBes mais estaveis para hidrazidas (  67-69). Nota-se que os angulos
diedros sdo semelhantes aos dos respectivos derivados NAH da Figura 2.

Tabela 3 — Entalpias de formacgé&o obtidas para os respectivos conférmeros mais
estaveis dos diastereoisbmeros E e Z dos derivados NAH (56d), (57c) e (70b)

AAH: E/Z
(kcal/mol)

Conférmero AHs (kcal/mol) Razéo E:Z

LASSBI0-882 (56d)
isbmero E 8,83
S-cis-sin

4,09 70:30
LASSBio-882 (56d)

isdbmero Z 4,74

S-cis-anti

LASSBI0-930 (57c)
isdbmero E -67,41
S-trans-anti

0,02 100:0
LASSBI0-930 (57c¢)
isbmero Z -67,61
S-trans-anti

LASSBio-123 (70b)
isdbmero E -3,35
S-cis-anti

1,99 100:0
LASSBi0-123 (70b)

isbmero Z -1,36

S-cis-anti
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O perfil energético dos derivados estudados anteriormente parece
indicar que a diastereosseletividade ndo pode estar relacionada a estabilidade
dos produtos formados, pois a diferenca de energia (AAH; E/Z) n&o condiz com
as proporcdes obtidas experimentalmente (Tabela 3). O Esquema 15 mostra a
proposta de um mecanismo para a reacao de condensacgéo das hidrazidas (67-
69) com o benzaldeido, seguindo relatos anteriores que indicam que a
eliminacdo de 4gua é a etapa lenta da reacdo (CUSTER et al., 2004). Pela
andlise desta proposi¢do, podemos constatar que a estereoquimica da dupla
ligacdo iminica é dependente da conformacdo adotada pelos intermediarios
protonados (IVa) e (IVb), que sofrem a eliminacéo de H,O assistida pelo par de
elétrons ndo ligante do nitrogénio alfa ao carbono carbindlico. A analise
conformacional dos intermediarios neutros (llla) e (lllb) foi realizada, utilizando
a mesma metodologia adotada anteriormente, e os conférmeros de menor

energia estao ilustrados na Figura 4.
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Esquema 15 — Mecanismo proposto para a formacdo das NAH (56-57) e (70)
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Figura 4 — Conformag8es mais estaveis para os intermediérios ( [lla) e (IlIb) relativos aos

produtos LASSBIi0-123 ( 70b), LASSBIi0-882 (56d) e LASSBIi0-930 (57c). A — Ambos os
intermediarios favorecem a formacdo do diastereoisomero E de LASSBio-123 (70b),
destacando-se as distancias de 2,10 e 2,25 A entre C=0---HOC-N.B — O intermediario (llla-2)
favorece a formacéo do isémero E, enquanto (llIb-2) favorece o isbmero Z devido ao efeito da
presenca do grupo nitro, destacando-se os respectivos angulos diedrais entre N1-N2-C3-C4. C
— Assim como em A, a formacdo do diastereoisdbmero E é favorecida para ambos os

intermediarios.
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Para ambos os conférmeros mais estaveis dos intermediarios (llla-1)
e (Illb-1), destacam-se os respectivos angulos diedros (8) de 149,0°e 166,1°
entre 0s atomos N1-N2-C3-C4, com conformacdo antiperiplanar. A
aproximacdo entre os grupos carbonila (C=0) e hidroxila (HOC-N), com
distancias C=0---HOC-N de 2,10 e 2,25 A, respectivamente, resulta na
orientacdo antiperiplanar observada, favorecendo-se a formagdo do
diastereocisdbmero E de LASSBIi0-123 (70b) em ambos os intermediarios
formados (Figura 4A). Contudo, os conférmeros mais estaveis de (llla-2) e (lllb-
2) possuem diferencas importantes nos angulos diedros entre N1-N2-C3-C4. O
primeiro apresenta a conformagéo antiperiplanar (6 = -150,39, que favorece a
formacdo do isbmero E, com a aproximacao entre os grupos HOC-N, C=0 e
0O=N*-0, i.e. 2,60 A (C=0---HOC-N) e 2,28 A (O=N"-O"---HOC-N). O segundo,
por sua vez, apresenta a conformacao sinclinal (€= 40,29, favorecendo assim
a formacéo do diastereoisbmero Z, por consequéncia da aproximagao dos
grupos O=N*-O" e H-N2 (2,38 A), que substitui o grupo HOC-N nesta interacéo
(Figura 4B).

Na Figura 4C, observa-se que apenas a formacédo do isémero E é
favorecida, em consequéncia da conformacéo antiperiplanar adotada por
ambos os intermediarios (llla-3) e (llIb-3), i.e. 8= -154,3°e -164,5° De maneira
semelhante aos intermediarios (llla-1) e (lllb-1), observa-se a aproximacao
entre os grupos C=0 e HOC-N, i.e. 2,16 A (llla-3) e 2,29 A (llIb-3), assim como
uma interacao adicional entre os grupos C=0 e HNSO,, com distancias de 3,25
A (lla-3) e 2,17 A (1lIb-3).

Diante dos resultados obtidos, constata-se que a

diastereosseletividade para a obtencdo das NAH das séries (56-57) e (70)
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parece ser dependente de fatores conformacionais (entropicos) dos respectivos

intermediarios envolvidos, destacando-se (llla-b) e (IVa-b).

3.2. AVALIACAO FARMACOLOGICA DOS COMPOSTOS DAS SERIES (56-

57) E (70):

Os compostos obtidos, i.e. (56-57) e (70), foram ensaiados,
primeiramente quanto as suas propriedades antiinflamatérias e analgésicas,
em modelos in vivo, com o0 objetivo de selecionar os protétipos mais

promissores.

3.2.1. AVALIACAO DO PERFIL ANTIINFLAMATORIO E ANALGESICO DOS

COMPOSTOS DAS SERIES (56-57) E (70)°:

Primeiramente, o perfil antiinflamatério in vivo dos compostos 3,4-
metilenedioxifenil-N-acilidrazdénicos 6-substituidos (56-57) e (70) foi investigado
no modelo de edema de pata de rato induzido por carragenina (FERREIRA,
1979), com o intuito de triar os derivados com melhor perfil de bioatividade. As
novas NAHs (56), (57) e (70), além de nimesulido (58) e LASSBIio-294 (53),
utilizados como referéncia, foram administrados por via oral na dose de 300

pumol/kg. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4 e nos Graficos

® Estudo realizado pelos alunos de doutoramento JarigeMendonca Tributino e de mestrado Daniel
Ignachitti Lacerda, do LASSBio / Departamento de Fawitogia Basica e Clinica — ICB — UFRJ.
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1 e 2. Resultados previamente descritos na literatura indicam que os inibidores
seletivos de COX-2 atuam neste modelo reduzindo a formacéo de edema, sem
provocar irritacao gastrica (SIEBERT et al., 1994; CHAN et al., 1995; ZHANG et

al., 1997).

Tabela 4 - Edema de pata de rato induzido por carragenina
dos derivados NAH (56), (57) e (70)

Composto (un?c?;lig) n Variagéo( Sf)volume % de inibicéo

Goma 5% 10 521,8 + 25,4
LASSSB?0-294 300 5 29,7*

Nim(—fssulido 300 5 221,4+426 57,5%
LASSSISS)-879 300 5 500,1+42,7 41ns.
LASSSIgikZ)-SBO 300 5 503,5 + 44,3 34ns.
L ASSS;_%l 300 8 356,3 + 16,0 31,7%
LASSSIgiC(i)-882 300 5 503,1+39,5 35ns.
LASSSSE)_% A 300 8 402,8 + 40,0 22,8 1n.s.
LASSsE?i]:)-QSS 300 8 452,4 + 14,4 13,3 n.s.
nsedd a6 300 8 412,6 + 22,4 20,9 n.s.

>7a 300 8 324,1+29,3 37,9*

LASSBIi0-928 ) ) )
LASSI;%-QZQ 300 7 333,81+ 44,2 36,0
LASSSI?7>if)-93O 300 10 210,9 34,2 59,6
LASSS;%_%l 300 8 459,9 + 48,8 11,8 n.s.
L Assrs?o-g 45 300 8 331,8+27,6 36,4*

*p<0,001 ANOVA One Way seguido do teste de Bonferroni;
Variacdo de volume expressa em média + Erro Padrdo da Média

Dentre 0os compostos testados neste modelo, destacam-se o0s

derivados LASSBI0-881 (56¢) (R = NO3; Ar-W = 3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil),

LASSBi0-928 (57a) (R = NHSO,CHa; Ar-W = 2-furil), LASSBIi0-929 (57b) (R

NHSO,CHs; Ar-W = 2-tiofenil), LASSBIi0-930 (57c) (R = NHSO,CHj3;; Ar-W
fenil) e LASSBIi0-945 (70a) (R = H; Ar-W = 3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil), os

quais foram capazes de inibir significativamente o edema de pata na dose de
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300 umol/Kg, sem provocar qualquer irritacdo gastrica. LASSBIi0-930 (57c) foi o
anico composto capaz de exercer uma agao equiparavel aquela do nimesulido
(58) na dose testada. A determinacédo da dose efetiva para alcancar 50% do
efeito maximo (DEsp) de LASSBIi0-930 (57c) foi de 166,2 pmol/Kg, enquanto o
nimesulido tem DEsy de 22,7 umol/Kg, indicando que seus perfis de poténcia
séo bem distintos.

Em uma andlise preliminar dos resultados obtidos para os derivados
da série (56), verificou-se que ndo ha correlacdo direta entre a presenca do
grupo nitro e a atividade farmacologica observada, visto que os derivados
LASSBIi0-881 (56c) e LASSBI0-945 (70a) inibiram a formacdo do edema na
mesma ordem de grandeza, i.e. 31,7 e 36,4% respectivamente. Todavia, para
0s compostos da série (57), a presenca do grupo metanossulfonilamino em C-6
do sistema 1,3-benzodioxola, parece favorecer o incremento da atividade
antiinflamatdria, j& que o composto LASSBIi0-929 (57b) (36,0% de inibicdo) foi
mais ativo que LASSBIi0-294 (53) (29,7% de inibicdo), a exce¢do do composto
LASSBI0-931 (57d).

A resposta inflamatéria constitui um conjunto complexo de interacdes
entre mediadores biossintetizados no sitio de lesdo tecidual, que tem como
objetivo primario a sua recuperacdo. Entretanto, a persisténcia do estimulo
danoso conduz a um estado inflamatério crbénico, onde ndo ha reparagao
tissular (NATHAN, 2002). A biossintese destes mediadores do processo
inflamatério envolve duas enzimas-chaves, i.e. cicloxigenase (COX) e 5-
lipoxigenase (5-LO), envolvidas no catabolismo do &cido araquidénico (AA)
(VANE e BOTTING, 1995).

Neste contexto, selecionamos o0s compostos LASSBIio-881 (56¢),
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modelo de edema de pata de rato induzido por carragenina. A variagdo do volume da pata esta
expressa em média + erro padrdo da média e corresponde a leitura na 32 hora apés o estimulo
inflamatdrio induzido pela inje¢do intraplantar de carragenina. O método estatistico ANOVA

One Way foi utilizado para a analise dos resultados, seguido do teste de Bonferroni.
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300 pmol/kg v.o.; n=5-10 animais; *p<0,001 em relagdo ao controle (veiculo)

Gréfico 2 — Avaliagdo da atividade antiedematogéncia dos compostos (57a-d) no modelo de
edema de pata de rato induzido por carragenina. A variacdo do volume da pata esta expressa

em média + erro padrdo da média e corresponde a leitura na 32 hora apés o estimulo
inflamatério induzido pela injecdo intraplantar de carragenina. O método estatistico ANOVA
One Way foi utilizado para a andlise dos resultados, seguido do teste de Bonferroni.
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LASSBIio 930 (57c) e LASSBIi0-945 (70a), para dar continuidade aos estudos
de atividade antiinflamatoria, visando subsidiar a elucidacdo de seu provavel
mecanismo de acdo. Assim, estes compostos foram submetidos ao ensaio de
edema de orelha induzido por AA e éster de forbol (TPA) em camundongos, na
dose de 300 pmol/Kg (SANCHEZ e MORENO, 1999).

O edema de orelha induzido por TPA caracteriza-se pelo fato de
apresentar uma importante participacdo de produtos da via da 5-LO, sendo
inibido por antiinflamatérios esteroidais, e.g. dexametasona, e por inibidores
seletivos de 5-LO, e.g. zileuton. Os inibidores seletivos de COX-2 néo
apresentam atividade significativa no edema de orelha induzido por TPA,
porém no edema de orelha induzido por AA sdo capazes de inibi-lo quase
totalmente (SANCHEZ e MORENO, 1999).

Os resultados obtidos com os derivados LASSBIi0-881 (56¢),
LASSBIio 930 (57c) e LASSBIi0-945 (70a) estdo descritos na Tabela 5 e nos

Graficos 3 e 4, a sequir.

