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RESUMO

No ambito de uma linha de pesquisa que visa o0 planejamento, sintese e
avaliacdo farmacoldgica de novas substancias bioativas, esse trabalho descreve a
sintese de uma nova familia de compostos heterotriciclicos 49-52, planejados
estruturalmente a partir do protétipo zolpidem (6), farmaco empregado no tratamento
das desordens de ansiedade face as suas propriedades hipnético-sedativas
seletivas. Recentemente, também foi caracterizado importante perfil analgésico para
0 prototipo zolpidem (6), 0 que o caracteriza como farmaco de perfil dual.

Os compostos 7-(4-clorofenil)-3-fenil-1-metil-3,6,7,8-tetraidropirazolo[3,4-
b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-diona (49), 3-fenil-1-metil-7-(4-nitrofenil)-3,6,7,8-
tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-diona (50) 3-fenil-1-metil-7-(4-
metilfenil)-3,6,7,8-tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-diona (51) e 3-fenil-
7-fenil-1-metil-3,6,7,8-tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-diona (52),
foram submetidos, preliminarmente, a ensaios in vitro, contudo ndo obtive-se éxito
devido a falta de solubilidade dos mesmos em meio aquoso. Em etapa posterior, 0s
derivados 7-(4-clorofenil)-3-fenil-1-metil-3,6,7,8-tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-
d]piridina-6,8-diona (49) e 3-fenil-1-metil-7-(4-nitrofenil)-3,6,7,8-tetraidropirazolo[3,4-
b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-diona (50) foram bioensaiados in vivo em modelo
farmacoldgico classico, onde demonstraram prolongar o tempo de hipnose induzida
pelo sal sddico do pentobarbital (4) e de induzirem hipnose quando administrados
isoladamente, apresentando DHs5,=105,0 e 42,6 pg/Kg, respectivamente. O perfil
analgésico  central dos compostos  7-(4-clorofenil)-1-3-fenil-metil-3,6,7,8-
tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-diona (49), 3-fenil-1-metil-7-(4-

nitrofenil)-3,6,7,8-tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-diona (50) 3-fenil-1-



metil-7-(4-metilfenil)-3,6,7,8-tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-diona
(51) e 3-fenil-7-fenil-1-metil-3,6,7,8-tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-
diona (52) foi avaliado no ensaio da placa quente, onde todos os derivados
apresentaram atividade, com destaque para 49 e 51 que apresentaram 100 e 85%
de efeito antinociceptivo, respectivamente.

Desta forma, pode-se caracterizar o sucesso do planejamento racional
empregado no desenho estrutural destes novos compostos 49-52, o qual permitiu a
identificacdo de promissores prototipos de farmacos hipndtico-sedativos e
analgésicos centrais. Ademais, a metodologia sintética empregada na obtencdo dos
compostos 49-52 descritos neste trabalho se mostrou adequada, permitindo sua

sintese em rendimentos globais modestos.



ABSTRACT

In the scope of a reserch program that aim the design, synthesis and
pharmacological avaluation of new bioactivite compounds, we describe in this work
the design, the synthesis of a new serie of heterotricyclic compounds 49-52, which
were structurally designed by using zolpidem (6) as a lead-compound, of drug that
present hypnotic and sedative effect. Additionally, recent reports have described that
zolpidem (6) is also an important lead-compound of analgesic agent.

The biological assays of the new compounds 7-(4-clorophenyl)-1-methyl-3-
phenyl-3,6,7,8-tetraidropyrazolo[3,4-b]pyrrolo[3,4-d]pyridina-6,8-dione (49) and 1-
methyl-7-(4-nitrophenyl)-3-phenyl-3,6,7,8-tetraidropyrazolo[3,4-b]pyrrolo[3,4-
d]pyridine-6,8-dione (50) were performed in vivo, into slemping time essay, indicating
an hipnotic profile with DH5,=105,0 e 42,6 pug/Kg, respectively. At the next stage
compounds 7-(4-clorophenyl)-1-methyl-3-phenyl-3,6,7,8-tetraidropyrazolo[3,4-
b]pyrrolo[3,4-d]pyridina-6,8-dione (49), 1-methyl-7-(4-nitrophenyl)-3-phenyl-3,6,7,8-
tetraidropyrazolo[3,4-b]pyrrolo[3,4-d]pyridine-6,8-dione  (50), 7-(4-methylphenyl)-1-
methyl-3-phenyl-3,6,7,8-tetraidropyrazolo[3,4-b]pyrrolo[3,4-d]pyridine-6,8-dione  (51)
and 7-phenyl-1-methyl-3-phenyl-3,6,7,8-tetraidropyrazolo[3,4-b]pyrrolo[3,4-
d]pyridine-6,8-dione (52) were submited to hot plate assay where all them were able
to promote an analgesic activity, with highlight to derivatives 49 and 51 that reverted
in 100% and 85, respectively the algesic stimulation. These results indicated a
therapeutic profile related to the lead-compound zolpidem (6).

Finally, the results described in this work indicated that new effective lead-

compounds were identified by using an adequated rational basis in the structural

Xi



design. The synthesis of these new compounds 49-52 was accomplished in a modest

overall yield employing classical reactions.
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Figura 23 — Interpretacdo da maior estabilidade do diasterioisémero (Z) 92,
em termos de efeito hiperconjugativo, através do emprego de Mecénica
Quantica em nivel semi-empirico.

Figura 24 — Rearranjo sigmatrépico 1,3 para conversao isdmero (E) 93 em
isbmero (Z) 94, através do emprego de Mecanica Quantica em nivel semi-
empirico AM1.

Figura 25 — Calculo de estado de transicéo para a reacao hetero Diels-Alder
4+2, com aproximacao endo, envolvendo o intermediario-chave N,N-dimetil-
3metil-1H-5-pirazoliliminometanamina (57), isémero E 57 e 1-fenil-2,5-didro-
1H-pirrola-2,5-diona (56), através do emprego de Mecéanica Quéantica em
nivel semi-empirico AM1.

Figura 26 — Calculo de estado de transicao para a reacao hetero Diels-Alder
4+2, com aproximacao endo, envolvendo o intermediario-chave N,N-dimetil-
3metil-1H-5-pirazoliliminometanamina (57), isomero Z 92 e 1-fenil-2,5-didro-
1H-pirrola-2,5-diona (56), através do emprego de Mecénica Quéantica em
nivel semi-empirico AM1.

Figura 27 — Calculo de estado de transicao para a reacao hetero Diels-Alder
4+2, com aproximagdo exo, envolvendo o intermediario-chave N,N-dimetil-
3metil-1H-5-pirazoliliminometanamina (57), isbmero E 57 e 1-fenil-2,5-didro-
1H-pirrola-2,5-diona (56), através do emprego de Mecéanica Quantica em
nivel semi-empirico AML1.

Figura 28 — Registro do Eletroencefalograma (EEG) em rato apos injecéo de

40 pg/Kg i.v. de LASSBIo 872 (49) em ratos. O animal foi anestesiado com
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opidide e curarizado com atropina.

Figura 29 — Particularidades do metabolismo do farmaco zolpidem (6) 84
(adaptado de Wermuth, 1996; Sanger e Depoortere, 1998).

Figura 30 — Mapa de campo eletrostatico de COMFA para LASSBio 872 (49) 86
(azul) e LASSBIo 873 (50) (alaranjado).

Figura 31 — Mapa de campo estérico de COMFA para LASSBio 872 (49) 88
(azul) e LASSBio 873 (50) (alaranjado).
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GLOSSARIO
Absortividade molar : E a constante caracteristica do soluto, associada a
quantidade de radiacdo UV que € absorvida por uma solucdo de concentracdo
conhecida, através de uma trajetéria de dimensdes conhecidas (SILVERSTEIN,
BASSLER e MORRILL, 1991).
Antipsicéticos atipicos : Séo farmacos empregados na terapéutica da esquizofrenia
e que apresentam como o0s efeitos colaterais extrapiramidais e o0s sintomas
Parkinsonianos (WILSON, SANYAL e VAN TOL, 1998).
Antipsicéticos classicos : S&o farmacos empregados na terapéutica da
esquizofrenia que apresentam baixos niveis de efeitos extrapiramidais e sintomas
Parkinsonianos (WILSON, SANYAL e VAN TOL, 1998).
Atividade intrinseca : Efeito bioldgico dos agonistas, ou seja, a alteracédo da funcéo
celular, depende da efetividade com que a ativacdo do receptor desencadeia as
reacOes acopladas de transducdo de sinal (LULLMANN e MOHR, 2004).
Bandas B : As bandas benzdides se encontram presentes nos espectros de UV de
sistemas aromaticos ou heteroaromaticos, podendo uma substancia apresentar mais
de uma destas bandas (SILVERSTEIN, BASSLER e MORRILL, 1991).
Bandas K : As bandas K sdo atribuidas a transi¢des eletrbnicas 1t - 1 em sistemas
conjugados ou aromaticos substituidos por cromoforos. Geralmente apresenta
valores de absortividade molar (€max) > 10.000 (SILVERSTEIN, BASSLER e
MORRILL, 1991).
Cromoéforo : Grupamento insaturado, covalentemente ligado a uma molécula
organica, responsavel pela absorcdo eletronica (SILVERSTEIN, BASSLER e