Tabela 5 — Perfil antiinflamatério dos compostos LASSBIi0-881 (56c), LASSBi0-930 (57c) e
LASSBIi0-945 (70a) no ensaio de edema de orelha induzido por TPA e AA

Dose Edema de orelha induzido por TPA Edema de orelha induzido por AA
Composto Formacéo do Inibicdo Formacao do Inibicéo
mol/K a
(umol/Kg) - n Edema® (%) (%) " Edema® (%) (%)
Veiculo - 12 113.9+14.0 - 13 245+5.8 ---
o8 300 6 126.0 + 13.4 -10.6 n.s.° 9 -23+23 100*
Nimesulido e T e
53 300 6 1259+19.4 -10.5n.s 10 25.1+5.3 -1.6n.s
LASSBIi0-294 e D o T
o6¢ 300 6 86.4+8.5 24.1n.s 14 15830 36.0n.s
LASSBI0-881 e B D o
57c *
LASSBi0-930 300 - 14 85+23 65,3
/0a 300 6 136.3+8.4 -19.6 n.s 9 18.1+3.3 26.7 n.s
LASSBi0-945 =0 -0 s, dxs. ./ ns.

2namero de animais; resultados expressos em média + SEM; “ndo significativo; *p<0,05 (ANOVA One
Way seguido do teste de Dunnet).
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150+

100+

50+

% Formac&o do edema

Nimesulido (58) -

LASSBI0-881 (56c¢) -
LASSBI0-945 (70a) -

Veiculo (Goma 5%) o
LASSBIi0-294 (53) -

300 pmol/kg v.o.; n=6-14 animais; *p<0,05 em relag&o ao controle (veiculo)

Gréfico 3 — Avaliagdo da atividade antiedematogéncia dos compostos LASSBio0-881 (56c¢) e
LASSBIi0-945 (70a) no modelo de edema de orelha induzido por éster de forbol (TPA) em
camundongos. Os resultados estédo expressos em porcentagem de formacgéo do edema (média
+ erro padréo da média) e correspondem a leitura na 62 hora apds a inducéo do estimulo
inflamatdrio por administracéo tépica de TPA. O método estatistico ANOVA One Way foi
utilizado para a analise dos resultados, seguido do teste de Dunnet.

30+

20+

104 —

% Formac&o do edema

-104

Nimesulido (58)|-E

Veiculo (Goma 5%) -

LASSBIi0-294 (53) -
LASSBIi0-881 (56c¢) A
LASSBI0-930 (57c) -
LASSBI0-945 (70a) -1

300 pmol/kg v.o.; n=6-14 animais; *p<0,05 em relag&o ao controle (veiculo)

Gréfico 4 — Avaliacdo da atividade antiedematogéncia dos compostos LASSBIi0-881 (56¢),
LASSBI0-930 (57c) e LASSBIi0-945 (70a) no modelo de edema de orelha induzido por acido
araquiddnico (AA) em camundongos. Os resultados estdo expressos em porcentagem de
formacgédo do edema (média + erro padrdo da média) e correspondem a leitura na 12 hora apos
a inducéo do estimulo inflamatério por administracéo topica de AA. O método estatistico
ANOVA One Way foi utilizado para a analise dos resultados, seguido do teste de Dunnet.
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Os resultados obtidos mostraram que os compostos LASSBIio-881
(56¢) e LASSBI0-945 (70a) ndo foram capazes de inibir significativamente
ambos os edemas de orelha induzidos por TPA ou AA. Contudo, LASSBIi0-930
(57c) foi capaz de inibir em 56,5% o edema de orelha induzido por AA. Estes
resultados sugerem que LASSBIi0-881 (56¢) e LASSBI0-945 (57¢) ndo exercem
suas atividades antiinflamatorias interferindo com a cascata do AA, enquanto
LASSBIi0-930 (57c) parece estar atuando diretamente nesta via bioquimica.
Esta constatacdo levou-nos a inferir que os compostos selecionados parecem
apresentar distintos mecanismos de acao antiinflamatoria.

Alguns dos mediadores quimicos do processo inflamatério, e.g.
eicosanoides, sdo capazes de ativar e sensibilizar os nociceptores, conduzindo
a uma resposta hiperalgésica (WILLIAMS, KOWALUK e ARNERIC, 1999).
Neste contexto, além do perfil antiinflamatério dos derivados selecionados
LASSBIi0-881 (56c¢), LASSBio 930 (57c) e LASSBI0-945 (70a), decidimos
avaliar também sua atividade analgésica, primeiramente, no ensaio de dor
induzida por formalina em camundongos (HUNSKAAR et al.,, 1987). Este
modelo é inespecifico e permite a distincdo da dor neurogénica e da dor
inflamatoria, através da inferéncia do efeito analgésico em duas fases
temporais (HUNSKAAR et al., 1987).

Na Tabela 6 e nos Graficos 5 e 6 seguintes, apresentam-se 0s
resultados obtidos para os compostos LASSBIio-881 (56c¢), 945 (70a) e

LASSBI0-930 (57c¢) neste modelo.
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Tabela 6 — Ensaio de dor induzida por formalina em camundongos
para os compostos (56¢), (70a) e (57¢)

12 fase Do (T 22 fase %
Composto ( 38;5 ) n (neurogénica) /ollan 'fg'gso (inflamatéria) Inibicéo
. J Tempo (s) Tempo (s) 22 fase
Goma 5% --- 10 66,2 +5,0 --- 169,5 + 6,0 ---
98 100 7 60,0423 9.3ns. 50,3+2,6 70,3
Nimesulido
53
LASSBi0-294 100 10 546 £4.3 17.9 n.s. 87.1+£9.8 48.6*
56¢
LASSBIo-881 100 8 368+17 44,5* 146,8 + 4,0 13,4 n.s.
70a
LASSBIi0-945 100 8 63.5+3.0 4.1n.s. 164.2 + 2.6 3.1n.s.
58 *
Nimesulido 300 7 60,2+ 4,4 9,0ns. 703+11,1 58,5
57c N
LASSBi0-930 300 8 86,9 +11,1 16,3 n.s. 86,9 +11,1 48,7

n = n° de animais; resultados expressos em média + erro padrdo da média; *p<0,001 Anova One Way seguido do teste
de Dunnet. n.s. = ndo significativo.

Primeira Fase
100- 200- Segunda Fase

757 150+

501 445 1001 «

70,3
*

254 50

Tempo de lambida (s)
Tempo de lambida (s)

Veiculo (Goma 5%) A
Nimesulido (58) -
LASSBIi0-294 (53) -
LASSBI0-881 (56¢) -
LASSBIi0-945 (70a) -
Veiculo (Goma 5%) -
Nimesulido (58) 4
LASSBI0-294 (53) -
LASSBI0-881 (56c) A
LASSBI0-945 (70a) 1

100 pmol/Kg, v.0.; n = 7-10 animais; *p<0,001 em rela¢édo ao controle (veiculo)

Gréfico 5 — Avaliacéo da atividade analgésica dos compostos LASSBIi0-881 (56¢) e LASSBio-
945 (70a) no modelo de dor induzida por formalina em camundongos. Os resultados estédo
expressos em tempo de lambida da pata (média + erro padrdo da média) e correspondem as
leituras nos intervalos de 0-5 minutos (primeira fase) e 15-30 minutos (segunda fase) apés a
inducéo do estimulo doloroso por injecdo intraplantar de formalina. O método estatistico
ANOVA One Way foi utilizado para a analise dos resultados, seguido do teste de Dunnet.
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Gréfico 6 — Avaliacdo da atividade analgésica do composto LASSBIi0-930 (57¢) no modelo de
dor induzida por formalina em camundongos. Os resultados estdo expressos em tempo de
lambida da pata (média + erro padrdo da média) e correspondem as leituras nos intervalos de
0-5 minutos (primeira fase) e 15-30 minutos (segunda fase) apds a inducéo do estimulo
doloroso por injegédo intraplantar de formalina. O método estatistico ANOVA One Way foi
utilizado para a analise dos resultados, seguido do teste de Dunnet.

Diante dos resultados obtidos, constatou-se que 0S compostos
LASSBIi0-881 (56¢) e LASSBIi0-930 (57c) foram capazes de promover acao
analgésica, embora com perfis distintos, i.e. LASSBIio-881 (56¢) apresentou
atividade analgésica na fase neurogénica do modelo, enquanto LASSBIi0-930
(57c) apresentou seu perfil analgésico durante a fase inflamatoria, de forma
semelhante ao prototipo nimesulido (58). Os resultados acima sugerem,
portanto, que os mecanismos de acdo analgésica de LASSBI0-881 (56c¢) e
LASSBIi0-930 (57c) sdo distintos. Ademais, o composto LASSBio-945 (70a)
nao demonstrou carater analgésico, indicando preliminarmente que a presenca
do grupo nitro em C-6 pode ser relevante para a atividade analgésica nesta
classe de derivados.

Com o intuito de se verificar, mais especificamente, a acéo
analgésica central dos compostos LASSBIi0-881 (56¢), LASSBIio-930 (57c) e

LASSBI0-945 (70a), estes foram submetidos ao ensaio da placa quente em
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camundongos (KURAISHI et al.,, 1983), modelo onde as substancias com
atividade analgésica central, e.g. morfina, sdo capazes de aumentar o tempo
de laténcia do animal na placa quente. Os resultados obtidos estédo

apresentados nos Graficos 7 e 8.

—s—goma 5%

—— Morfina (39,5 pmol/kg)

—— Nimesulido (100 pmol/kg)
—— LASSBIi0294 (100umol/kg)
—e— LASSBIo 881 (100 pmol/kg)
—— LASSBI0 945 (100 pmol/kg)

Laténcia (s)

T T 1
0 25 50 75 100 125 150

Tempo (min)
100 pmol/Kg, v.o.; n = 7-10 animais; *p<0,05 em relagdo ao controle (veiculo)

Gréfico 7 — Avaliagdo da atividade analgésica central dos compostos LASSBio-881 (56c¢) e
LASSBI0-945 (70a) no ensaio da placa quente em camundongos. Os resultados estdo
expressos em tempo de laténcia do animal sobre a placa (média * erro padrdo da média) e
correspondem as leituras nos tempos 0 min, 30 min, 60 min, 90 min e 120 min apds a
administracdo dos compostos por via oral. O método estatistico utilizado para a anélise dos
resultados foi o teste t de Student.

15+
—=— Goma 5%
A —— Morfina (30 mg/kg)

R —— LASSBI0 930 (300 pmol/kg)
<

O

c

@

T 57

-

0 T T T

T T 1
0 25 50 75 100 125 150

Escala de tempo das leituras
300 pmol/Kg, v.0.; n = 7-10 animais; *p<0,05 em relag&o ao controle (veiculo)

Gréfico 8 — Avaliacdo da atividade analgésica central do composto LASSBIi0-930 (57c) no
ensaio da placa quente em camundongos. Os resultados estdo expressos em tempo de
laténcia do animal sobre a placa (média + erro padrédo da média) e correspondem as leituras
nos tempos 0 min, 30 min, 60 min, 90 min e 120 min apds a administracao dos compostos por
via oral. O método estatistico utilizado para a andlise dos resultados foi o teste t de Student.



49

Os resultados demonstraram que apenas o composto LASSBIi0-881
(56c¢) foi capaz de induzir analgesia central neste modelo, na dose de 100
pumol/Kg. O fato de LASSBI0-930 (57c) nao ter apresentado atividade
significativa no ensaio da placa quente, mesmo na dose de 300 pmol/Kg
(Gréfico 8), também esta coerente com os resultados anteriores obtidos no
ensaio de dor induzida por formalina. A atividade antinociceptiva central de
LASSBIi0-881 (56c¢), confirmada pelo ensaio da placa quente, indica a acao
deste composto ao nivel do sistema nervoso central, sugerindo mais uma vez a
distincdo dos mecanismos de acao para os derivados LASSBIi0-881 (56¢) e seu

anélogo nao-nitrado LASSBIi0-945 (70a).

3.2.2. AVALIACAO DO PERFIL INIBITORIO DOS COMPOSTOS LASSBI0-881

(56¢) e LASSBIi0-930 (57c) SOBRE A ISOFORMA COX-1":

Visando a elucidacdo do mecanismo de acdo antiinflamatoria e
analgésica dos compostos LASSBIi0-881 (56¢) e LASSBIi0-930 (57c), os
mesmos foram submetidos ao ensaio de inibicdo da COX-1 descrito por
PATRIGNANI e colaboradores (1994). Este ensaio baseia-se na medi¢cdo dos
niveis de tromboxana B, (TXB,) em sangue humano total como fun¢éo indireta
da atividade da COX-1 de plaquetas. Substancias capazes de inibir a COX-1
também inibem a producdo de TXB, neste modelo. Este experimento emprega

sangue coagulado espontaneamente e apés incubacdo, dosam-se os niveis de

" Estudo realizado pelo aluno de doutoramento JongeNendonca Tributino, do LASSBio /
Departamento de Farmacologia Basica e Clinica —CHBRJ.
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TXB, proveniente quase exclusivamente de COX-1 das plaquetas. Ja para se
verificar o efeito inibitério sobre a COX-2, adiciona-se lipopolissacarideo (LPS)
ao sangue o que estimula a expressao de COX-2 proveniente de mondcitos,
dosando-se em seguida os niveis de PGE; ou TXB;, (BRIDEAU et al., 1996). O
Gréfico 9 apresenta os resultados de obtidos para a dosagem de TXB, oriundo

de COX-1 de plaguetas humanas.
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Gréafico 9 — Avaliacdo do perfil inibitério da producéo de TXB, em sangue humano total ndo-
estimulado para nimesulido (58), celecoxib (34), LASSBio-294 (53), LASSBIi0-881 (56¢) e
LASSBI0-930 (57¢). Os resultados estédo expressos em porcentagem de inibicdo em relacao
ao controle (DMSO) (média + erro padrao da média). O método estatistico ANOVA One Way
foi utilizado para a andlise dos resultados, seguido do teste de Dunnet.