MORRILL, 1991).
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Deficiéncia de atencdo/Desordens de  hiperatividade : Deficiéncia de
atencao/Desordens de hiperatividade (DADH) sdo um complexo dano neurolégico
que resulta em uma superestimulacédo no padrao de comportamento e dificuldade de
concentracdo. Enquanto ela afeta criancas primariamente, um ndimero crescente de
adultos vem sendo diagnosticado com a mesma. Meninos sdo afetados cerca de trés
vezes mais, quando comparados as meninas. Criangcas com DADH séo cheias de
energia, inquietas, impulsivas, imprudentes, irritdveis, emocionalmente imaturas e
agressivas. A DADH frequentemente leva a atos anti-sociais e dificuldade de
aprendizagem, muito embora seu QI seja normal. Nenhuma causa definida tem sido
estabelecida, mas alguns pesquisadores cogitam sobre o papel hereditario®.
Deméncia: E a degeneracdo das funcbes do sistema nervoso central (SNC), tais
como capacidade de aprendizagem e memoria. O declinio natural destas fungdes
com a idade é bastante amplificado nos casos de deméncia®.

Depresséo : E caracterizado pelo sentimento de intensa tristeza, a qual pode seguir
uma perda recente ou outros eventos tristes, contudo esta fora das proporc¢des para
o determinado evento e persiste por tempo demasiadamente longo*.

Desordem depressiva maior (ou sindrome depressiva maior) : Esta inclui um
episodio de depressao definida como um disturbio de humor persistente (por pelo
menos 2 semanas), mais pelo menos 4 dos seguintes: disturbios de sono, mudancas
na atividade psicomotora, perda de habilidade a experiéncia de prazer e interesse,
fadiga, sentimento depreciativo ou de culpa, dificuldade em se concentrar e
preocupacao com a morte ou desejo de morrer. A depressao maior esta associada
com dificuldade no convivio social. A adicdo de episédio de mania caracteriza

desordem bipolar ou desordem maniaco-depressiva. A caracteristica essencial de

! http://www.phrma.org
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mania € um periodo distinto quando o humor predominante € elevado, expansivo ou
irritado, com sintomas associados incluindo hiperatividade, pressao de fala, idéias de
violentas, excesso de amor-proprio, diminuicdo da necessidade de sono, distracao e
envolvimento excessivo em atividades espalhafatosas, bizarras ou desorganizadas’.
Desordens de ansiedade : S&o um grupo de doencas mentais nas quais 0S
sintomas de ansiedade, sdo a principal caracteristica e ha sobreposicdo entre
sindromes especificas”.

Desordem de ansiedade generalizada : E diagnosticada quando um paciente tem
experiéncias irreais, ou excesso de ansiedade e preocupacdo (expectativa
apreensiva) *.

Desordem obsessivo-compulsiva : E uma neurose caracterizada primariamente
por pensamentos recorrentes e persistentes que sao intensos, repugnantes,
assustadores, absurdos ou alienados, acompanhados de rituais, comportamento
repetitivo, geralmente irracionais e bizarros®.

Doenca de Alzheimer : E a deterioracéo crénica progressiva e raramente reversivel
de todas as funcbes mentais. Manifestacdes iniciais incluem a diminuicdo da
atencdo de curto periodo, reducdo do poder de concentragcdo, mudancas de
personalidade e esquecimento. Com o progresso da doenca, ocorre a perda de
habilidade computacional, problemas em encontrar palavras e dificuldade com
atividades ordinarias. Por fim ocorre severa perda de memobria, desorientacéo
completa, isolamento social e perda da independéncia’.

Efeito batocrémico : E quando ocorre o deslocamento da absor¢cdo para um
comprimento de onda maior, quando comparado a uma substancia de referéncia

(SILVERSTEIN, BASSLER e MORRILL, 1991).
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Esquizofrenia : (G. schizd- dividir ou clivar + G. phren- mente) Termo cunhado por
Bleuler que veio substituir a denominacdo deméncia precoce; o tipo mais comum de
psicose, caracterizado por um distarbio nos processos de raciocinio, tais como
ilusdes e alucinacfes e extenso retraimento do interesse do individuo em relacdo a
outras pessoas e ao mundo exterior, assim como a introversdao em si mesmo. A
esquizofrenia hoje € considerada uma sindrome. A esquizofrenia ainda pode ser
classificada em ambulatorial, catatonica, latente, heberfrénica, parandide,
processual, pseudoneuradtica, reativa e simples (TEIXEIRA, 1979).

Fobias: S&o respostas de intensa ansiedade, persistente, irreais, a situacdes
externas especificas. Pessoas com fobia social sdo ansiosas evitam situacdes

sociais ou as enfrentam com grande carga de “stress” .

Janela terapéutica : E a razdo entre a dose téxica e dose terapéutica, onde quanto
maior a razdo mais seguro é o farmaco (LULLMANN e MOHR, 2004).

Modulac&o alostérica : E um sitio de ligagdo modulatério sob um receptor que é
topograficamente distinto do sitio de ligacdo do agonista (CHRISTOPOULQOS, 2002).
Narcose: E a inibicdo funcional reversivel do sistema nervoso produzida pela
administracdo de farmacos que com inconsciéncia e sem dor, sem reacfes de
esquiva e sem reflexos vegetativos mais fortes, realizada para permitir
procedimentos cirdrgicos (LULLMANN e MOHR, 2004).

Obesidade : E 0 acumulo excessivo de gordura corporal. Geralmente, pessoas cujo

peso é 20% ou mais acima do ponto médio de sua faixa de peso sob uma tabela de

altura/peso padréo, sédo considerados obesos®.
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Plasticidade neural : Sao processos pelos quais sinapses sdo modificadas em
estrutura ou funcdo em resposta a diferentes estimulos ou ambientes (GAIARSA,
CAILLARD e BEM-ARI, 2002).

Parandia: (G. perturbacdo, loucura, de para- + ndeo-, pensar) Disturbio mental
grave porém raro, caracterizado pela presenca de delirios sistematizados, em uma
personalidade sob outros aspectos intacta. Quando os sintomas sao relativamente
brandos e a enfermidade mental ndo existe, a condicdo é chamada de
personalidade parandica (TEIXEIRA, 1979).

Psicose : (G. animagcdo PSYCH-) Distarbio mental que causa grande distor¢cdo ou
desorganizacdo da capacidade mental de uma pessoa, da resposta afetiva e da
capacidade de reconhecer a realidade, comunicar-se e relacionar-se com 0s outros
até o ponto de interferir com sua capacidade de satisfazer as exigéncias ordinarias
da vida cotidiana. As psicoses se dividem em duas classificacdes principais, de
acordo com suas origens; psicoses associadas as sindromes cerebrais organicas
(e.g. sindrome de Korsakoff) e psicoses funcionais (e.g. as esquizofrénicas ou
psicoses manico-depressivas) (TEIXEIRA, 1979).

Receptores lonotropicos : E o termo que descreve um receptor que exerce seus
efeitos através da modulacdo da atividade de canais idnicos (OWENS e
KRIEGSTEIN, 2002).

Receptores Metabotropicos : E o termo que descreve um receptor que exerce seus
efeitos através da modulacdo da ativacdo enzimatica (OWENS e KRIEGSTEIN,
2002).

Sindrome pré-menstrual (SPM)/desordem disférica pré  -menstrual (DDPM) : E

referido as variacOes fisiologicas e sintomas de humor que aparecem durante as
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tltimas duas semanas do ciclo menstrual e desaparecem no final do fluxo do més.
Psiquiatrias e outras profissionais de saude mental tendem a usar o termo DDPM
para descrever um conjunto especifico de sintomas de humor que interferem com
papéis ou funcdes sociais. A SPM esta relacionada a sintomas fisicos tais como
inchaco, sensibilidade nos seios e mudancas no apetite. A DDPM tem com parte de
seus sintomas depressao do humor, ansiedade ou tensao, irritabilidade, dificuldade
de concentracdo, hipersensivel, ou desejo por alimentos e sentimento de

dominac&o®.
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1 - INTRODUCAO
1.1 - MERCADO FARMACEUTICO E FARMACOS NEUROATIVOS

Estima-se que a induastria farmacéutica mundial, movimentou, somente no
ano de 2004, 500 bilhdes de dolares, sendo 230 bilhdes de ddlares movimentados
apenas na Ameérica do Norte. Os farmacos que atuam no sistema nervoso central
(SNC) s&o responsaveis por 12,0% do mercado mundial’.

Na classificagcdo anual de 2004, onde os dez farmacos mais vendidos sdo
listados em funcdo de seus faturamentos, podemos encontrar dois farmacos
neuroativos, como ilustra a Figura 1. O antipsicético atipico olanzapina (1)
(CHAKRABARTI, HOTTEN e TUPPER, 1993) ocupa a terceira posicdo nesta
classificacdo e movimenta US $ 4.8 bilhées de ddlares, enquanto o antidepressivo
sertralina (2) (QUALLICH e WILLIAMS, 1988) ocupa a décima posi¢cao e movimenta
US $ 3.4 bilhdes de dolares. Somados, ambos faturam US $ 8.2 bilhGes de ddlares
no mercado farmacéutico mundial, sendo deste 75,5% movimentados apenas nos

Estados Unidos?.

1.2 - PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE NOVOS CANDIDATOS A
PROTOTIPOS DE FARMACOS NEUROATIVOS

Os custos relativos a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos tem
sofrido um aumento significativo nos ultimos trinta anos. Dados recentes apontam
que os custos para o desenvolvimento de um Unico farmaco chegam US $ 800
milhdes de doblares, apresentando uma taxa de crescimento anual de 7.4%

(RAWLINS, 2004; DiIMASI, HANSEN e GRABOWSKI, 2003).

2 http://www.imshealth.com
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Figura 1 — Os dez medicamentos que mais faturaram e suas respectivas cifras em
bilh6es de ddlares, no ano de 2004 (adaptado de http://www.imshealth.com).
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Como ilustrado na Tabela 1, a fatia mais onerosa do processo que leva ao
desenvolvimento de novos farmacos € constituida pelos componentes bioldgicos,
tanto no que se refere aos testes pré-clinicos e clinicos. J& o componente quimico
nao ultrapassa 20% do valor total, como ilustrado na Tabela 1 (RAWLINS, 2004).

O custo elevado se deve em parte ao aumento do rigor da legislacéo
vigente, no que tange a aprovacdo de farmacos a serem lancados no mercado
(RAWLINS, 2004), face ao precedente historico como foi o caso da talidomida que
levou ao desenvolvimento de anomalias congénitas nos filhos das gestantes que
fizeram uso da mesma (COELHO, 2001; LIMA, FRAGA e BARREIRO, 2001).

Tabela 1 - Estimativa de custo para o desenvolvimento de novos farmacos
(adaptado de Rawlins, 2004).

Componentes Custo Pré-aprovado em US $ milhdes (%)
Grupo Boston Consulting DiMasi et al. (2003)
(2001)
Bioldgico 370 (42%) -
Quimico 160 (18%) -
Seguranca pré-clinica 90 (10%) -
Pré-clinicos globais 620 (70%) 335 (42%)
Clinicos 260 (30%) 467 (58%)
Total 880 (100%) 802 (100%)

Contudo, a elevacdo dos custos se deve as novas abordagens empregadas
em pesquisa e desenvolvimento de farmacos, como a quimica combinatdria, quimica
computacional, ensaios automatizados e “marketing”, onde se encontram embutidos
altos volumes de investimentos (BLEICHER et al., 2003; WALTERS e NAMCHUK,
2003).

Como ilustrado no Gréfico 1, dentre ca. 500 farmacos conhecidos, até o

momento, a grande maioria destes atua sobre receptores (45%) ou enzimas (28%),



seguido da acdo sobre horménios e fatores (11%), canais id6nicos (5%), acido
dexoribonucléico-DNA (2%) e receptores nucléicos (2%) (DREWS, 2000). Ha ainda
ca. 7% dos farmacos para os quais os alvos permanecem desconhecidos (DREWS,
2000). Através destes dados podemos concluir que biorreceptores® s&o os principais

alvos bioquimicos para acao dos farmacos.

7 45% Receptores

28% Enzimas

11% Hormonios e fatores
4 7% Desconhecidos

5% Canais idnicos

2% DNA

2% Receptores nucléicos

125

11

it

Grafico 1 — Principais classes bioquimicas de alvos de farmacos para as terapias
atuais (adaptado de Drews, 2000).

A “Pharmaceutical Research and Manufacturers”, associacdo fundada em
1958, publicou nos biénios 1999-2000 e 2001-2002 listagens de novos candidatos a
protétipos a farmacos relacionados a ca. dez doencas de maior incidéncia sobre o

SNC, como ilustrado nos Gréficos 2 e 32,

% A idéia de quimiorreceptores foi cogitada pela primeira vez por Paul Ehrlich, enquanto aluno de
medicina na Universidade de Strasbourg no periodo entre 1872-1874, quando observou a afinidade
de corantes por alguns tecidos biolégicos (MAEHLE, PRULL e HALLIWELL, 2002).
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Gréfico 2 — Lista do biénio 1999-2000 de novos candidatos a prototipos de agentes
neuroativos em fase clinica ou em curso de aprovacdo pelo FDA (adaptado de
PHRMA, 2000).

Estes protétipos se encontram em fase clinica ou em curso de aprovacao
pelo “Food and Drug Administration-(FDA)". Estima-se que no biénio de 1999-2000
foram investidos ca. $ 6 bilhdes de dolares em pesquisa e desenvolvimento dos 103
candidatos a protétipos de farmacos neuroativos®.

Segundo o Instituto Nacional de Saude Mental dos EUA, ca. 50 milhdes de
americanos apresentam alguma forma de doenca que acomete o SNC (PHRMA,
2002). Muito embora nos ultimos cinqlienta anos a neurofarmacoterapia tenha
sofrido importantes avancos, algumas fisiopatologias centrais ainda precisam ser
melhores caracterizadas. Felizmente, muitos pacientes acometidos por doenca de
Alzheimer (DA), depressdo ou mesmo esquizofrenia, puderam se beneficiar destes
avancos da farmacoterapia e hoje podem ser reintegrados ao convivio social, em
muitos casos tornando-se novamente pessoas produtivas, mesmo que afastados de

centros ambulatoriais?.
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Grafico 3 — Lista do biénio 2001-2002 de novos candidatos a protétipos de agentes
neuroativos em fase clinica ou em curso de aprovacédo pelo FDA (adaptado de
PHRMA, 2002).

Neste contexto, podemos concluir que a pesquisa e desenvolvimento de

farmacos neuroativos se torna um importante instrumento de promocéo de saude.

1.3 - IMPACTO SOCIO-ECONOMICO DAS DESORDENS DE ANSIEDADE
Segundo o Instituto Nacional de Saude Mental dos EUA, desordens de
ansiedade que incluem desordem de péanico, desordem compulsiva obsessiva,
desordem de “stress” pés-traumatico, desordem de ansiedade generalizada e fobias,
afetam 19 milhdes de adultos entre 18 a 54 anos, 0 que corresponde a 13% das
pessoas nesta faixa etaria’. Cerca de quatro milhdes de americanos na idade entre
18 e 54 anos, ie. 2,8% das pessoas nesta faixa etaria, apresentam desordens de
ansiedade generalizada. Aproximadamente 2,4 milhdes de americanos adultos
apresentam desordens de panico, as quais sao cerca de duas vezes mais comum
em mulheres®. A desordem de panico é freqiientemente complicada pelas desordens

de depressdo maior, alcool e substancias de abuso. A desordem de panico também



ocorre paralelamente a outras desordens de ansiedade especificas, incluindo fobia
social (30%) desordens de ansiedade generalizadas (25%), fobias especificas (20%)
e desordens compulsivas obsessivas (10%). Cerca de 5,3 milhGes de americanos na
idade entre 18 e 54 anos (3,7%) apresentam fobia social, a qual afeta ambos os

sexos em iguais proporcdes’.

1.4 - LINHA DO TEMPO E EVOLUCAO DO TRATAMENTO DAS DESORDENS DE
ANSIEDADE

A origem etimologica do termo hipnose nos remete a Grécia Antiga, onde,
segundo a mitologia, Hipnos figurava como deus do sono. Hipnos e o irméo
Thanatos, personificacdo masculina da morte, sédo frutos do enlace amoroso entre a
Noite e Erebe. O deus alado Morfeu, patrono dos sonhos, € um dos filhos de Hipnos
e tem a funcdo de tomar a forma humana durante o sonho dos homens (GRIMAL,
1976). O nome do farmaco (-) morfina (3) (GILMARTIN, 1984), principal alcaldide
opiaceo presente em ca. 9-14% na espécie Papaver somniferum, deriva do nome do

deus Morfeu (WILLIAMS e LEMKE, 2002). A morfina apresenta potentes
propriedades analgésicas com dose efetiva DEspuy= 6 nM (SNYDER e

PASTERNAK, 2003).

o\\\\\“" B
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A genealogia da familia do sono, também encontra paralelo nas vias de
neurotransmissdo GABAérgica (Hipnos) e opidide (Morfeu). Recentemente, tem sido
demonstrado que a via gabaérgica participa da modulacdo da analgesia e
hiperalgesia no cortex cerebral (JASMIN et al., 2003). Derivados opidides tambéem
interferem na neurotransmissdo GABAEérgica, provavelmente através da reducao da
liberacdo pré-sinaptica do neurotransmissor, resultando na inibicdo da mesma
(VAUGHAN et al., 1997).