Os resultados do Grafico 9 mostraram que os compostos LASSBIo-
294 (53) e LASSBI0-930 (57c) foram capazes de inibir a producdo de TXB;
proveniente de plaguetas apenas na concentracdo de 100 pM, com perfil

semelhante aos inibidores seletivos de COX-2, nimesulido (58) e celecoxib
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(34), utilizados como padrbes. O composto LASSBIio-881 (56¢), mesmo na
maior concentracdo testada, i.e. 500 pM, nédo foi capaz de inibir
significativamente a COX-1. Estes resultados estdo em coeréncia com aqueles
verificados anteriormente em modelos in vivo, que sugerem diferentes
mecanismos de acdo analgésica e antiinflamatoria para LASSBio-881 (56¢) e
LASSBIi0-930 (57¢).

Foram também obtidos valores de I1Cso (Tabela 7) para os compostos
nimesulido (58), celecoxib (34), LASSBIi0-294 (53) e LASSBIi0-930 (57c). Todos
0S compostos testados inibiram de maneira concentracdo-dependente a
producdo de TXB, em sangue humano total coagulado espontaneamente. O
composto LASSBI0-930 (57c¢) apresentou ICso de 2,9 uM, sendo o mais potente
na inibichio da COX-1 de plaquetas dentre os compostos testados. Este
resultado obtido para o composto LASSBIi0-930 (57c) foi ratificado pelo ensaio
de agregacdo plaquetéria induzida por acido araquid6nico em plasma rico em

plaguetas de coelhos (Tabela 8).

Tabela 7 — Concentracg@es inibitrias de 50% da atividade maxima (ICs) para os
compostos nimesulido (58), celecoxib (34), LASSBi0-294 (53) e LASSBIi0-930 (57¢) no ensaio
de dosagem de TXB, em sangue total humano ndo estimulado (COX-1)

Composto IC5o COX-1(UM)

58
Nimesulido 722
34
Celecoxib 48,3
53
LASSBIi0-294 63.0
57c 29

LASSBIi0-930




Tabela 8 — Efeito dos compostos nimesulido (58), celecoxib (34),
LASSBI0-294 (53), LASSBIi0-881 (56¢) e LASSBIi0-930 (57¢) na agregacao
plaquetaria induzida por AA em plasma rico em plaguetas de coelho

Composto  “OMCPTUN® 95 de agregago % de inibigao
Controle 71,1+ 3,0
DMSO 702£32 13ns.
58
Nimesulido 1 723+7.2 -1,6 n.s.
58
Nimesulido 10 69,3+7,0 2,5n.s.
58
Nimesulido 25 75,6 +4,7 -6,3 n.s.
58 -
Nimesulido 50 0,0+0,0 100
58 -
Nimesulido 100 0,0+0,0 100
34
Celecoxib 1 76,6 +£8,0 -7,7n.s.
34
Celecoxib 10 75,0+4,9 -5,5 n.s.
34
Celecoxib 25 76,0+ 4,5 -6,8 n.s.
> 50 0,0+ 0,0 100*
Celecoxib VX0,
34 -
Celecoxib 100 0,0+0,0 100
56¢
LASSBi0-881 1 72,0+2,1 -1,2 ns.
56¢
LASSBIi0-881 10 79,6 + 3,8 -11,9 s.
oo 25 56,5 + 28,2 20,5 n.s
LASSBi0-881 5+ 28, 5n.s.
56¢
LASSBi0-881 50 0,0£0,0 100*
56¢
LASSBi0-881 100 0,0£0,0 100*
57c
LASSBi0-930 1 82,8+45 -16,4 n.s.
>re 2,5 57,0+ 29,5 19,8 n.s
LASSBi0-930 ’ 0 £ 29, 8n.s.
57c -
LASSBi0-930 5 0,0+0,0 100
57c )
LASSBi0-930 10 0,0+0,0 100
57c )
LASSBi0-930 50 0,0+0,0 100
57c )
LASSBi0-930 100 0,0+0,0 100

Resultados expressos em média + erro padrdo da média de 3 experimentos;
*p<0,001 Anova One Way seguido do teste de Dunnet; n.s. - ndo significativo
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As plaguetas séao células derivadas da fragmentacdo do citoplasma
de megacariocitos que ndo apresentam nucleos. Os seus conteudos
enzimaticos encontram-se pré-formados ndo sendo este tipo celular capaz de
realizar sintese protéica e expressam constitutivamente a isoforma 1 da COX
(GEIGER, 2001). O composto LASSBIi0-930 (57c) foi capaz de inibir a
agregacdo plaquetaria induzida por AA em concentracdes proximas aquelas
obtidas no ensaio de seletividade para a COX-1. O valor de ICsy para o
composto LASSBIi0-930 (57c), neste ensaio, pode ser estimado entre 2,5 e 5
puM, muito proximo da ICsy obtida no ensaio para COX-1 em sangue humano
total, i.e. 2,9 uM.

Além dos efeitos sobre a COX-1, esses compostos também foram
estudados frente a isoforma 4 da enzima fosfodiesterase (PDE-4)%, envolvida
nos processos inflamatérios (HOUSLAY, SCHAFER e ZHANG, 2005;
LUGNIER, 2006). Todavia, LASSBIi0-881 (56¢) e LASSBIi0-930 (57c) nao foram
capazes de inibir a acdo desta enzima na concentracdo de 10 uM,
apresentando porcentagens de inibicdo inferiores a 2%. Esses resultados
corroboram o fato de LASSBIi0-930 (57c) poder atuar seletivamente sobre a
cascata do AA, mais especificamente na enzima COX. Por outro lado, para o
derivado LASSBIi0-881 (56¢), verificou-se que sua acdo analgésica e
antiinflamatéria observada in vivo ndo pode ser relacionada a inibicdo de
enzimas da cascata do AA ou da PDE-4.

De acordo com os resultados farmacolégicos disponiveis, foi possivel
constatar que LASSBIio-881 (56¢c) foi capaz de promover efeitos

antiinflamatdérios periféricos no modelo de edema de pata de rato e analgésico

8 Estudo realizado em colaboragéo com a Dra. Claigmier (CNRS/Faculté de Pharmacie — ULP
Strasbourg |, Franga).
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central, nos modelos de hiperalgesia induzida por formalina e da placa quente.
Apesar do perfil de bioatividade de LASSBIi0-881 (56¢) ndo poder ser
correlacionado a inibicho de enzimas da cascata do AA, este composto
apresentou perfis de atividade in vivo semelhates aqueles do endocanabinoide
anandamida (AEA) (71) (Esquema 16), nos modelos de edema de pata de rato
induzido por carragenina e hiperalgesia induzida por formalina em
camundongos, conforme descrito por CALIGNANO et al. (1998) e
RICHARDSON et al. (1998), o que motivou a realizacdo de bioensaios para a
avaliacdo do perfil de ligacdo do derivado LASSBIio-881 (56c¢) frente aos

receptores canabindides, nos modelos descritos a seguir.

/A‘\,./OH

CH,

Anandamida (71)
Canabindide enddgeno
lagonista CE1/CEB2)

Esquema 16 — Anandamida

3.2.3. AVALIACAO DO DERIVADO LASSBio-881 (56¢c) FRENTE AOS

RECEPTORES CANABINOIDES?®:

O papel do sistema endocanabindéide no controle da dor

(CALIGNANO et al., 1998) e da inflamacdo (RICHARDSON et al., 1998) vem

° Estudo realizado pela MSc Marina Vieira Martins Ld®SBio / Departamento de Farmacologia Bésica
e Clinica — ICB — UFRJ, e pelos Profs. Dra. MagunzaBa Alexandre-Moreira (LaFl — UFAL), Dr.
Juliano Ferreira (UFSM) e Dr. Jodo B. Calixto (UFSC
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sendo amplamente descrito na literatura e sdo decorrentes do agonismo parcial
da anandamida (AEA) (71) (Esquema 16) e outros endocanabindides sobre os
receptores canabindides CB1 e CB2, expressos principalmente no cérebro e
em células do sistema imune, respectivamente, bem como em receptores
vaniloides (VR1) (HOWLET et al., 2002). Apesar da ativacdo dos receptores
CB1 levar aos efeitos indesejados relacionados ao consumo da “maconha”
(Cannabis sativa), a aplicacao terapéutica de agonistas CB1 é promissora para
o tratamento de acidentes vasculares cerebrais, dor e glaucoma. Por outro
lado, a auséncia de tais efeitos psicotropicos no agonismo seletivo de
receptores CB2 tem chamado a atencdo dos Quimicos Medicinais para o
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos analgésicos e
antiinflamatérios (LAMBERT e FOWLER, 2005). A ampla diversidade estrutural
de agonistas canabindides naturais e sintéticos ndo permitiu até o momento a
eleicdo de um farmaco6foro comum, pois as relacbes entre as estruturas
quimicas e a atividade agonista sobre os receptores canabindides néo foi ainda
adequadamente estabelecida (LAMBERT e FOWLER, 2005).

Outras enzimas envolvidas na resposta inflamatéria hiperalgésica,
i.e. COX e LOs, também sdo capazes de converter AEA (71) em produtos
oxidados, i.e. prostamidas, que também podem se ligar a receptores
canabindides (HAMPSON et al., 1995; KOZAK et al., 2000; CRAIB et al., 2001;
VAN DER STELT et al., 2002; VELDHUIS et al.,, 2003), demonstrando a
conexao entre estas janelas bioquimicas no controle do processo inflamatério.

O perfil de ligacdo especifica in vitro de LASSBIio-881 (56c) em
receptores CB1 foi avaliado em homogenato de cérebro de camundongos

frente ao ligante [*H]SR141716A (ABOOD et al., 1997) e os resultados est&o
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ilustrados no Grafico 10. LASSBIi0-881 (56c¢) foi capaz de deslocar em 71% o
radioligante, na concentracdo de 100uM, enquanto o0 mesmo nao ocorreu para
o derivado ndo-nitrado LASSBIi0-945 (70a), o qual so foi capaz de deslocar o
radioligante em ca. 20%, na mesma concentracdo, em coeréncia com seus
respectivos perfis analgésicos in vivo. Com esses resultados, podemos postular
que LASSBI0-881 (56c) apresentou uma acdo analgésica devido,
provavelmente, a sua ligacdo em receptores CB1, mostrando o mesmo perfil de

atividade da AEA (71).

AEA
100puM

LASSBIi0-945
100 pm

LASSBio-881
100 pM i+

Veiculo —|

T
0 20 40 60 80 100 120
Ligacdo Especifica (%)
100 pM; n = 5 animais por grupo; *p<0,01 em relacéo ao grupo controle (veiculo).

Gréfico 10 — Avaliacdo do perfil de ligacéo especifiva dos compostos LASSBIi0-881 (56c¢) e
LASSBI0-945 (70a) no ensaio de ligacao especifica ao receptor CB1 em homogenato de
cérebro de camundongos. Os resultados estéo expressos em porcentagem de ligacéo
especifica, frente ao ligante [’H]SR141716A (média + erro padréo da média). O método
estatistico utilizado para a analise dos resultados foi o teste de t de Student.

Com o intuito de verificar o perfil de ligacdo de LASSBIi0-881 (56¢)
com os receptores CB2, investigou-se o perfil imunomodulador deste derivado

frente a proliferacdo de linfécitos T esplénicos ativados (JULIUS et al., 1973;
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HIRATA et al., 2003). O efeito do endocanabindide AEA (71) neste modelo
resulta na reducéo significativa da taxa de crescimento celular, através de sua
acdo sobre os receptores CB2 presentes nos linfoécitos (MACCARRONE e
FINAZZI-AGRO, 2003). O Gréfico 11 demonstra a inibicdo da proliferacéo de
linfécitos por LASSBIio0-881 (56¢), sugerindo que possa ser mediada por acao
sobre receptores CB2, uma vez que AEA (71), utilizado como padrdo neste
ensaio, apresentou o mesmo perfil de modulagéo. Por outro lado, LASSBIi0-881
(56¢) ndo foi capaz de induzir apoptose, em contraste com o0s resultados
obtidos para AEA (71) (MACCARRONE e FINAZZI-AGRO, 2003) (Tabela 9),
demonstrando sua capacidade de prevenir a proliferacdo linfocitaria sem
provocar morte celular, provavelmente através de sua acdo sobre o0s

receptores CB2.

LASSBio-881 i,
10 uM [ PMA+Anti-CD3

AEA -

10 uM
DMSO 0.01 % H
Meio de cultura —|
0 10000 20000 30000

Incorporacéo de [ *H]Timidina

10 pM; n = 3 experimentos (triplicata); *p<0,01 em relagédo ao grupo controle (veiculo).