Entre as substancias mais antigas empregadas no tratamento das
desordens de ansiedade se encontram as bebidas alcodlicas (HARDMAN e
LIMBIRD, 2001). Na China, datam de 7000 A.C. os primeiros registros da
preparacdo e emprego de bebidas alcodlicas, obtidas a partir da fermentacéo de
arroz, mel e frutas (MCGOVERN et al.,, 2004). No Egito Antigo, também foram
encontrados relatos de bebidas alcodlicas obtidas a partir da fermentacdo de
cereais, que seriam um parente proximo a cerveja que conhecemos hoje (BAINES e
MALEK, 1996). Em meados do século XIX o emprego de sais de brometo para
induzir sedacao se tornou bastante popular. Na janela compreendida entre meados
do século XIX e inicio do século XX, substancias organicas como hidrato de cloral e
paraformaldeido também foram introduzidos na terapéutica (HARDMAN e LIMBIRD,
2001). No inicio do século XX, os derivados barbituricos 4 representaram o primeiro
marco relevante no tratamento das desordens de ansiedade. Face aos resultados
terapéuticos promissores, a época, foram sintetizados ca. 2.500 analogos de
pentobarbital (4), dos quais menos de uma duzia chegou ao mercado (HARDMAN e

LIMBIRD, 2001). Os farmacos como pentobarbital (4) predominaram no mercado



farmacéutico até a década de 60, época do advento da classe dos farmacos

bezodiazepinicos, e.g. clordiazepoxido (5).
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Figura 2 — Linha do tempo e evolucdo do tratamento das desordens de ansiedade.

A partir do seu lancamento no mercado farmacéutico mundial, os farmacos
benzodiazepinicos (5) passaram a dominar a terapéutica das desordens de
ansiedade (HARDMAN e LIMBIRD, 2001). Uma das principais diferencas entre o
farmaco diazepam (7) e o pentobarbital (4) diz respeito as suas janelas terapéuticas.
Enquanto o diazepam (7) ndo excede o efeito de narcose (Figura 3), ou seja, nao
apresenta a tendéncia de induzir depressdo da atividade cerebral de forma
generalizada, o pentobarbital (4) excede a narcose e pode induzir depressao do
centro respiratério no SNC, levando a o6bito, (HARDMAN e LIMBIRD, 2001,
LULLMANN e MOHR, 2004). Pelo exposto, podemos concluir que o farmaco
diazepam (7) apresenta maior seguranca terapéutica em comparacdo ao

pentobarbital (4).
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Figura 3 — Propriedades sedativo-hipnoticas do diazepam (7) e pentobarbital (4)
(adaptado de Lullmann e Mohr, 2004).

1.5 - HISTORICO DA DESCOBERTA DOS BENZOAZEPINICOS

A descoberta dos farmacos benzodiazepinicos 5 se deve aos trabalhos
fortuitos de Leo H. Sternbach no inicio da década de 50, nos laboratérios de
Hoffmann-La Roche, em New Jersey (STERNBACH, 1979). Aproveitando a
experiéncia adquirida em seu trabalho de pds-doutoramento com o nucleo
benzoheptoxdiazinas (8) (Esquema 1), Sternbach implementou um programa de
pesquisa dentro da companhia Hoffmann-La Roche. Como este nucleo heterociclico
era de facil acesso sintético (Figura 4) e ndo havia sido muito explorado a época, foi
planejada a sintese do intermediario-chave heptoxdiazinas 9, para em etapas
subsequentes ser funcionalizado com aminas na cadeia lateral. Dai a origem da

maxima de Sternbach, onde afirmava que “...substancias com carater basico
geralmente apresentam atividade...” (STERNBACH, 1979; WOLFF, 1997; WILLIAMS

e LEMKE, 2002;).
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Esquema 1
Em parte, isto se deve a influéncia do farmaco clorpromazina (10)
(CHARPENTIER et al., 1952), primeiro antipsicotico classico introduzido na
terapéutica, efetivo no tratamento dos sintomas positivos da esquizofrenia

(WILLIAMS e LEMKE, 2002).
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Durante o processo de sintese e elucidacédo estrutural do intermediario 9,
Sternbach observou a formacdo do derivado quinazolinico 11 (Esquema 2) no lugar
do produto desejado 9. Face ao resultado inesperado, optou por dar continuidade a
proposta inicial, substituindo do derivado 9 pelo derivado quinazolinico 11. O
trabalho iniciou pela reacdo do intermediario 6-cloro-2-clorometil-4-fenilquinazolina-
3-0xido (11) com N,N-dimetilamina (12), levando aos derivados 6-cloro-2-(N,N-
dimetilaminometil)-4-fenilquinazolina-3-6xido  (14), produtos da reacdo de
substituicdo nucleofilica de segunda ordem. Este projeto consumiu cinco anos de
trabalho e esforcos, contudo ndo permitiu a identificacdo de qualquer prototipo

promissor. A partir da segunda metade de 1955, Sternbach se envolveu em outros

11



projetos, passando a se ocupar do isolamento e purificacdo de antibioticos. Contudo,
em abril de 1957, durante o periodo de limpeza e arrumacéao do laboratorio, Reeder,
um colaborador de Sternbach, tomou conhecimento de sdlidos cristalinos de aspecto
interessante que haviam sido esquecidos sobre a bancada, desde 1955. Mais tarde
foram identificados como a forma de base livre e sal cloridrato do derivado 5.
Quando o intermediario 6-cloro-2-clorofenil-4-fenilquinazolina-3-oxido (11) reagia
com metilamina (13), o produto obtido ndo era o 6-cloro-2-(N-metilaminometil)-4-
fenilquinazolina-3-0xido (15) desejado, mas o derivado 7-cloro-2-(N-metilamina)-5-
fenil-3H-1,4-benzodiazepine-4-6xido (5), formado em ca. 80% de rendimento a partir
da adicdo do grupo amina ao atomo de carbono iminico 16, seguido de eliminacéo
17 e N-alquilacdo intramolecular 5 (STERNBACH, KAISER e REEDER, 1960).
Mesmo sem grandes expectativas, o derivado 5 foi submetido aos ensaios
farmacoldgicos e em maio de 1957 o farmacologo Randall identificava os primeiros
resultados relativos as propriedades tranquilizantes e sedativas (STERNBACH,
1979; GUPTA, 1995; WOLFF, 1997; WILLIAMS e LEMKE, 2002). Em 1960, dois
anos e meio apoés os resultados iniciais, o farmaco 5 denominado clordiazepéxido (5)
recebeu aprovacdo do FDA em tempo recorde, entrando no mercado farmacéutico
sob o registro de Librium0, medicamento marco de uma das mais promissoras

classes terapéutica da historia da farmacoterapia (HARDMAN e LIMBIRD, 2003).
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Esquema 2

Em 1987 Leo H. Sternbach foi contemplado com o prémio “DISCOVERERS
AWARD 1987” concedido pela Associacdo de Produgcdo Farmacéutica dos Estados
Unidos, em reconhecimento as suas contribuicdes na descoberta dos farmacos
benzodiazepinicos®.

Apés o LibriumO (5) ter entrado no mercado farmacéutico, foram
sintetizados ca. 3.000 analogos de benzodiazepinicos, dos quais ca. 35 chegaram
ao mercado farmacéutico, a exemplo dos derivados 18-21 (HARDMAN e LIMBIRD,
2001).

De modo geral, os farmacos benzodiazepinicos 18-21 variam quanto ao
efeito farmacolégico produzido, uma vez que, além de induzirem efeito ansiolitico e

hipnético-sedativo, 0s mesmos também podem apresentar propriedades
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miorelaxantes, anticonvulsivantes e anestésicas muito exploradas na manutencao na
sedacdo durante procedimentos cirtrgicos (LULLMANN e MOHR, 2004). Ademais,
0S mesmos também variam quanto ao tempo de duracéo do efeito que pode ser de
acdo ultra curta, acdo curta, acdo intermediaria e acdo longa (HARDMAN e
LIMBIRD, 2001).

A busca de novos candidatos a prototipos de farmacos que modulassem as
desordens de ansiedade culminou na identificacdo de novos padrdes estruturais
com propriedades benzodiazepinicas (HARDMAN e LIMBIRD, 2001). Neste
contexto, foram identificados farmacos nao-benzodiazepinicos apresentando acao
hipnética-sedativas, como zolpidem (Ambiend) (6) (SANGER e DEPOORTERE,
1998), pertencente a classe das imidazo[1,2-a]piridinas (KAPLAN e GEORGE,
1983).

O zolpidem (Ambien[d) (6), foi aprovado pelo FDA em 1993, cinco anos apos
ja estar sendo empregado na Europa (HARDMAN e LIMBIRD, 2001). Pode-se
considerar que sua introducdo no mercado farmacéutico constitui uma inovacao
terapéutica, pois 0 mesmo apresenta alta seletividade pela sub-unidade a; do
receptor GABAx com K= 27nM e K= 109 nM, no cerebelo e hipocampo,
respectivamente (SANGER e DEPOORTERE, 1998).

Por outro lado, o farmaco alpidem (Ananxyl) (22), um analogo do zolpidem
(6) identificado no mesmo programa de pesquisa (KAPLAN e GEORGE, 1983), foi
retirado do mercado farmacéutico em 1995, por apresentar hepato-toxicidade
(BERSON et al., 2001).

Ao contrario do que se pensava até pouco tempo, alguns farmacos

benzodiazepinicos podem ser reconhecidos por receptores benzodiazepinicos
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localizados em tecido periféricos (RBP) (VERMA e SNYDER, 1989; GAVISH et al.,
1999). Estes RBP ja foram localizados na medula adrenal, rins, hepatdécitos,
testiculos, ovarios, utero, pulmdes, além do proprio cérebro e podem estar

associados a modulacao de varios eventos fisiologicos (GAVISH et al., 1999).
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Particularmente no caso do alpidem (22), foi observado que o0 mesmo se liga
a RBP localizado sobre as mitocondrias de hepatdcitos e interfere nas suas fungdes

por um mecanismo ainda pouco compreendido (BERSON et al., 2001).
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1.6 - TRANSMISSAO GABAERGICA - ACIDO y-AMINOBUTIRICO-GABA (23),
PRINCIPAL VIA INIBITORIA DO SNC DE MAMIFEROS

O GABA (23) foi identificado pela primeira vez no SNC de mamiferos em
meados do século XX (AWAPARA et al., 1950; ROBERTS e FRANKEL, 1950). Nas
décadas subseqtientes, estudos de extratos de cérebros de mamiferos levaram ao
isolamento do fator |, sendo posteriormente caracterizado como o proprio GABA (23)
(BAZEMORE, ELIOTT e FLOREY, 1957). Estudos posteriores em crustaceos
permitiram aumentar o conjunto de evidéncias, que vieram a confirmar o perfil
inibitério do GABA (23) no SNC (KRAVITZ, KUFFLER e POTTER, 1963; KRAVITZ e
POTTER, 1965; OTSUKA et al.,, 1966). O GABA (23) foi o primeiro exemplo de
neurotransmissor caracterizado por apresentar propriedades inibitérias, uma vez que
a época s6 eram conhecidas as acdes dos neurotransmissores excitatérios (OWENS

e KRIEGSTEIN, 2002).

1.6.1 - VIA BIOSINTETICA E METABOLICA DO GABA (23)

No cérebro de mamiferos, o GABA (23) é sintetizado a partir do glutamato
(24) em uma reacgdo catalisada pela enzima acido glutdmico descarboxilase (GAD)
(ERLANDER et al., 1991). O GABA (23) é entdo estocado em vesiculas com auxilio

do transportador vesicular de neurotransmissor (VGAT) e sua liberagdo na fenda
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sinaptica se da através de exocitose calcio dependente (FON e EDWARDS, 2001).
Os efeitos do GABA (23) podem ser mediados pela ativacdo de receptores
ionotropicos (GABAA e GABAc) ou metabotropicos (GABAg), 0s quais podem se
localizar pré- e pés-sinapticamente (CHERUBINI e CONTI, 2001). A sinalizacéo do
GABA (23) é terminada pela recaptacdo do neurotransmissor nos terminais nervosos
ou células da glia da vizinhanca, através de transportadores de membrana
plasmatica de GABA (GAT). Depois o0 GABA (23) é metabolizado pela reacdo de
transaminacdo catalisada pela enzima GABA transaminase (GABA-T), como

ilustrado na Figura 4 (CHERUBINI e CONTI, 2001).
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Figura 4 — Via biosintética e metabdlica do GABA (23) e sua acdo em receptores
GABAérgicos (adaptado de Owens e Kriegstein, 2002).
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1.6.2 - O COMPLEXO RECEPTOR GABAERGICO

O estudo dos receptores GABAérgicos teve inicio na década de 70, quando
se observou que 0 GABA (23) era capaz de ativar canais de ions cloreto sensiveis
ao alcaldide bicuculina (25) (CURTIS et al., 1970; BORMANN e FEIGENSPAN,
1995). A terminologia de GABAA e GABAg sO veio mais tarde, quando foram
identificados receptores que eram insensiveis a bicuculina (25) e sensiveis ao
baclofeno (24) (HILL e BOWERY, 1981). Posteriormente, um terceiro tipo de
receptor insensivel a bicuculina (25) e baclofeno (26), mas sensivel ao acido cis-
aminocrotonico (CACA) (27) foi identificado como GABA: (DREW, JOHNSTON e

WEATHERBY, 1984).

O
< Cl
(0] ~
H CHs;
HoN
o O
H,N X
OH
o OH L. . . L
Acido cis -4-aminocrotdnico
5 Bicuculina (25) (-) Baclofeno (26) CACA (27)
\/ Antagonista Agonista Agonista parcial
Competitivo GABA;g GABA ¢

GABA

1.6.2.1 - RECEPTOR GABAa

Os receptores GABAA sdo membros da superfamilia de canais idnicos que
incluem os receptores de acetilcolina nicotinicos, receptores de glicina, receptores
de NMDA, receptores de AMPA e receptores de serotonina 5-HT; (OWENS e
KRIEGSTEIN, 2002). Nesta classe de receptores, a formacao do complexo entre
ligante e biomacromolécula induz uma mudanca conformacional no canal da

proteina permitindo um fluxo de entrada ou saida de ions, dependendo do gradiente
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eletroquimico do meio (HARDMAN e LIMBIRD, 2001; OWENS e KRIEGSTEIN,

2002).

1.6.2.1.1 - RECEPTOR GABAA: ESTRUTURA E FUNCOES

Os receptores GABA,, particularmente, constituem canais de ions cloreto e
mediam a inibicdo sinaptica que pode ocorrer pré- e pos-sinapticamente. Como o
potencial de membrana em equilibrio para ions cloreto €, em geral, ligeiramente
negativo em relacdo ao potencial em repouso da célula, o aumento da
permeabilidade de ions cloreto hiperpolariza a célula, reduzindo assim a sua
excitabilidade (OKUNO, CALDAS e CHOW, 1986; HARDMAN e LIMBIRD, 2001).

Entretanto, recentemente o receptor GABAA tem recebido atencao devido a
sua modulacdo excitatéria no periodo pré-natal, onde se encontra envolvido no
desenvolvimento e formacdo dos circuitos neurais que vao desde migracdo dos
neurdnios, arborizacdo e estabelecimento das conexdes sinapticas (BEN-ARI et al.,
1997; OWENS, KRIGSTEIN, 2002; BEN-ARI, 2002).

Como ilustrado na Figura 5, no periodo pré-natal o receptor GABAA modula
a saida de ions cloreto do interior do neurbénio para o meio extracelular, fazendo com
que haja despolarizacdo da célula. Esta despolarizacdo ativa canais ibnicos de
calcio e sodio voltagem dependentes, acarretando na amplificacdo da
despolarizacdo, que caracteriza o perfil excitatorio necessario ao desenvolvimento
neural. Proximo ao estagio final da maturacdo neural, a despolarizacdo mediada
pelo receptor GABAA desbloqueia o receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato
(NMDA) que se encontra bloqueado pelo ion magnésio. Ao final da primeira semana

pos-natal, o efeito excitatorio € mediado principalmente pelos receptores
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glutamatérgicos  sensiveis  a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol (AMPA) e
parcialmente por aqueles sensiveis ao NMDA, enquanto os receptores GABAérgicos
passam a modular um perfil inibitorio (BEN-ARI et al., 1997).

Como ilustrado na Figura 6, os receptores de GABAa apresentam uma
estrutura protéica heteropentamérica, que pode ser constituida pela combinacédo de
diversas subunidades derivadas de genes ou familias de genes relacionados
(SIEGHART, 1995; BARNARD et al., 1998; RUDOLPH, CRESTANI e MOHLER,

2001).

AMPA NMDA Ca?’’VvD Na'vD GABA A GABAg

VL VIV

Periodo pré-natal

despolariza
Na'/K*/Ca®"

s

despolariza

oW

hiperpolariza —

Préximo ao nascimento
Na'/K*

Mgz+ ‘r

©
despolariza v 0 n!
Com uma semana

Figura 5 — Sequéncia de eventos envolvidos no desenvolvimento e formacéo dos
circuitos neurais (adaptados de Ben-Ari, “Ménage a trois”™-1997).