Gréfico 11 — Avaliacao do perfil inibitorio sobre a proliferacédo de linfocitos pelos compostos
AEA (71) e LASSBI0-881 (56¢). Os resultados foram medidos a partir da incorporagéo de
[®H]Timidina (média + erro padrdo da média). O método estatistico utilizado para a analise dos
resultados foi o teste de t de Student.
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Tabela 9 — Perfil necrético e apoptoético de linfécitos T modulados
pela acdo dos compostos AEA (71) e LASSBIi0-881 (56c¢)
% Necrose %Apoptose

UEEENS (7-AAD®)  (Anexina V")
Controle 0,3% 42%
Anti-CD3 0,1% 39%
Anti-CD3 + AEA (71) 10 pM 0,1% 50,8%
Anti-CD3 + LASSBi0-881 (56¢) 10 UM 0,0% 43,8%

Cada ponto representa determinagbes em triplicate e os resultados foram baseados em, no
minimo, trés experimentos independentes (média + SEM). *p<0,01 (teste t de Student) comparado
ao grupo controle (anti-CD3). *7-AAD = 7-amino-actinomicina D, marcador de necrose celular;
marcador de apoptose celular.

A AEA (71) foi capaz de promover a inducdo de apoptose por
ativacdo de receptores vanildides (MACCARRONE et al, 2000) e
canabinoides, sendo que por ativacdo destes ultimos, a apoptose ocorre pelo
aumento dos niveis de Ca*" intracelular, por intermédio da via mitocondrial que
promove 0 aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(MACCARRONE e FINAZZI-AGRO, 2003). Os resultados ilustrados na Tabela
9 parecem demonstrar que LASSBIi0-881 (56c¢) atua de maneira seletiva sobre
0s receptores canabinoides, sem acdo sobre os receptores vanildides; ou
ainda, seu possivel efeito antioxidante (vide infra) estaria inibindo a via pro-

apoptética mitocondrial, por reduzir os niveis mitocondriais de ROS.
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3.2.4. AVALIACAO DOS PERFIS ELETROQUIMICO E ANTIOXIDANTE DO

COMPOSTO LASSBi0-881 (56¢)™;

Em consequiéncia da resposta inflamatoéria, ha a producéo macica de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que vém sendo reconhecidas
recentemente como verdadeiros sinalizadores intracelulares (DI VIRGILIO,
2004) e desempenhando importante papel em desordens do sistema nervoso
central, e.g. injuria pés-isquémica, doenca de Alzheimer, deméncia pré-senil
(CHONG, LI e MAIESE, 2005). O nimesulido (58) foi recentemente descrito
como neuroprotetor em modelos in vivo e in vitro e sua atividade se deve tanto
a sua acao antiinflamatéria quanto a suas propriedades antioxidantes
(CANDELARIO-JALIL et al, 2002; CANDELARIO-JALIL et al, 2003;
CANDELARIO-JALIL e LEON, 2003).

Os derivados N-acilidrazénicos descobertos no LASSBio como
prototipos de farmacos analgésicos, antiinflamatérios e antitromboticos
(FRAGA et al., 2000; FIGUEIREDO et al., 2000; LIMA et al, 2000; CUNHA et
al., 2003; SILVA et al, 2004), também sdo capazes de mimetizar a subunidade
bis-alilica de &cidos graxos insaturados e seus derivados, como o &cido
araquidénico (AA), precursor da biossintese de eicosanoides, e AEA (71),
envolvido no sistema endocanabindide (BARREIRO et al., 2002; MAHY,
GASPARD e MANSUY, 1993), devido a sua capacidade estabilizadora de
radicais.

Pelo exposto, a fim de investigarmos as contribui¢cdes relativas dos

grupos nitro em C-6, 3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenila e NAH em relacdo ao

19 Estudo realizado em colaboragdo com Prof. Dra.lida@Diiveira Fonseca Goulart (UFAL), Prof. Dra.
Ana Luisa Palhares de Miranda (LASSBio-UFRJ), Drn&edo Dutra e Prof. Dr. Etelvino J. H. Bechara
(USP).
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eventual carater redox dos compostos LASSBIi0-881 (56¢), LASSBIi0-882 (56d)
e LASSBI0-945 (70a), estudamo-los eletroquimicamente, utilizando-se a
técnica da voltametria ciclica (VC), em meio aprético (DMF, TBAP 0,1 mol L™),
com eletrodos de carbono vitreo (eletrodo de trabalho) e Ag|AgCI, CI' 0,1 mol L
! (eletrodo de referéncia) (CAVALCANTI et al., 2004). Os valores dos
potenciais de pico catédico e anddico obtidos para a primeira etapa de reducdo
(Epc) e oxidacéo (Epay), respectivamente, com velocidade de varredura de 0,1

V/s, estao ilustrados na Tabela 10.

Tabela 10 — Dados eletroquimicos dos derivados LASSBIo-
881 (56¢), LASSBIi0-882 (56d) e LASSBIi0-945 (70a)?

Potenciais de pico

Composto
Epc, (V) Epa, (V)

56c¢

LASSBi0-881 -1,20 +1,04
56d -

LASSBIio-882 -1,02 n.d.
70a

LASSBIi0-945 -2,07 +0,84

 Dados obtidos por voltametria ciclica (VC), com velocidade de varredura de
0,1 V/s, em potenciostato / galvanostato BAS 100B, interfaceado a
microcomputador. *ndo determinado

Em termos eletroquimicos, o derivado LASSBIi0-881 (56¢) representa
um composto de eletroatividade mista, devido a presenca do grupamento
nitroaromatico, passivel de ser reduzido e da subunidade fendlica
estericamente impedida, que pode sofrer oxidacdo, ambos interconectados
pela funcdo NAH. O estudo de seus andlogos, i.e. LASSBIio-882 (56d),

desprovido do grupo fenol e LASSBIi0-945 (70a), derivado ndo-nitrado, foi util
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na elucidacao das propriedades eletroquimicas de cada grupamento per-se. Os
dados da Tabela 9 mostraram que LASSBIi0-881 (56¢) apresentou um perfil
redox complexo, conforme evidenciado pela presenca de picos em ambas as
regides catodica e anddica. Conforme observado para o derivado LASSBi0-945
(70a) (Epc; = -2,07 V), a subunidade NAH também constitui-se em grupo
passivel de sofrer reducdo (LUND, 2001). Em contrapartida, a contribuicao
deste grupo para o potencial de reducdo de ambos os compostos LASSBIi0-881
(56c¢) (Epc, = -1,02 V) e LASSBI0-882 (56d) (Epc = -1,20) foi suplantada pela
presenca do grupamento nitro em C-6 mais facilmente reduzido (LUND, 2001).
Ao se comparar os valores de Epc, de LASSBIio-881 (56¢) e LASSBIio-882
(56d), referentes a reducdo do grupo nitroaromatico, evidenciou-se a influéncia
do efeito doador de elétrons da subunidade fendlica na nitroreducéo,
dificultando-a (4Epc, = 0,18 V), o que implica na assisténcia da funcdo NAH.
Efeitos semelhantes foram observados na regido anddica, onde foi possivel a
identificacdo dos picos anddicos (Epa) para os derivados LASSBIi0-881 (56¢) e
LASSBIi0-945 (70a), com valores iguais a +1,04 V e +0,84 V, respectivamente,
e com 4Epa = 0.20 V, uma vez que LASSBIio-881 (56c) apresentou maior
resisténcia a oxidacdo, provavelmente devido ao efeito retirador de elétrons do
grupo nitro (MORROW, 2001). Tal fenbmeno néo é surpreendente, jA que 0s
processos eletroquimicos envolvendo adicdo ou remocao de elétrons de um
composto organico, correlacionam-se diretamente com a habilidade de seus
respectivos substituintes em apresentar perfil doador ou retirador de elétrons
(LUND, 2001; MORROW, 2001).

Para a avaliacdo do perfil antioxidante do composto LASSBio-881

(56¢), foi realizado primeiramente o ensaio do DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila)
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(BRAND-WILLIAMS, CURVELIER e BERSET, 1995), que mede a capacidade
doadora de radical hidrogénio de substancias antioxidantes, convertendo o
radical estavel de nitrogénio DPPH em seu derivado 1,1-difenil-2-picrilidrazina.
A reacdo é acompanhada por mudanca em sua coloracao, passando de violeta
a amarelo, e €& monitorada espectrofotometricamente. O BHT (terc-
butilidroxitolueno) foi utilizado como antioxidante de referéncia e os resultados

estao ilustrados na Tabela 11.

Tabela 11 — Ensaio do DPPH para os derivados LASSBIi0-881 (56c¢),
LASSBIi0-882 (56d) e LASSBIi0-945 (70a)

Composto CO”C(%‘,{;")"‘?“ Absorbancia Seq”eszg;gme”to
Veiculo 1,082
BHT 0,1 0,163 84,9+
LASSSISi%-881 01 0,736 32,0%
LASSSSiOcl)-ssz 01 1,001 7,49 n.s.”
LASS7L£>)i6c1)-945 0,1 0,628 45,7*

*p<0,01 ANOVA One Way seguido do teste de Dunnet; “n&o significativo.

LASSBIio-881 (56¢) e LASSBIi0-945 (70a) foram capazes de
sequestrar radicais na experiéncia realizada com DPPH em 32,0% e 45,7%,
respectivamente, em concentracdo de 0,1 mM, devido a presenca da
subunidade 3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenila em suas estruturas, enquanto que
LASSBI0-882 (56d), possuindo um substituinte fenila na unidade distal iminica,
nao foi ativo (7,5% n.s.). Estes resultados sugerem que a capacidade doadora

de radical hidrogénio da hidroxila do grupo 3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenila é
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imperativamente mais efetiva, em termos de perfil antioxidante, do que o
hidrogénio amidico da subunidade NAH, em concordancia com os resultados
anteriores obtidos na voltametria ciclica.

Com o intuito de verificar o eventual efeito de LASSBIio-881 (56c¢)
sobre radicais livres formados na biofase, foram realizados ensaios de
degradacdo de desoxirribose mediada por radicais hidroxila (MEINICKE,
BECHARA e VERCESI, 1998) e de producdo de superéxido pelo sistema
xantina/xantina oxidase (FLOHE e OTTING, 1984) (Tabela 12), empregando o

BHT como antioxidante de referéncia.

Tabela 12 — Atividade antioxidante dos compostos LASSBIi0-881 (56c¢),
LASSBI0-882 (56d) e LASSBIi0-945 (70a) frente aos radicais hidroxila e superoxido

Degradacao de radicais hidroxila Degradacao de anions superéxido
Composto Concentracdo [TBARS? Degradacdo Concentracdo  Velocidade Degradacédo
(mM) ©M)° (%) (mM) (AA/min) (%)
‘ 6,459 +
Veiculo 0,087 0,0301
0,896 + . c
BHT 0,5 0.043 86,1 n.d. n.d. n.d.
56¢ 0,997 + . ] )
LASSBio-881 0.5 0,085 84,6 0,25 0,0310 2,9ns.
56d 1,083 £ "
LASSBI0-882 0,5 0.013 83,2 0,25 0,0242 19,6 n.s.
70a 0,954 + .
LASSBi0-945 0,5 0.062 85,2 n.d. n.d. n.d.

3Espécies reativas do acido tiobarhittrico; “resultados expressos em média + erro padrdo da média; “ndo determinado; “néo significativo
estatisticamente; *p<0.01 ANOVA One Way followed by Dunnet test.

O derivado LASSBI0-881 (56c¢) foi capaz de reduzir os niveis de
radicais hidroxila em 84,6%, medidos sob a forma de espécies reativas do
acido tiobarbitdrico (TBARS), assim como 0S outros compostos, na mesma

magnitude do antioxidante de referéncia, i.e. BHT. Podemos constatar
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notoriamente que a presenca dos grupos 6-nitro e 3,5-di-terc-butil-4-
hidroxifenila neste composto nao influenciaram diretamente o efeito
antioxidante observado, sugerindo que a subunidade NAH desempenhe
importante papel na estabilizacdo de radicais de oxigénio bioformados,
conforme descrito anteriormente (BARREIRO et al., 2002; MAHY, GASPARD e
MANSUY, 1993). Por outro lado, os niveis de anions superéxidos
permaneceram inalterados frente aos compostos testados, sugerindo a
especificidade de LASSBIio-881 (56¢) na estabilizacdo de radicais livres, em
detrimento de sua acao sobre anions-radicais.

Uma vez caracterizado o perfil antioxidante de LASSBIio-881 (56¢), €
possivel associa-lo a auséncia de efeito indutor de apoptose no modelo de

proliferacéo de linfocitos (MACCARRONE e FINAZZI-AGRO, 2003).
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS:

Os resultados obtidos neste trabalho permitem-nos concluir que a
estratégia adotada para o planejamento estrutural dos compostos (56) e (57)
logrou sucesso, visto que foi possivel obterem-se novos protétipos de farmacos
analgésicos e antiinflamatérios, ativos em modelos in vivo, administrados por
via oral. A metodologia empregada na obtencdo dos compostos das séries de
novos derivados NAH (56) e (57) se mostrou satisfatoria, aplicando-se
metodologias classicas, sendo sintetizadas em rendimentos globais que
variaram de 23 a 42%, a partir do safrol (60), produto natural abundante da
flora brasileira. Os derivados da série (56) foram obtidos como misturas
diastereoisoméricas, apresentando predominancia do isébmero E, enquanto a
obtencdo dos compostos da série (57) foi diastereosseletiva, assim como
descrito anteriormente para o protétipo LASSBIi0-294 (53). O estudo
conformacional dos derivados representativos de cada série (56-57) e de seus
respectivos intermediarios sintéticos foi realizado e contribuiu para a
racionalizacéo da diastereosseletividade observada.