Ja foram identificados 15 subunidades ai.¢, B1-3, Y1-3, O, €, € 6 que compdem

os receptores GABA, em mamiferos (SIEGHART, 1995; BARNARD et al., 1998;
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RUDOLPH, CRESTANI e MOHLER, 2001). Como ilustrado na Figura 6, cada
subunidade do receptor GABAA € constituida individualmente de quatro regides
transmembranicas e ambas as regibes N-terminal e C-terminal se localizadas na
regido extracelular., Como podemos observar, as segundas regides
transmembranicas das subunidades que compdem o receptor GABAA formam,
somadas, o diafragma e as paredes do poro do canal ibnico (SMITH e OLSEN,

1995; SIGEL e BUHR, 1997).

A -
(GABA
A Sitio de ligac&@o dos benzodiazepinicos

‘ Sitio de ligacdo do GABA

Figura 6 — Modelo subunidade al do receptor GABAA e de receptor GABAa
(adaptado de Smith e Olsen, 1995; Sigel e Buhr, 1997).

Das combinacfes destas subunidades é possivel compor mais de
quinhentos subtipos de receptores GABAA (SIEGHART, 2000). Dentre a gama de
combinacBes possiveis das subunidades, algumas delas sédo preferidas, como
ilustrado na Tabela 2 (MCKERNAN, WHITING, 1996). Como resumido na Figura 6,

ja foi demonstrado que sob as subunidades al e 32 se situa o dominio de ligagdo do
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GABA (23) para ativacao do canal ibnico, enquanto que sob as subunidades al e y2
se situa o sitio de ligagdo dos benzodiazepinicos 5 e 7 (WISDEN e STEPHENS,
1999; RUDOLPH, CRESTANI e MOHLER, 2001; MOHLER, CRESTANI e
RUDOLPH, 2001).

Através de dissecagdo genética, os receptores GABA, foram submetidos a
andlise de “gene-knockout” e “knock-in point”, para se hierarquizar as contribui¢cdes
das varias subunidades frentes aos efeitos ansioliticos, sedativos, relaxantes
musculares e anticonvulsivantes (RUDOLPH, CRESTANI e MOHLER, 2001).

Tabela 2 — Abundancia relativa dos subtipos de receptores GABAA encontrados no
cérebro de ratos (adaptado McKernan e Whiting, 1996).

Subtipos (%) Localizacao

alp2y2 43 Interneurdnios no hipocampo e cortex e células de Purkinje.

0232/3y2 18 Motoneurdnios na coluna espinhal e células piramidais do
hipocampo.

a3pny2/y3 17  Neur6nios colinérigicos e monoaminérgicos.

a2pnyl 8 Glia de Bergamann, nacleo do sistema limbico e pancreas.
a5pB3y2/y3 4  Células piramidais do hipocampo.

a4p3o 3  Talamo e girus dentato do hipocampo.

a6 y2 2  Células do granulo cerebelar.

a6p3o 2  Células do granulo cerebelar.

A estratégia “gene-knockout” poderia fornecer informacfes importantes das
funcdes mediadas pelo receptor GABAA. Entretanto, os resultados obtidos poderiam
ser mascarados devido a plasticidade neural, através de alteracBes estruturais e
funcionais, capazes de compensar a mutacdo sofrida (RUDOLPH, CRESTANI e
MOHLER, 2001; GAIARSA, CAILLARD e BEN-ARI, 2002). Ademais, a estratégia
“gene-knockout” pode gerar animais com fendtipo letal, com baixa taxa de

sobrevivéncia (RUDOLPH, CRESTANI e MOHLER, 2001).
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Por outro lado, através da estratégia “knock-in point” (Figura 7) é possivel
realizar mutacbes pontuais, onde apenas o0 residuo de aminoacido desejado é
substituido, dando origem a novos subtipos de receptores ndo naturais (WISDEN e
STEPHENS, 1999; RUDOLPH, CRESTANI e MOHLER, 2001; MOHLER,

CRESTANI e RUDOLPH, 2001).

NH2 NH2
His101 Arg101 Bz
A l‘-\C.‘!ZZ!F.’H “Kggﬁﬁ;in A rCDZH @
—_—
GABA
A Sitio de ligacéo

dos benzodiazepinicos
Sub-unidade al Sub-unidade al

Sensivel a diazepam Insensivel a diazepam ® gl'tiggg'ggagao
0

Figura 7 — Modelo de estratégia “knock-in point”, onde o residuo de His-101 foi
substituido pelo residuo de Arg-101 (adaptado de Wisden e Stephens, 1999).

Os sitios de ligacdo dos farmacos benzodiazepinicos 7 sob as subunidades
a dos receptores GABA, apresentam como caracteristica comum, a conservacgao do

residuo de His-101 (RUDOLPH, CRESTANI e MOHLER, 2001).

/ NH H
NH, / N 2 |
(@) N NH
O /> 2
" |
OH - N
OH  His-101 Arg-101 ~,

Quando foi realizada a substituicdo do residuo de His-101 por um residuo de

Arg-101 sob a subunidade al, se observou que o diazepam (7), na dose de 30

23



mg/Kg, falhou quanto a habilidade de induzir sedacdo (RUDOLPH et al., 1999;
MCKERNAN et al., 2000).

O mesmo tipo de estudo foi realizado sobre receptores de GABAA contendo
a subunidade a2 e se observou que os animais tratados apresentavam auséncia de
efeito ansiolitico quando tratados com diazepam (7) (LOW et al., 2000). Vale
destacar que as mutacfes “knock-in point” realizadas sob as subunidades o nao
alteraram a funcionalidade do dominio do ligante natural GABA (23) sobre os
receptores GABAérgicos (RUDOLPH, CRESTANI e MOHLER, 2001). Na Figura 7 e
na Tabela 3, se encontram resumidas as principais mutacbes e os efeitos
farmacoldgicos caracterizados para cada subnidade (WISDEN e STEPHENS, 1999;
MOHLER, CRESTANI e RUDOLPH, 2001).
Tabela 3 — Modelo de estratégia “knock-in” sob a subunidade a dos receptores

GABA,, onde o residuo de Histidina-101 foi substituido pelo residuo de Arginina-101
(adaptado de Wisden e Stephens, 1999 e Méhler, Crestani e Rudolph, 2001).

Efeito farmacoldgico ol o2 a3
Sedacao + - -
Ansioblise - + -
Miorelaxante - ND* ND*
Anticonvulsivante + - -

*ND=Na&o determinado.

Além dos sitios de ligacdo para os benzodiazepinicos, e.g. 7 e 0 proprio
GABA (21), os receptores GABA, também sdo sensiveis a outros ligantes como
pentobarbital (4), derivados esteroidais 28 (COVEY et al., 2001) e alcool 29

(SIEGHART, 1995; BARNARD et al., 1998).
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H O\\\\\\\ .

. H
Pentobarbital (4) Alfaxalona (28) Etanol (29)

E interessante destacar que os derivados esteroidais 28 apresentam uma
particularidade frente aos receptores GABAérgicos, jA que classicamente o0s
mesmos sdo conhecidos por atuarem sob receptores nucléicos (MURRAY et al.,
2002), enquanto nos receptores GABAérgicos se ligam a receptores de membrana

celular (MELCANGI e PANZICA, 2001).

1.6.2.1.2 - RECEPTORES GABA, E ATIVIDADE INTRINSECA DOS LIGANTES DE
RECEPTORES DE BENZODIAZEPINICOS

Como ilustrado na Figura 8, os ligantes de receptores benzodiazepinicos
podem ser classificados com relacdo as suas atividades intrinsecas em agonista 20,
agonista parcial 30, antagonista 31, agonista parcial inverso 32 e agonista inverso
33, (CHEBIB e JOHSNTON, 2000). Estes ligantes podem ainda ser sub-
classificados em dois sub-grupos, ou seja, aqueles que possuem e aqueles que nao
possuem atividade intrinseca. Os derivados 20, 30, 32 e 33 apresentam atividade
intrinseca, pois ao se ligarem ao receptor induzem alteracdes nas func¢des celulares
e consequente transducao de sinal (CHEBIB e JOHSNTON, 2000). Por outro lado, o
antagonista 31 se comporta apenas como um ligante do receptor, sem entretanto ser
capaz de induzir qualquer resposta celular (GRUPTA, 1995; WOLFF, 1997,

WILLIAMS e LEMKE, 2002; CHEBIB e JOHSNTON, 2000). Existem casos, no
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entanto, em gque a auséncia de inducdo de resposta pelo farmaco, a e.g. flumazenil
(31), € benéfica, uma vez que farmacos pertencentes a esta classe podem ser
empregados como detoxificantes, em quadros de intoxicacdo por “overdose” de
benzodiazepinicos 5 e 7 ou mesmo pelo uso de substancias de abuso que
manifestem seus efeitos através da ligacdo receptores benzodiazepinicos
localizados sobre o receptor GABAA, uma vez que 31 agem competindo pelo sitio de

ligacdo de 5 e 7 (HARDMAN e LIMBIRD, 2001).

AGONISTA
AGONISTA AGONISTA  ANTAGONISTA PARCIAL AGONISTA
PARC|AL INVERSO INVERSO
/\CHQ /\CH3 ch
N
/4 \ ° CH,
HaC N ;‘ & &
/N F & N—CF N—CHa &
O
O °
(6]
(o]
cl Br r \ S
. . . N3
Midazolam Bretazenil Flumazenil RO 15-4513 (32) RO 19-4603 (33)
Versed® (20) RO 16-6028 (30) RO 15-1788 (31)
+ 6] -
Atividade Intrinseca

Figura 8 — Classificacdo dos ligantes 20, 30-33 de receptores benzodiazepinicos,
face as suas atividades intrinsecas (adaptado de Grupta, 1995; Wolff, 1997; Williams
e Lemke, 2002).

Neste contexto, a atividade intrinseca do midazolam (20) faz com que a
ligacdo do mesmo ao receptor GABA, se traduza em efeito ansiolitico e sedativo,
gue é o efeito terapéutico esperado (WOLFF, 1997; HARDMAN e LIMBIRD, 2001).
Por outro lado, os agonistas inversos como 33, manifestam efeitos opostos aqueles

observados para a atividade agonista benzodiazepinica, podendo manifestar

atividade ansiogénica e pro-convulsivante (GRUPTA, 1995; WOLFF, 1997,
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WILLIAMS e LEMKE, 2002). Entretanto, ligantes benzodiazepinicos agonista
inversos tem sido investigados quanto a seu efeito positivo sobre a melhora do
performance cognitiva, podendo vir a ter aplicacao terapéutica no tratamento do Mal
de Alzheimer (CHAMBERS et al., 2002).

Por sua vez, moléculas como os derivados 30 e 32 apresentardo uma
resposta traduzida pela reducdo de suas poténcias, quando comparadas aos

respectivos agonistas 20 ou agonistas inversos 33 plenos.

1.6.2.2 - RECEPTOR GABAc

O receptor GABAc como o0 receptor GABA,, também € um receptor
ionotropico, permeavel a ions cloreto, mas diferente quanto a estrutura, propriedades
farmacoldgicas, bem com sua localizacdo nos terminais de células-bipolares na
retina de mamiferos (ZHANG et al., 2001). Como ilustrado na Tabela 4, os
receptores GABAc apresentam como principais diferencas frente aos receptores
GABA,, a maior sensibilidade ao agonista natural GABA (23) (ECso= 1 uM), corrente
de canal unico mais rapida (8 ps) e maior tempo médio de abertura do canal (150
ms) (JOHNSTON, 1996). Até o momento, apenas trés sub-unidades do receptor
GABAc foram clonadas e diferentemente dos receptores GABAA, homopentameros

funcionais sao encontrados (JOHNSTON, 1996; ZHANG et al., 2001).

1.6.2.3 - RECEPTOR GABAg
O receptor GABAg (Figura 9) foi o primeiro receptor acoplado a proteina G
heterodimérico encontrado quando, até entdo s6 eram conhecidos receptores

homodiméricos ou monoméricos (MARSHALL et al., 1999). Ja foram identificados
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heterodimeros para receptores dopaminérgicos D, (MARSHALL et al.,, 1999) e
opidides & e K, sendo que este Ultimo apresenta propriedades diferentes dos
monomeros (JORDAN e DEVI, 1999).

Os receptores GABAg se encontram acoplados a proteina G estimulatorias
(Gs) e proteina G inibitdrias (Gi). A proteina Gs pode ser acoplada a canal de célcio
ou a canal de potassio. Quando acoplada a canal de célcio, leva a diminuicdo das
correntes de calcio, e com isso a diminuicdo da liberacdo de neurotransmissores,
sob as terminagdes. Quando acoplada ao canal de potédssio, ela aumenta a
conducdo de ions K* e com isso provoca uma hiperpolarizacdo dos neurdnios pés-
sinapticos (BOWERY et al.,, 2002; BETTLER, KAUPMANN e BOWERY, 1998;
BILLINTON et al., 2001).

Como ilustrado na Figura 10, tanto o GABA (23) ou agonistas se ligam a
subunidade 1 do heterodimero e induzem mudancas conformacionais no receptor
gue serdo transmitidas ao dominio C-terminal. Ambos os dominios C-terminais das
duas subunidades se encontram comunicados no interior da célula. Entretanto,
apenas o dominio C-terminal de subunidade 2 est4 conectada com a proteina G

(MARSHALL et al., 1999).
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Figura 9 — Modelo de receptor GABAg heterodimero, formado pela associacao das
sub-unidades GABAgR1 e GABAgR2 (adaptado de Marshall et al., 1999).

Tabela 4 — Quadro comparativo das estruturas e propriedades dos receptores
GABAérgicos no SNC (adaptado de Johnston, 1996).

Caracteristicas

GABAa

GABAg

GABAc

Mecanismo lonotrépico-CI Metabotropico-PG lonotrépico-CI
Subunidades O1.6, [31_3, Y1-3, 0,¢€¢€0 - P1-3

Q canal =30ps - =8ps

ty, abertura =25ms - =150ms
GABA (21) =10puM(ECsp) =10puM(ECsp) = 1uM(ECsp)
Agonista Muscimol (34) Baclofeno (26) TACA (35)
Antagonista Bicuculina (25) Saclofeno (36) 3-APA (37)
competitivo
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1.6.3 - FLEXIBILIDADE DO AGONISTA NATURAL GABA (23)

A grande variedade de subtipos de receptores GABAérgicos, se deve em
parte a elevada flexibilidade do ligante natural GABA (23). A Figura 10 ilustra as
principais conformacfes adotadas pelo GABA (23), quando consideramos que o
angulo diedro é rodado com incremento de 60°. Desta forma, podemos identificar
seis conformacdes, e.g. sinperiplanar (38) que apresenta um angulo de diedro (8) de
0°, + sinclinal (+sin) (39) com angulo de diedro (B) de 60°, + anticlinal (+ac) (40) com
angulo de diedro (6) de 120°, antiperiplanar (41) com angulo de diedro (8) de 180° e
as correspondentes — sinclinal (-sin) (42) e — anticlinal (-ac) (43), com &angulo de
diedro (8) de 60° e angulo de diedro () de 120° respectivamente (POTAPOV,
1979).

Como destacado na Figura 12, além das conformacdes preferencialmente
adotadas pelo GABA (23), podem ainda ser encontrados os rotameros a-(44) e 3-
(45), que se originam a partir da auséncia de simetria na subunidade &cido
carboxilico e amina quando tracamos um plano imaginario sobre a conformacao
antiperiplanar (41). O rotamero a (44) é caracterizado quando os grupos de maior
prioridade se encontram em lados opostos em relacdo ao plano imaginario. Por sua

vez, o rotdmero (B (44) se caracteriza quando 0s grupos de maior prioridade se
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encontram do mesmo lado em relagédo ao plano de imaginario (WILLIAMS e LEMKE,

2002).

HaN*
antiperiplanar 180 °(41) - anticlinal 120 °(43) - sincilinal 60 °(42)
H3N+

sinperiplanar 180 °(38)  + siniclinal 120 °(39) + anticilinal 60 °(40)

-

> densidade eletrbnica
< densidade eletrbnica

120°

Figura 10 — Mapa de potencial eletrostatico sobreposto dentro da densidade
eletronica total (0,002 e/au 3) para as principais conformacdes 38-43 adotadas pelo
GABA (23), sob o célculo de “Single-Point”, através do emprego de Mecanica
Quéantica em nivel semi-empirico AM1, segundo as proje¢cbes de Newman,
demonstrados em uma faixa de -92,14 (vermelho) a 28,68 Kcal/mol (azul)
(POTAPOV, 1979).
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Para a conformacdo antiperiplanar (41), por exemplo, temos o seu
desdobramento nos rotdmeros a-(44) e B-(45) o que amplia o numero de
conformacdes possiveis para 0 GABA (23). As diferentes formas de interacdo entre
ligante e biomacromolécula, que podem traduzir incremento ou perda de sitios de

interac&o, como ilustrado na Figura 11 (WILLIAMS e LEMKE 2002; FRAGA, 2001).
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Figura 11 — Rotameros a-(44) e (-(45) do GABA (23) (adaptado de Williams e
Lemke 2002; Fraga, 2001).