A avaliacdo farmacolégica realizada permitiu a eleicdo de dois
protétipos de farmacos analgésicos e antiinflamatérios, LASSBIio-881 (56¢) e
LASSBIi0-930 (57c), que tiveram seus mecanismos de acdo investigados.
Evidenciou-se que o derivado LASSBI0-930 (57c) apresentou importante efeito
analgésico e antiinflamatério in vivo (EDsp = 166,2 pumol/kg), com perfil de acédo
semelhante ao de inibidores seletivos de COX-2 e também se mostrou potente

inibidor da producéo de eicosandides in vitro, através da inibicdo da COX [ICsg
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(COX-1) = 9,2 uM] e sem acao sobre a PDE-4. Estes resultados demonstraram
a importancia da introdugdo da subunidade farmacoférica  N-
metanossulfonilamina em LASSBIi0-930 (57c), presente em inibidores seletivos
de COX-2 como o nimesulido (58), restando, contudo, determinar-se a
seletividade deste derivado sobre as isoformas de COX.

Por sua vez, o derivado LASSBI0-881 (56¢) apresentou importantes
efeitos analgésico central e antiinflamatorio, mediados provavelmente por sua
acao sobre receptores canabindides, assim como pelo seu perfil antioxidante.
Seu perfil de acédo foi comparavel aquele descrito para o endocanabindide
anandamida (71), a excecao do perfil pro-apoptético, excluindo-se efeitos sobre
as enzimas da cascata do AA, assim como sobre a PDE-4. O fato de LASSBio-
881 (56¢) nédo induzir apoptose pode estar relacionado ao seu diferenciado
perfil antioxidante. Ademais, ambas as subunidades nitroaromatica e 3,5-di-
terc-butil-4-hidréxifenila mostraram-se relevantes para seus efeitos in vivo e in
vitro.

Portanto, diante do exposto, constata-se que a otimizacdo das
propriedades antiinflamatorias e analgésicas do protétipo LASSBIio-294 (53)
resultou na obtencdo de dois novos compostos-protétipos, i.e. LASSBio-881
(56¢) e LASSBI0-930 (57c), demonstrando a importancia da estratégia de
SOSA para o planejamento racional de novos candidatos a farmacos a partir
das NAH, que, por sua vez, podem ser de fato classificadas como estruturas

privilegiadas.
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5. PARTE EXPERIMENTAL:

5.1. SINTESE DOS COMPOSTOS DAS SERIES (56-57):

As reacOes foram rotineiramente monitoradas por cromatografia em
camada fina (CCF) em silica gel (placas F245 Merck) e os produtos
visualizados com iodo ou luz ultravioleta (254 and 365 nm). Espectros de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e *C foram determinados em
solugbes de DMSO-ds com um espectrometro Bruker AC-200. Os
deslocamentos quimicos (6) sdo dados em partes por milhdo (ppm) a partir do
tetrametilsilano como padrdo interno, e o0s valores de constante de
acoplamento (J) sdo dados em Hz. Os espectros da regidao do infravermelho
(IV) foram obtidos em um espectrometro Nicolet Magna IR 760. As amostras
foram examinadas sob a forma de pastilhas de brometo de potassio. Os pontos
de fusédo foram determinados em um aparelho Quimis e ndo foram corrigidos.
As purificagbes por cromatografia em coluna foram realizadas utilizando-se
silica gel Merck 230-400 mesh. Todos os produtos descritos apresentaram
espectros de RMN de *H e *3C de acordo com as estruturas assinaladas. As
solucBes organicas foram secas sobre sulfato de sédio anidro e os solventes

organicos foram removidos sob pressao reduzida em evaporador rotatorio.
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5.1.1. OBTENCAO DE 6-NITRO-1,3-BENZODIOXOLA-5-CARBALDEIDO (62)

(EKELEY e KLEMME, 1928):

Em um baldo contendo 1g (6,7 mmol) de piperonal triturado, mantido
em banho-maria a temperatura ambiente, contendo “septo” acoplado a uma
bola de borracha vazia (sistema fechado de alivio da pressédo) foram
adicionados 3,3 mL de HNOj3; concentrado (d = 1,42 g/mL), observando-se
imediata mudanca de cor (incolor para amarelo). Apos ca. 5 minutos de
agitacdo magnetica, observou-se o desprendimento de um gas laranja (NOy) e
0 escurecimento da mistura reacional (cor castanha), além de brusco
aguecimento, que pode ser controlado pela adicdo de gelo ao banho-maria.
Observou-se a completa dissolucdo do material de partida. Apos ca. 10
minutos, a mistura foi resfriada em banho de gelo, observando-se a intensa
precipitacdo de um soélido amarelo-claro, que foi filtrado a vacuo e lavado com
ca. 200 mL de &gua destilada gelada. O produto (62) foi obtido em 95% de

rendimento, apds recristalizacdo com etanol/agua.

O

4

O3 5
H
2
6

07 1a NO,

7

6-nitro-1,3-benzodioxola-5-carbaldeido  (62). Solido amarelo-claro; p.f. 91-
92T (lit. 93-94C). RMN 'H (200MHz, DMSO-ds, TMS) & (ppm): 6,34 (s, 2H, H-
2); 7,32 (s, 1H, H-4); 7,74 (s, 1H, H-7); 10,09 (s, 1H, -CHO). RMN **C (50MHz,

DMSO-dg, TMS) & (ppm): 104,9 (C-2); 105,4 (C-7); 107,5 (C-4); 128,0 (C-5);
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146,1 (C-6); 151,8 (C-3a); 152,3 (C-1a); 188,6 (C=0). IV (Umax, KBr) u (cm™):

1682, 1518, 1368, 1336, 1126, 1119, 1032, 1021.

5.1.2. OBTENCAO DE 6-NITRO-1,3-BENZODIOXOLA-5-CARBOXILATO DE

METILA (63):

Em um baldo de 250 mL de capacidade contendo 1,59 (7,7 mmol) de
(62) suspensos em 10 mL de metanol, foram adicionados 1,3g (23,1 mmol) de
hidréxido de potassio solubilizados em 20 mL de metanol. Adicionou-se 2,54 g
(10 mmol) de iodo, lavando-se o bécher com mais 30 mL de metanol o que
totalizou 60 mL de metanol. A mistura reacional permaneceu sob agitacéo
magnética por 1,5h, quando foi observado o consumo total do aldeido (62) de
partida. Em seguida, adicionou-se 10 mL de solu¢édo saturada de bissulfito de
sédio, observando-se o desaparecimento da cor castanha da mistura reacional.
A mistura foi filtrada a vacuo e o solido retido foi lavado com 30 mL de metanol.
O filtrado final foi evaporado sob presséo reduzida, fornecendo o produto (63)

desejado em 88% de rendimento, ap0s recristalizacdo em etanol/agua.
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6-nitro-1,3-benzodioxola-5-carboxilato de metila (63). Sdélido amarelo-claro;
p.f. 102-103C. RMN *H (200MHz, CDCl;, TMS) & (ppm): 3,89 (s, 3H, OCHs);

6,18 (s, 2H, H-2); 7,04 (s, 1H, H-4); 7,38 (s, 1H, H-7). RMN **C (50MHz, CDCls,
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TMS) & (ppm): 53,5 (OCHs); 103,8 (C-2); 105,1 (C-7); 108,6 (C-4); 123,9 (C-5);
143,2 (C-6); 149,8 (C-3a); 151,5 (C-1a); 165,9 (C=0). IV (Umax, KBr) u (cm™):

1717, 1509, 1488, 1362, 1272, 1108, 1038.

5.1.3. OBTENCAO DE 6-AMINO-1,3-BENZODIOXOLA-5- CARBOXILATO DE

METILA (64):

Uma mistura de 1,0g (4,4 mmol) de (63), 1,399 (24,9 mmol) de ferro
metalico e 0,14g (2,7 mmol) de cloreto de aménio suspensos em 75 ml de
etanol:agua (2:1) em baldo de 250 mL, foi refluxada por 1h. Ao final deste
tempo foi detectado o consumo total do material de partida (63) por CCF. A
mistura reacional foi filtrada sobre Celite® ainda quente, e o filtrado foi entdo
evaporado a vacuo, observando-se a precipitacdo de um solido amarelo
escuro, que apos filtracdo e recristalizacdo em etanol/dgua forneceu o produto

(64) desejado em 75% de rendimento.
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6-amino-1,3-benzodioxola-5-carboxilato de metila (64). Solido amarelo
escuro; p.f. 175-176C. RMN *H (200MHz, CDCls, TMS) & (ppm): 3,83 (s, 3H,
OCH?3); 5,60 (s, 2H, NH>); 5,89 (s, 2H, H-2); 6,17 (s, 1H, H-4); 7,26 (s, 1H, H-7).
RMN *3C (50MHz, CDCls, TMS) & (ppm): 51,3 (OCHa); 96,8 (C-2); 101,2 (C-7);

102,5 (C-4); 108,5 (C-5); 139,1 (C-6); 148,8 (C-3a); 152,9 (C-1a); 168,2 (C=0).
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5.1.4. OBTENCAO DE 6-[(METILSULFONIL)AMINO]-1,3-BENZODIOXOLA-5-

CARBOXILATO DE METILA (65):

Em um baldo contendo 0,5g (2,6 mmol) de (64), foram adicionados
30 mL de CH,ClI,, 3,0 mL de piridina e 0,9 mL (11,6 mmol) de cloreto de mesila.
Apo6s agitacdo magnética por 1h a temperatura ambiente, detectou-se por CCF
0 consumo total do material de partida (64). A mistura reacional foi lavada com
HCI 10% (3 x 30 mL); solucdo saturada de CuSO,4 (2 x 30 mL) e H,O (2 x 30
mL). A fase organica foi evaporada sob pressédo reduzida, fornecendo (65)
como um solido branco em 89% de rendimento apoOs purificagdo por
cromatografia em coluna, utilizando gradiente de acetato de etila:n-hexano

como eluente.
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6-[(metilsulfonil)amino]-1,3-benzodioxola-5-carboxi lato de metila (65).

Solido branco; p.f. 178-180C. RMN *H (200MHz, CDCl;, TMS) & (ppm): 3,02
(s, 3H, SO,CH3); 3,91 (s, 3H, OCHj3); 6,05 (s, 2H, H-2); 7,31 (s, 1H, H-4); 7,44
(s, 1H, H-7); 10,00 (s, 1H, NH). RMN **C (50MHz, CDCls, TMS) & (ppm): 40,0
(SO,CHs); 52,6 (OCHa); 100,6 (C-2); 102,5 (C-7); 108,9 (C-4); 109,6 (C-5);
138,2 (C-6); 143,8 (C-3a); 153,2 (C-1a); 168,2 (C=0). IV (Umax, KBr) v (cm™):
3140, 3108, 3017, 2952, 2932, 2852n, 1675, 1627, 1507, 1486, 1443, 1362,

1332, 1244, 1148, 1030, 978, 903, 880, 784, 647, 500.
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5.1.5. OBTENCAO DE 6-NITRO-1,3-BENZODIOXOLA-5-CARBOIDRAZIDA

(67):

Em um baldo de 50 ml contendo 0,5g (2,2 mmol) de (63) suspensos
em 2mL de etanol, foram adicionados 6,7 mL (0,11 mol) de hidrato de hidrazina
a 80%. A mistura reacional permaneceu sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente por 2h, observando-se seu escurecimento e consumo total do éster
de partida (63) por CCF. O pH basico da mistura reacional foi neutralizado com
HCI concentrado (ca. 10 mL) em banho de gelo e concentrado sob pressao
reduzida, observando-se a precipitacdo de um soélido amarelo, que foi
intensificada com banho de gelo. O sélido foi filtrado, obtendo-se o produto

desejado (67) em 70% de rendimento apos recristalizacdo em etanol/agua.
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6-nitro-1,3-benzodioxola-5-carboidrazida (67). Sélido amarelo; p.f. 184-
185C. RMN 'H (200MHz, DMSO-ds, TMS) & (ppm): 4,41 (s, 2H, NHy); 6,26 (s,
2H, H-2); 7,03 (s, 1H, H-4); 7,64 (s, 1H, H-7); 9,59 (s, 1H, NH). RMN **C
(50MHz, DMSO-ds, TMS) & (ppm): 104,2 (C-2); 105,3 (C-7); 108,5 (C-4); 128,3
(C-5); 141,9 (C-6); 148,8 (C-3a); 151,7 (C-1a); 165,2 (C=0). IV (Umax, KBr) U

(cm™): 3336, 3199, 3120, 1670, 1519, 1502, 1475, 1328, 1257, 1030, 880.
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5.1.6. OBTENCAO DE 6-[(METILSULFONIL)AMINO]-1,3-BENZODIOXOLA-5-

CARBOIDRAZIDA (68):

Em um baldo contendo 0,5g (1,8 mmol) de (65), foram adicionados
10 mL de etanol e 5,8 mL (92,8 mmol) de hidrato de hidrazina a 80%. A mistura
reacional foi agitada magneticamente a temperatura ambiente por 1h,
observando-se a dissolucdo do sélido inicialmente presente no meio e 0
consumo total do éster de partida (65) por CCF. O meio reacional foi
concentrado a vacuo e em seguida neutralizado até pH 7, em banho de gelo,
observando-se a precipitacdo de um solido amarelo claro, que foi filtrado e
apos recristalizacdo em etanol/agua forneceu o produto desejado (68) em 78%

de rendimento.
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6-[(metilsulfonil)amino]-1,3-benzodioxola-5-carboid razida (68). Sdlido
amarelo claro; p.f. 198-200C. RMN 'H (200MHz, DMSO-ds, TMS) & (ppm):
3,03 (s, 3H, SO,CHa); 4,60 (s, 2H, NHy); 6,10 (s, 2H, H-2); 7,06 (s, 1H, H-4);
7,32 (s, 1H, H-7); 9,96 (s, 1H, SO,NH); 11,29 (s, 1H, CONHNH,). RMN **C
(50MHz, DMSO-ds, TMS) & (ppm): 40,0 (SO.CHa); 101,8 (C-2); 102,7 (C-7);

107,2 (C-4); 113,0 (C-5); 135,4 (C-6); 143,9 (C-3a); 150,8 (C-1a); 167,4 (C=0).
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5.1.7. OBTENCAO DAS N'-ARILMETILIDENO-1,3-BENZODIOXOLA-5-

CARBOIDRAZIDAS 6-SUBSTITUIDAS (56-57):

Em um baldo contendo ca. 1 mmol da hidrazida correspondente (67-
68) em 10 ml de etanol absoluto, foram adicionados 1,1 mmol do aldeido
aromatico desejado. A mistura reacional permaneceu sob agitacdo por 1h,
quando detectou-se o consumo total do material de partida por CCF. Apos
concentracdo do meio reacional sob pressao reduzida, adicionou-se 15 ml de
agua destilada gelada e submeteu-se a mistura reacional a um banho de gelo.
Observou-se a precipitacdo intensa do solido, que apos recristalizacdo em

etanol/agua, forneceu os respectivos produtos desejados em rendimentos de
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N’-(2-furilmetilideno)-6-nitro-1,3-benzodioxola-5-ca  rboidrazida (56a). Sélido

70-95%.

amarelo; p.f. 226-228; 88%. RMN *H (200MHz, DMSO-ds, TMS) & (ppm): 6,30
(s, 10H, H-2E/Z); 6,54 (dd, 2H, J = 1,8 Hz, H-4"Z); 6,64 (dd, 3H, J = 1,8 Hz, H-
47E); 6,72 (d, 2H, J = 3,4 Hz, H-3"Z); 6,95 (d, 3H, J = 3,4 Hz, H-3"E); 7,15 (s,
2H, H-4'Z); 7,30 (s, 3H, H-4'E); 7,74 (d, 7H, J = 4,6 Hz, H-5"Z, H-4E/Z); 7,87 (d,
5H, H-5"E, H-72); 8,10 (s, 3H, H-7E); 11,87 (s, 2H, H-2'Z); 11,90 (s, 3H, H-2'E).
RMN 3C (50MHz, DMSO-dg, TMS) & (ppm):104,4 (C-2); 104,7 (C-7); 105,4 (C-
4); 108,5 (C-3"); 108,9 (C-3"); 112,5 (C-4"); 112,7 (C-4"); 128,6 (C-5); 134,9

(C-4"); 138,1 (C-4"); 141,2 (C-6); 145,5 (C-5"); 145,9 (C-5"); 148,8 (C-2"); 149,6
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(C-27); 152,2 (C-1a); 152,6 (C-3a); 161,9 (C-1'); 167,9 (C-1). IV (Umax, KBI) U
(cm™®): 3197, 3123, 3061, 2918, 2855, 1644, 1623, 1533, 1504, 1486, 1381,

1293, 1281, 1261, 1164, 1126, 1033, 1017, 939, 877, 763.
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6-nitro- N’-(2-tienilmetilideno)-1,3-benzodioxola-5-carboidra  zida (56b).
Solido amarelo; p.f. 240-242; 90%. RMN *'H (200MHz, DMSO-ds, TMS) &
(ppm): 6,30 (s, 10H, H-2E/Z); 7,03 (dd, 2H, J = 3,6 Hz, H-4"Z); 7,13 (m, 5H, H-
4”E, H-3"2); 7,31 (m, 5H, H-3"E, H-4'Z); 7,50 (m, 5H, H-4'E, H-5"Z); 7,71 (m,
8H, H-4E/Z, H-5"E); 8,14 (s, 2H, H-7Z); 8,42 (s, 3H, H-7E); 11,88 (s, 2H, H-22);
11,92 (s, 3H, H-2’E). RMN *3C (50MHz, DMSO-ds, TMS) & (ppm):104,4 (C-7);
104,5 (C-2); 105,4 (C-4); 108,6 (C-5"); 108,9 (C-5"); 128,1 (C-5); 128,2 (C-4");
128,3 (C-4"); 129,1 (C-3"); 129,7 (C-3"); 130,9 (C-4’); 131,8 (C-4); 141,5 (C-6);
143,4 (C-5"); 148,7 (C-1a); 149,1 (C-3a); 152,2 (C-2"); 152,6 (C-2"); 161,7 (C-
1'); 167,8 (C-1). IV (Umax, KBr) v (cm™): 3191, 3073, 3060, 3032, 2992, 2915,
2844, 1639, 1608, 1591,1560, 1531, 1503, 1485, 1380, 1290, 1264, 1222,

1162, 1125, 1033, 1015, 928, 878, 713.
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N’-(3,5-di terchbutil-4-hidroxifenilmetilideno)-6-nitro-1,3-benzodi oxola-5-

carboidrazida (56c). Sélido amarelo; p.f. 280-282; 82%. RMN *H (200MHz,
DMSO-ds, TMS) & (ppm): 1,32 (s, 18H, -CH3Z); 1,40 (s, 36H, -CH3E); 6,29 (m,
6H, H-2E/Z); 7,15 (m, 6H, H-2",6"E/Z); 7,27 (s, 1H, H-4Z); 7,47 (s, 2H, H-4E);
7,67 (m, 1H, H-4'2); 7,73 (s, 2H, H-4'E); 7,83 (s, 3H, H-7E/Z); 11,69 (s, 1H, H-
2'Z); 11,76 (s, 2H, H-2’E). RMN C (50MHz, DMSO-dgs, TMS) d (ppm): 30,5 (-
CHa); 34,9 (C-Mes); 104,0 (C-7); 104,2 (C-2); 108,7 (C-4); 124,0 (C-5); 124,4
(C-27,6"); 128,6 (C-1"); 139,5 (C-3",5"); 142,0 (C-6); 145,0 (C-4’); 148,6 (C-4");
152,5 (C-1a); 156,3 (C-3a); 167,7 (C-1'). IV (Umax, KBr) v (cm™): 3593, 3172,
3065, 2962, 2872, 1662, 1612, 1527, 1509, 1487, 1433, 1401, 1372, 1342,

1259, 1236, 1212, 1139, 1117, 1032, 927, 875, 766.
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N’-fenilmetilideno-6-nitro-1,3-benzodioxola-5-carboi  drazida (56d). Solido

amarelo; p.f. 216-218; 95%. RMN *H (200MHz, DMSO-ds, TMS) & (ppm): 6,31

(s, 66H, H-2E/Z); 7,34 (m, 165H, H-2",3",4",5",6"E/Z); 7,45 (s, 10H, H-4Z); 7,72
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(s, 23H, H-4E); 7,76 (s, 33H, H-7E/Z); 7,99 (s, 10H, H-4'Z); 8,22 (s, 23H, H-
4E); 11,94 (s, 10H, H-2'Z); 11,97 (s, 23H, H-2'E). RMN *C (50MHz, DMSO-ds,
TMS) & (ppm):104,4 (C-2); 104,6 (C-7); 108,6 (C-4); 108,9 (C-4); 127,1 (C-
3",5"); 127,7 (C-3",5"); 128,4 (C-5); 129,2 (C-2",6"); 129,3 (C-2",6"); 130,4 (C-
4"); 130,7 (C-4”); 141,6 (C-6); 144,8 (C-4’); 148,8 (C-4); 152,3 (C-1a); 152,7
(C-3a); 162,0 (C-1'); 168,0 (C-1"). IV (Umax, KBr) v (cm™): 3222, 3114, 30509,
2916, 2851, 1646, 1607, 1533, 1503, 1485, 1381, 1279, 1161, 1123, 1033, 928,

878, 768, 693.

(@) la NO,

6-nitro- N’-(2-piridinilmetilideno)-1,3-benzodioxola-5-carboi  drazida (56e).
Solido amarelo; p.f. 184-185; 84%. RMN 'H (200MHz, DMSO-ds, TMS) &
(ppm): 6,32 (s, 20H, H-2E/Z); 7,37 (m, 10H, H-5",6"E/Z); 7,58 (s, 10H, H-4E/Z);
7,74 (m, 10H, H-7E/Z); 7,91 (m, 10H, H-4"E/Z); 8,03 (s, 3H, H-4'Z); 8,24 (s, 7H,
H-4'E); 8,54 (d, 3H, J = 3,6 Hz, H-3"Z); 8,62 (d, 7H, J = 4,2 Hz, H-3"E); 12,15
(s, 3H, H-2'2); 12,19 (s, 7H, H-2’E). RMN *C (50MHz, DMSO-ds, TMS) &
(ppm): 104,5 (C-2); 104,6 (C-7); 105,5 (C-4); 108,7 (C-3”); 108,9 (C-3"); 119,5
(C-5"); 120,5 (C-5"); 124,8 (C-4"); 125,1 (C-4"); 127,2 (C-5); 137,3 (C-4'); 137,4
(C-4); 144,8 (C-6); 150,0 (C-6"); 150,1 (C-6"); 153,2 (C-1a); 155,5 (C-3a);

155,9 (C-2"); 156,2 (C-2"); 165,4 (C-1'); 171,3 (C-1). IV (Umax, KBr) v (cm™):
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3427, 3198, 3122, 3063, 2983, 2925, 2854, 1663, 1609, 1523, 1505, 1485,

1432, 1368, 1336, 1288, 1262, 1163, 1126, 1032, 921, 874, 777, 762, 640, 583.

o) la NO,

6-nitro- N’-(4-piridinilmetilideno)-1,3-benzodioxola-5-carboi  drazida (56f).
Solido amarelo; p.f. 202-203; 89%. RMN *H (200MHz, DMSO-ds, TMS) &
(ppm): 6,31 (s, 20H, H-2E/Z); 7,32 (d, 6H, J = 4,9 Hz, H-2",6"2); 7,52 (s, 3H, H-
47); 7,71 (d, 14H, J = 5,8 Hz, H-2",6"E); 7,77 (s, 7H, H-4E); 7,99 (s, 3H, H-42);
8,23 (s, 7H, H-4’E); 8,56 (d, 6H, J = 4,9 Hz, H-3",5"2); 8,68 (d, 14H, J = 5,8 Hz,
H-3",5"E); 12,27 (s, 3H, H-2'Z); 12,30 (s, 7H, H-2’E). RMN **C (50MHz, DMSO-
ds, TMS) & (ppm): 104,7 (C-2,7); 108,6 (C-4); 121,2 (C-3",5"); 121,7 (C-3",5");
124,9 (C-5); 141,7 (C-6); 142,2 (C-4’); 144,7 (C-4"); 145,0 (C-4”"); 145,8 (C-4’);
150,2 (C-2",6"); 150,3 (C-2",6"); 152,5 (C-1a); 153,4 (C-3a); 167,0 (C-1); 171,5
(C-1"). IV (Umax, KBr) U (cm™): 3450, 3198, 3119, 3050, 2996, 2920, 2857, 1670,
1581, 1530, 1508, 1489, 1421, 1370, 1337, 1298, 1268, 1162, 1125, 1030, 923,

881, 818, 744, 693, 537.
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6-nitro- N’-(1H-pirrol-2-ilmetilideno)-1,3-benzodioxola-5-carboidr ~ azida

(569). Sélido amarelo; p.f. 202-203; 89%. RMN *H (200MHz, DMSO-dg, TMS) &
(ppm): 6,06 (d, 3H, J = 2,8 Hz, H-4"Z); 6,14 (d, 4H, J = 2,6 Hz, H-4"E); 6,29 (s,
17H, H-2E/Z,3"2); 6,47 (s, 4H, H-3"E); 6,82 (s, 3H, H-5"Z); 6,93 (s, 4H, H-5"E);
7,11 (s, 3H, H-4'2); 7,27 (s, 4H, H-4'E); 7,70 (s, 3H, H-4Z); 7,72 (s, 4H, H-4E);
7,86 (s, 3H, H-72); 8,07 (s, 4H, H-7E); 10,83 (s, 3H, H-1"Z); 11,54 (s, 4H, H-
1"E); 11,60 (s, 3H, H-2'2); 11,62 (s, 4H, H-2’E). RMN **C (50MHz, DMSO-ds,
TMS) 0 (ppm): 104,4 (C-4"); 104,8 (C-4"); 105,4 (C-2); 108,5 (C-7); 108,9 (C-4);
109,8 (C-3"); 109,9 (C-3"); 112,1 (C-5"); 112,9 (C-5"); 117,3 (C-5); 122,5 (C-
5"); 123,3 (C-5"); 131,7 (C-2"); 132,2 (C-2"); 137,8 (C-4"); 141,0 (C-4"); 144,9
(C-6); 151,6 (C-1a); 155,3 (C-3a); 164,6 (C-1'); 170,6 (C-1'). IV (Umax, KBI) U
(cm™): 3478, 3412, 3190, 3113, 3054, 2914, 2855, 1638, 1604, 1536, 1502,

1484, 1427, 1384, 1333, 1298, 1263, 1164, 1127, 1035, 928, 874, 744, 551.
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N’-(2-furilmetilideno)-6-[(metilsulfonil)amino]-1,3-  benzodioxola-5-

carboidrazida (57a). Sélido amarelo claro; p.f. 260-262TC, 86%. RMN *H
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(200MHz, DMSO-ds, TMS) & (ppm): 3,08 (s, 3H, SO,CHs); 6,15 (s, 2H, H-2);
6,65 (s, 1H, H-4"); 6,95 (s, 1H, H-3"); 7,05 (s, 1H, H-4"); 7,41 (s, 1H, H-4); 7,85
(s, 1H, H-57): 8,28 (s, 1H, H-7); 10,60 (s, 1H, SO,NH); 11,77 (s, 1H, H-2"). RMN
13C (50MHz, DMSO-dg, TMS) & (ppm): 40,31 (SO,CHs); 102,94 (C-2); 108,72
(C-3"); 112,79 (C-4"); 114,55 (C-7); 114,90 (C-5"); 135,27 (C-5); 138,80 (C-4");

144,13 (C-6); 145,96 (C-4); 149,75 (C-1a); 151,09 (C-3a); 164,46 (C-1’).
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6-[(metilsulfonil)amino]- N’-(2-tienilmetilideno)-1,3-benzodioxola-5-

carboidrazida (57b). So¢lido amarelo claro; p.f. 276-278C, 82%. RMN *H
(200MHz, DMSO-ds, TMS) & (ppm): 3,08 (s, 3H, SO,CHs); 6,14 (s, 2H, H-2);
7,12 (d, 1H, J = 4 Hz, H-4"); 7,16 (d, 1H, J = 4 Hz, H-3"); 7,33 (s, 1H, H-4);
7,42 (s, 1H, H-4); 7,69 (d, 1H, J = 4 Hz, H-5"); 8,59 (s, 1H, H-7); 10,59 (s, 1H,
SO,NH); 11,81 (s, 1H, H-2’). RMN **C (50MHz, DMSO-ds, TMS) & (ppm): 40,28
(SO,CHs); 102,89 (C-2); 102,93 (C-3"); 108,11 (C-4"); 114,97 (C-5); 128,47 (C-
7); 129,86 (C-5"); 131,90 (C-4’); 135,26 (C-6); 139,35 (C-1a); 144,10 (C-4);

151,05 (C-3a); 164,31 (C-1)).

@] 3a
2
6
07 1™ NHSO,CH,

N’-fenilmetilideno-6-[(metilsulfonil)amino]-1,3-benz ~ odioxola-5-

carboidrazida (57c). Sélido amarelo; p.f. 244-246; 84%. RMN 'H (200MHz,
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DMSO-dg, TMS) & (ppm): 3,09 (s, 3H, -SO,CHs); 6,15 (s, 2H, H-2); 7,12 (s, 1H,
H-4); 7,46 (m, 4H, H-2",3",5",6"); 7,73 (M, 2H, H-7,4”); 8,41 (s, 1H, H-4"); 10,66
(s, 1H, -SO,NH); 11,87 (s, 1H, H-2’). RMN **C (50MHz, DMSO-ds, TMS) &
(ppm): 40,30 (-SO,CH3); 102,81 (C-7); 102,93 (C-2); 108,17 (C-4); 114,83 (C-
5); 127,71 (C-2",6"); 129,41 (C-3”,5”); 130,82 (C-4"); 134,60 (C-1"); 135,42 (C-

6); 144,08 (C-3a); 149,15 (C-4’); 151,11 (C-1a); 164,57 (C-1).

O 3a
2
6
07 1a
7

N’-(3,5-di tercbutil-4-hidréxifenilmetilideno)-6-[(metilsulfonil)a mino]-1,3-

NHSO,CHj

benzodioxola-5-carboidrazida (57d). Sélido amarelo; p.f. 254-255; 70%. RMN
'H (200MHz, DMSO-ds, TMS) & (ppm): 1,41 (s, 18H, -C(CHa)3); 3,08 (s, 3H, -
SO,CHz); 6,14 (s, 2H, H-2); 7,11 (s, 1H, -OH); 7,46 (m, 4H, H-4,7,2",6"); 8,32
(s, 1H, H-4’); 10,73 (s, 1H, -SO,NH); 11,67 (s, 1H, H-2"). RMN **C (50MHz,
DMSO-ds, TMS) & (ppm): 33,79 (-C(CHs)s3); 38,15 (-SO,CHz); 43,35 (-C(CH3)a);
105,82 (C-7); 106,01 (C-2); 111,20 (C-4); 117,99 (C-5); 127,70 (C-2",6");
128,97 (C-3",5"); 138,48 (C-1"); 142,87 (C-6); 147,15 (C-la); 153,78 (C-4’);

154,09 (C-3a); 160,00 (C-4"): 167,35 (C-1').
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5.2. MODELAGEM MOLECULAR:

A analise conformacional dos compostos NAH (56d), (57c) e (70b), e
dos intermediarios (llla-b) foi realizada utilizando-se 0 método semi-empirico
Hamiltoniano AM1 (DEWAR et al., 1985), disponivel no programa SPARTAN

1.0.5 (WAVEFUNCTION INC., Irvine, CA, 2000) em PC Pentium IV 1,5 GHz.

5.3. AVALIACAO FARMACOLOGICA DOS COMPOSTOS (56-57):

5.3.1. ENSAIO DE EDEMA DE PATA DE RATO INDUZIDO POR

CARRAGENINA (FERREIRA,1979)'":

Os compostos testados foram administrados por via oral, na dose de
300 pmol/Kg, utilizando-se como veiculo uma solu¢do de goma arabica 5%.
Uma hora ap6s a administracdo, foi realizada a inducdo do edema pela
administracdo subplantar de carragenina 1% (1000 pg/pata). Na pata
contralateral foi feita a administracédo de solucdo de NaCl 0,9% (0,1 mL/pata). A
leitura foi realizada 3 horas apds a administracdo subplantar de carragenina,
utilizando-se um pletismoégrafo acoplado a uma bomba peristaltica de fluxo
continuo. O edema foi expresso pela variacdo de volume das patas, obtida pela
diferenca entre as patas com carragenina e salina. Ap0s 0 ensaio, 0S
estbmagos foram retirados, abertos ao longo da curvatura maior e examinados

macroscopicamente para avaliar o indice de ulcerogeneicidade dos compostos

1 Ensaio realizado pelo aluno de doutoramento MSgedoniz Mendonca Tributino e de mestrado
Daniel Ignachitti Lacerda, do LASSBIo / Departametiéd-armacologia Basica e Clinica — ICB — UFRJ.
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testados. AINES classicos como a indometacina e a aspirina induzem
ulceracdes difusas na mucosa dos animais, 0 que ndo € observado para 0s

inibidores seletivos de COX-2 (CHAN et al., 1995).

5.3.2. ENSAIO DE EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR ACIDO
ARAQUIDONICO (AA) E ESTER DE FORBOL (TPA) EM CAMUNDONGOS

(SANCHEZ E MORENO, 1999)"?:

Foram utilizados camundongos albinos de ambos os sexos, pesando
entre 18-25g. Os compostos foram administrados por via oral, uma hora antes
da administracdo tépica do &cido araquiddnico, utilizando-se como veiculo a
goma aradbica 5%. A inducdo do processo inflamatério consiste na
administracdo de 10 pL de uma solucdo de &cido araquiddnico (25 mg/mL)
dissolvido em acetona em cada uma das faces da orelha do animal (500ug de
AA por orelha). Na orelha contralateral é somente realizada a aplicacdo de
acetona. Uma hora ap6s a administracdo do &cido araquiddnico os animais sao
sacrificados e ambas as orelhas séo retiradas e pesadas. Com 0s pesos

obtidos calcula-se a porcentagem de formacédo do edema pela férmula:

% de formacéo do edema= PQ tratada - PO controle
PO controle X 100

Onde: PO controle = Peso da orelha somente com acetona

PO tratada = Peso da orelha que recebeu AA.

12 Ensaio realizado pelo aluno de doutoramento MSgeJoniz Mendonca Tributino, do LASSBio /
Departamento de Farmacologia Basica e Clinica —CHBRJ.
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O protocolo do ensaio para o edema induzido por TPA € idéntico ao
do edema de orelha induzido por AA, com a diferenca de que o sacrificio dos
animais e a retirada das orelhas é realizada somente 6 horas apés a inducéo
do edema com a aplicacdo topica de 10 pL de uma solucdo de TPA em

acetona (2 pg/orelha).

5.3.3. ENSAIO DE DOR INDUZIDA POR FORMALINA EM CAMUNDONGOS

(HUNSKAAR et al., 1987)*:

O ensaio de formalina consiste em uma administracado subplantar de
formaldeido 2,5% em camundongos albinos de ambos os sexos, pesando entre
18-25g. O estimulo doloroso € entédo caracterizado pelo tempo em que o animal
permanece lambendo a pata que recebeu o estimulo irritante. O ensaio de
formalina é caracterizado por apresentar duas fases distintas. A primeira fase
(0-5 minutos apés a injecdo da formalina) se caracteriza por uma fase dita
neurogénica, ou seja, apresentando um componente central bastante
relevante, sendo capaz de ser inibida por analgésicos de a¢do central como a
morfina. A segunda fase (15-30 minutos apo6s a injecdo de formalina) é a
chamada fase inflamatéria, onde ocorre uma macica producdo de mediadores
inflamatdrios como as prostaglandinas, sendo inibida por AINES classicos
como o acido acetilsalicilico e inibidores seletivos de COX-2 como o

nimesulido.

13 Ensaio realizado pelo aluno de doutoramento MSgedoniz Mendonca Tributino e de mestrado
Daniel Ignachitti Lacerda, do LASSBIo / Departametiéd-armacologia Basica e Clinica — ICB — UFRJ.
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5.3.4. ENSAIO DA PLACA QUENTE EM CAMUNDONGOS (KURAISHI et.al.,

1983)*:

A atividade analgésica central dos compostos foi avaliada através do
teste da placa quente (55 = 0,1)°C, utilizando-se camundongos suicos de
ambos 0s sexos com pesos entre 18-25g e mantidos em jejum por um periodo
de 8 h.

Os animais foram colocados sobre a placa aquecida e suas
respostas ao estimulo térmico (retirada e lambida da pata) foram
cronometrados. Foi realizada uma primeira leitura para a adaptacdo dos
animais e subsequentemente foi realizada a leitura controle. Os animais que
permaneceram por mais de 10 segundos na placa sem responder ao estimulo
térmico foram descartados. Os derivados foram entdo administrados por via
oral nas doses del00, 300 e 500 pmol/kg. Foram feitas quatro leituras em

intervalos de trinta minutos apds a administracédo oral dos compostos.

5.3.5. ENSAIO DE ATIVIDADE COX-1 EM SANGUE HUMANO TOTAL

(PATRIGNANI et al., 1994; BRIDEAU et al., 1996; DE LEVAL et al., 2001)":

O ensaio para determinacdo da atividade dos compostos frente a
isoforma cicloxigenase-1 (COX-1) em sangue total foi realizado pela primeira
vez por PATRIGNANI e colaboradores (1994). Este experimento se baseia na

medicdo dos niveis de TXB, em amostras de sangue total apos coagulacao

!4 Ensaio realizado pelo aluno de doutoramento MSgedoniz Mendonca Tributino e de mestrado
Daniel Ignachitti Lacerda, do LASSBIo / Departametiéd-armacologia Basica e Clinica — ICB — UFRJ.
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espontanea como parametro de atividade da enzima COX-1. A TXB; produzida
€ proveniente da COX-1 de plaquetas estimuladas durante o processo de
coagulacédo. A literatura descreve uma pequena variante desta metodologia,
onde a atividade da COX-1 € medida ap0s a estimulacdo do sangue total com
0 ionoforo de calcio A 23187. A atividade da COX-2 nesses trabalhos € medida
apos a inducao do sangue total com LPS, entretanto é feita a medida de TXB,
e ndo PGE, como descreveu PATRIGNANI e colaboradores (1994).

Ensaio de COX-1 in vitro: Realizou-se a pun¢do em individuos que nao
fizeram uso de nenhum tipo de antiinflamatério por pelo menos por duas
semanas. O sangue foi coletado em tubos ndo contendo nenhum tipo de
anticoagulante. Aliquotas de 1 mL foram imediatamente transferidas para tubos
de vidro ja contendo as solucbes das substancias a serem testadas ou o
veiculo (DMSO). As solucdes estoque das substancias teste foram feitas em
DMSO de modo que a concentracdo final desejada fosse atingida ao
adicionarmos 4 pL destas solu¢des aos 1 mL do sangue total. Os tubos foram
vortexados para a homogeneizagdo. Além das amostras, foram feitos o0s
respectivos controles. As amostras foram incubadas a 37° C por 1 hora sob
agitacdo constante para inducdo da coagulacdo. Apés a incubacao centrifugou-
se as amostras de sangue a 12.000 X G por 5 min para a retirada do soro. O
soro retirado foi armazenado a -30° C em tubos eppendorf para dosagem de
TXB, por ensaio imunoenzimatico (EIA).

Dosagem de TXB , (kit Amersham): Foram adicionados 100 pL do tampé&o do
ensaio para 0s pocos de ligacdo nao-especifica (N) e 50 puL do tampao do
ensaio nos pocos padrao zero O. Comecando-se com o mais diluido,

adicionou-se 50 pL de cada padréo e das amostras nos pocos apropriados e 50
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puL do anti-soro em todos os pocos exceto o branco e os de ligacdo néo-
especifica. Em seguida, adicionou-se 50 pL do conjugado de TXA, peroxidase
em todos 0s pocos exceto o branco. A placa foi posteriormente coberta e
incubada a temperatura ambiente por 1 hora. Os poc¢os foram aspirados e
lavados 4 vezes com 400 ul de tampéo de lavagem. Adicionou-se 150 uL do
substato da enzima nos pocos, cubrindo-se a placa e misturando no shaker por
15 minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se 100 pL de acido sulfarico 1M
em cada poco, misturando, para determinacdo da densidade Otica em uma

placa a 450 nm dentro de 30 minutos.

5.3.6. ENSAIO DE AGRAGACAO PLAQUETARIA INDUZIDA POR ACIDO

ARAQUIDONICO (BORN & CROSS, 1968)":

Para a obtencdo do sangue utilizaram-se coelhos albinos de ambos
0s sexos pesando entre 2,5 e 3,5, kg. Realizou-se a retirada do sangue através
de puncéo da artéria central da orelha. O sangue foi coletado em tubos de
polipropileno contendo solucdo de citrato trissédico 3,8% na propor¢cdo de 1
parte de citrato para cada 9 partes de sangue. Realizou-se uma centrifugacao a
500 x g por 10 minutos, em temperatura ambiente, para a obtencdo do PRP.
Para a obtencdo do PPP realizou-se uma centrifugacdo do sedimento a 2000 x
g, por 10 minutos, também em temperatura ambiente. O PRP foi utilizado
dentro de no maximo 3 horas, tendo em vista que ap0s esse periodo as

plaguetas perdem gradativamente a sua capacidade de agregacao

!> Ensaio realizado pelo aluno de doutoramento MSgeJoniz Mendonca Tributino, do LASSBio /
Departamento de Farmacologia Basica e Clinica —CHBRJ.



88

(CAZENAVE et. al, 1979). Os compostos foram testados veiculados em DMSO
e pré-incubados por 5 minutos com as plaquetas. Adicionou-se o acido
araquidénico (200 pM) e acompanhou-se o0 registro de agragacdo por 5

minutos.

5.3.7. ENSAIO DE INIBICAO DA FOSFODIESTERASE-4 (LUGNIER et al.,

1986)*:

A enzima fosfodiesterase-4 (PDE-4) foi isolada de aorta bovina por
cromatografia de troca ionica, conforme descrito por LUGNIER e colaboradores
(1986) e sua atividade foi medida frente a concentracdo de 10 uM de AMPc por
ensaio radioimunoenzimatico (KERAVIS, WELLS e HARDMAN, 1980). Para
prevenir a interferéncia de PDE-3 contaminante neste ensaio, adicionou-se 100
UM de GMPc. Os compostos LASSBI0-881 (56¢) e LASSBI0-930 (57c¢) foram
solubilizados em DMSO, sendo testados em uma concentracdo de 10 uM. O
DMSO teve concentracdo final (1%) que nado alterou significativamente a

atividade da enzima PDE.

'8 Ensaio realizado em colaboragéo com a Dra. Claignier (CNRS/ULP — Strasbourg |, Franca).
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5.3.8. ENSAIO DE LIGACAO ESPECIFICA DE [*H|SR141716 EM
RECEPTORES CANABINOIDES CB1 DE MEMBRANA DE CEREBRO DE

CAMUNDONGO (ABOOD et al., 1997)"":

Foram utilizados camundongos pesando entre 30-40 g. Os animais
foram sacrificados por decapitacao, retirando-se o cérebro por inteiro para a
utilizacdo no ensaio.

Homogeneizou-se o0 cérebro em tampéao A (320 mM sacarose, 50
mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl,, pH 7,4) em potter de vidro (10
movimentos). Para 4 cérebros utilizou-se 20 mL de tampédo (5 mL para
homogeneizar e 15 para lavar). O homogeneizado foi centrifugado a 1600 G ou
5400 rpm por 10 min a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi salvo e o pellet
lavado uma vez com 10 ml de tampdo A com subsequente centrifugagédo. O
combinado de sobrenadantes foi centrifugado a 21000 rpm por 1 hora a
temperatura de 4°C. O pellet foi ressuspenso em 1 ml de tampéao B (50 mM
Tris-HCIl, 1 mM EDTA, 3 mM MgCl,, pH 7,4) e foi medida a concentracao de
proteinas que deve estar por volta de 4-6 mg/mL.

A ligacdo foi iniciada pela adicdo de 160 pg de proteinas de
membrana em tubos eppendorf siliconizados, 50 pL (10 nM) de PMSF (inibidor
da amidase FAAH), 50 pL (10 nM) de [*H]SR141716A, 50 pL de veiculo (0,1 %
DMSO + tampéao C) ou 50 pL de AM281 (anadlogo do SR141716, antagonista
de receptores canabindéides) (100 pM) ou o composto-teste e tampao C (50mM

Tris-HCI, 1 mM EDTA, 3 mM MgCl, e 2,5 mg/ml de BSA livre de acidos graxos,

" Ensaio realizado pela aluna de doutoramento MSiiliafieira Martins (LASSBio-FF-UFRJ), em
colaborag&o com o Prof. Dr. Juliano Ferreira (UF8N®Prof. Dr. Jodo B. Calixto (UFSC).
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pH 7,4), o suficiente para fazer um volume total de 500 pL. A adicdo de 100 uM
de AM281 foi usada para binding ndo especifico.

Incubou-se por 1 hora a 30° C. Em seguida, foram adicionados 1 mL
de tampdo D (50 mM Tris-HCI, 1mg/ml de BSA, pH 7,4) para completar o
volume total de 1,5 ml. Logo apos, filtrou-se a vacuo com subsequentes
lavagens (duas) com solucdo tampédo D. O filtro deve ser pré-tratado com
polietilenoamina 0,1% por pelo menos 2 horas.

A radioatividade foi quantificada por espectrometria em liquido de
cintilacdo, onde os filtros sdo postos por 1 hora em 4 mL de liquido de

cintilagéo.

5.3.9. ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR (JULIUS et al., 1973; HIRATA

et al., 2003)*2;

Populacdes enriquecidas de células T esplénicas foram obtidas por
filtracAo em colunas de la de nylon de células esplénicas de acordo com o
método de JULIUS e colaboradores (1973). As células esplénicas foram
aplicadas a coluna, numa relacéo de 108 células para cada 0,6 g de 1a de nylon
compactada em seringas de 10 mL. As células obtidas foram lavadas para
remocao do soro fetal bovino e depois foram ressuspensas em meio DMEM
suplementado com 1% de nutridoma. Os estimulos foram adicionados no inicio
da cultura em triplicatas, na presenca de 0,5 ng/ml de éster forbdlico (PMA),

com ou sem adicdo de anticorpo anti-CD3 (2C11) solavel (2% v/v) e na

'8 Ensaio realizado pela aluna de doutoramento MSnkiafieira Martins (LASSBio-FF-UFRJ) e pela
Profa. Dra. Magna Suzana Alexandre Moreira (UFAL).
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presenca ou auséncia de diferentes concentracdes das substancias indicadas.
As culturas foram incubadas a 37°C em atmosfera umida contendo 7% de CO;
por 3 dias e pulsadas com timidina tritiada 18 horas antes de serem recolhidas

no coletor de células.

5.3.10. AVALIACAO DA MORTE CELULAR EM CELULAS ESPLENICAS

TOTAIS (SCHMID et al., 1994)*°;

Bacos de camundongos BALB/c foram removidos assepticamente e
colocados em placa de Petri contendo uma malha de ago inox e meio DMEM
sem soro. ApOs maceragcdo a suspensao de células transferida para um tubo
de 15 mL. As células foram depletadas de eritrocitos com tampdo ACK
(solucédo de cloreto de aménio tamponada). As células foram ressuspensas em
meio DMEM suplementado com 1% de nutridoma e a concentragdo de células
viaveis, avaliada pela exclusdo em azul de Trypan em camara de Neubauer.

A andlise da apoptose foi realizada em popula¢cbes enriquecidas de
células T cultivadas em placas de 24 pocos, hum volume final de 1 mL, na
presenca de PMA (0,5 ng/ml) com ou sem anti-CD3 e na presenc¢a ou auséncia
de LASSBIi0-881 (56¢) e AEA (71). Ap6s 48 horas de cultura a 37°C em
atmosfera Umida contendo 7% de CO,, as células foram marcadas com
anexina V e 7-actinomicina D, para andlise do perfil indutor de apoptose e
necrose, respectivamente, através da andlise em citbmetro de fluxo

(FACScalibur, BD).
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5.4. AVALIACAO DAS PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES:

5.4.1. ESTUDOS DE VOLTAMETRIA CICLICA (CAVALCANTI et al., 2004)*°:

Os estudos de voltametria ciclica dos compostos N-acilidrazénicos
selecionados foram realizados utilizando-se eletrodo de carbono vitreo (BAS,
diametro de 3 mm), platina e Ag/AgCl, CI' (0,200 mol L") em um tubo com
capilar de Luggin com vycor na extremidade, como eletrodo de trabalho,
auxiliar e de referéncia, respectivamente. Em meio aprético, utilizou-se DMF e
perclorato de tetrabutilaménio (0,100 mol L™), e em meio prético, tentou-se
solubilizar com 50% etanol / tamp&o, pH aparente de 6,9 (0,100 mol L™
Na;,HPO; e 0,100 mol L' NaH,PO,;), porém, houve precipitacéo,
impossibilitando os estudos em meio aquoso. A andlise dos dados foi realizada
a partir de graficos obtidos nos experimentos. O equipamento utilizado foi o

Potenciostato/Galvanostato BAS 100B, interfaceado a microcomputador.

As varreduras foram realizadas em diferentes velocidades (de 20
mV/s a 2 V/s), tanto em potenciais negativos (-3000 a 0 mV) quanto positivos (0

a 1400mV).

1% Ensaio realizado em colaboragéo com a Profa. Daailis Oliveira Ferreira Goulart (UFAL).
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5.4.2. ENSAIO DE SEQUESTRAMENTO DE RADICAIS FRENTE AO DPPH

(TAIT et al., 1996):

A 2 mL de uma solucdo etandlica dos compostos-teste foram
adicionados a 2 mL de uma solucdo de DPPH (1 x 10 M) (Sigma) e a mistura
reacional foi agitada vigorosamente e mantida a temperatura ambiente. A
absorcdo do DPPH foi medida a 514 nm. Os valores médios foram obtidos de

experimentos em triplicata.

5.4.3. ENSAIO DE DEGRADACAO DE DESOXIRRIBOSE FRENTE A
RADICAIS HIDROXILA GERADOS NA REACAO DE FENTON (MEINICKE et

al., 1998)%:

Misturas reacionais (0,5 mL) contendo desoxirribose (10 mM),
tampao Hepes (10 mM; pH 7,2), o composto-teste (10 pl) dissolvidas em
DMSO (0,5 mM) e H,O, (1 mM) foram incubadas a 37°C por 1 h. A reacéo foi
iniciada pela adicdo de Fe(NH4)2(S04)2.6H,O (10 pM). Os controles foram
feitos na auséncia de desoxirribose. Decorrido 0 tempo necessario, acido
tiobarbitarico (1% em NaOH 50 mM; 0,5 mL) e &cido orto-fosférico (4%; 0,5 mL)
foram adicionados, as misturas reacionais foram aquecidas a 100°C por 15 min
e resfriadas em banho de gelo. As absorbancias destas misturas foram

medidas e a concentracdo de TBARS calculada usando €= 1,56 x 10° Mcm™.

% Ensaio realizado pelo Prof. Dr. Fernando Dutra (©BIWL) em colaboracdo com o Prof. Dr. Etelvino
Bechara (1Q-USP).
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5.4.4. ENSAIO DE DEGRADACAO DE ANIONS SUPEROXIDO GERADOS NO

SISTEMA XANTINA/XANTINA OXIDASE (FLOHE e OTTING, 1984)*":

As amostras dissovidas em DMSO foram adicionadas, nas
concentracGes indicadas, ao tampéao fosfato 50 mM (pH 7,8; 37°C) contendo
xantina (250 uM), EDTA (100 pM) e citocromo ¢ (12 yM). A reacdo foi iniciada
com a adicdo de quantidade suficiente de xantina oxidase (O 0,2 U/mL, em
solugdo EDTA 100 uM). Foram medidas as velocidades de reducdo de
citocromo c por anion superdxido, por espectrofotometria, expressas em

AA/min.
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SW =5592.84 Hz
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SOLVENT = DMSO
TD = 32768

SF = 200.13 MHz
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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