A Tabela 5 ilustra os dados obtidos por calculo de “single point” empregando
o0 método semi-empirico AM1, para as principais conformacdes 38-43 adotadas pelo
GABA (23) na forma ionizada, em meio com constante dielétrica da agua (e= 80).
Através da analise estrutural dos mapas de potencial eletrostatico na Figura 10,
podemos concluir que os valores relativos de energia, corroborram aqueles
classicamente descritos na literatura (POTAPQOV, 1979). Vale destacar que a ordem
de estabilidade das conformacdes 38-43 é diretamente proporcional ao momento
dipolo, uma vez que as conformacdes antiperiplanar (41), mais estavel (-74,25
Kcal/mol), € a que apresenta maior momento dipolo (u= 20,87) e a conformacgéo
sinperiplanar (38), menos estavel (-26,41 Kcal/mol) é a que apresenta menor

momento dipolo (u= 8,44).
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Recentemente tem sido feito uma re-leitura sobre as razées que levam a
maior estabilidade da conformacéo antiperiplanar. Através de célculos tedricos para
molécula do etano (46), tem-se observado que o efeito hiperconjugativo para a
conformacéao antiperiplanar (47) é mais efetivo devido o melhor entrelacamento entre
os orbitais oC-H ligante com o orbital o*C-H anti-ligante, quando comparado a
conformacao sinperiplanar (48), como ilustrado na Figura 12 (WEINHOLD, 2001,

POPHRISTIC e GOODMAN, 2001; SCHREINER, 2002).

O C-H o *C-H O C-H /\v
O H3C_CH3
W <1, Etano (46)
H H
sinperiplanar (48) antiperiplanar (47)

Figura 12 — Diferenca de estabilidade das conformacgbes sinperiplanar (48) e
antiperiplanar (47) da molécula do etano (46), frente ao efeito hiperconjugativo
(adaptado de Schreiner, 2002).

Em relacdo aos volumes (A%), novamente as maiores variacdes observadas
sao para as conformacdes sinperiplanar (38) e antiperiplanar (41), sendo de 123,28
e 129,53 A3, respectivamente.

Através da andlise das distancias entre as subunidades amonio e
carboxilato, se observou que quatro entre as seis conformacfes apresentam a
distancia entre 1,40-2,93 A, que provavelmete se deve a interacBes eletrostaticas

(SMITH e MARCH, 2001).
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Tabela 5 — Calculo “Single-Point”, através do emprego de Mecanica Quéantica em
nivel semi-empirico AM1, sobre as principais conformacdes 38-43 adotadas pelo
GABA (23) na forma ionizada, em agua (¢= 80), segundo as projecdes de Newman
(POTAPOV, 1979).

Angulo de Energia Momento  Distancia interatdbmica Volume(A®)
Diedro(8) (Kcal\mol) dipolar(p) ("NH3-CO, A)

180° -74,25 20,87 4,69 129,53
120° -61,91 17,22 2,93 129,07
60° -30,47 10,11 1,56 124,69
0° -26,41 8,44 1,40 123,28
-60° -52,28 15,02 2,23 127,77
- 120° -72,36 20,19 4,04 129,11




2 - OBJETIVOS

No ambito de uma linha de pesquisa que visa 0 planejamento, sintese e
avaliacao farmacoldgica, de novos candidatos a protétipos de farmacos neuroativos,
este trabalho descreve o planejamento, a sintese e a avaliacdo farmacoldgica de
novos derivados heterotriciclicos 49-52 (Figura 13), candidatos a prototipos de

agentes hipnético-sedativos e analgésicos centrais.

Plane jamento Estrutural

(49) W=CI LASSBio 872
(50) W=NO, LASSBIo 873
Hipnotico (51) W=CH; LASSBIo 980
-sedativo e (52) W=H LASSBIo 981
Analgésico )V’

| PM= 307,39
Z Log P= 3,35
| Zolpidem (Ambien®)

CHs GABA 5
imidazopiridinico
Kiza=27 nM cerebelo
Kigz= 109 nM hipocampo

Figura 13 — Desenho estrutural dos novos derivados heterotriciclicos 49-52,
planejados a partir do prototipo zolpidem (6), farmaco hipnético-sedativo e
analgésico.
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2.1 - PLANEJAMENTO ESTRUTURAL DE NOVOS DERIVADOS
HETEROTRICICLICOS 49-52 CANDIDATOS A PROTOTIPOS DE AGENTES
HIPNOTICO-SEDATIVOS E ANALGESICOS

Os novos candidatos heterociclicos 49-52 foram planejados a partir do
protétipo zolpidem (6), que apresenta propriedades hipnotico-sedativas, face a sua
acao agonista sobre os receptores GABAx, €.9. Kia1= 27 nM cerebelo e Kig;= 109 nM
hipocampo (SANGER e DEPOORTERE, 1998). Adicionalmente, recentemente se
identificou que o protdtipo zolpidem (6) também apresenta importantes propriedades
analgésicas, por mecanismo farmacoldgico ainda néo elucidado, podendo vir a ser
atil no tratamento de dor crénica (ZAKS, 2004).

Através da andlise da Figura 14, podemos observar que 0s novos derivados
heterotriciclicos 49-52 mantém relagéo isostérica com o prot6tipo zolpidem (6), como
destacado pela sobreposicdo manual (PC Spartan Pro) das estruturas do LASSBIio
980 (51) e do zolpidem (6). Na mesma Figura, podemos observar que ha uma
diferenca em torno 15° entre o angulo diedro 8 entre o anel de cinco membros e
sub-unidades fenilicas para-substituidas, quando comparamos o LASSBio 980 (51)

e o protétipo zolpidem (6), uma vez que o LASSBio 980 (51) apresenta 6 = 30,05° e

o zolpidem (6) o 6 = 46,95°.
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Subunidade Aceptor de
hidrofébica : ligacéo de
hidrogénio

Aceptor de

ligacdo de

hidrogénio
Figura 14 — Sobreposi¢cdo do LASSBio 980 (51) e do prototipo zolpidem (6), apés
otimizagdo geométrica e analise conformacional sistematica, através do emprego de
Mecanica Quantica em nivel semi-empirico AM1.

Subunidade
hidrofébica

Os mapas de potencial eletrostaticos de ambos os compostos ilustrados na
Figura 15, fornecem informacfes adicionais quanto a distribuicdo eletrbnica do
LASSBIo 980 (51) e zolpidem (6). Neste sentido, foi possivel identificar subunidades
isostéricas e.g. regides de maior densidade eletronicas (vermelho) presentes no
LASSBio 980 (51) e protétipo zolpidem (6), que podem vir a ser reconhecidas de

maneira semelhante pela biomacromolécula.

> densidade eletrénica
(51) < densidade eletrbnica

Figura 15 — Mapas de potencial eletrostatico sobreposto dentro da densidade
eletronica total (0,002 e/au 3) de LASSBIio 980 (51) e zolpidem (6), respectivamente,
demonstrados em uma faixa de -53,2 (vermelho) a 21,0 Kcal/mol (azul).
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O padrao de substituicdo para-fenila (W) dos derivados 49-52, foi eleito com
base em descritores fisico-quimicos (Tabela 6), a fim de se analisar os efeitos
eletronicos (op), a lipossolubilidade (1), bem como o efeito estérico (RM) dos
substituintes, como ilustrado na Figura 13 (BARREIRO e FRAGA, 2001).

Tabela 6 — Descritores fisico-quimicos dos substituintes fenilicos dos derivados
LASSBio 49-52 (adaptado de Barreiro e Fraga, 2001).

Substituinte o,” L RM°®
Cl 0,23 0,73 6,03
NO> 0,78 0,22 7,36
CHs -0,17 0,60 5,65
H 0,00 0,00 1,03

@Constante de Hammett para.
P\alores de hidro-lipossolubilidade.
‘Refratividade molar.

Ademais, os novos derivados heterotriciclicos 49-52 contemplam o perfil
farmacocinéticos preconizados por Lipinski (LIPINSKI, 2004). Segundo as regras de
Lipinski ou dos cinco, candidatos a protétipos de farmacos devem apresentar
namero de unidades de massa atdmica menor ou igual a quinhentos, nimero de
sitios aceptores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual a dez, niumero de sitios
doadores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual a cinco, além de coeficiente de
particdo entre 2-3, como observado para o protétipo zolpidem (6) Figura 13

(LIPINSKI, 2004).

2.2 - ANALISE RETROSINTETICA DOS NOVOS DERIVADOS
HETEROTRICICLICOS 49-52
Através da analise retrosintética (Esquema 3), podemos observar que 0s

novos derivados 49-52 podem ser obtidos em processo “one pot”, através da
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abordagem que envolve na etapa-chave a reacdo de hetero Diels-Alder, do
intermediario-chave N,N-dimetil-1-fenil-3-metil-1H-5-pirazoliliminometanamina (57)
com 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona funcionalizados [W=CI (53), W=NO, (54),

W=CHjs (55) e W=H (56)].

W

W

(53)W=Cl

(54)W=NO,

(55)W=CHj

(56)W=H

N ®) N

O :
HsC
O,

CHs

~(" ok %{

P e O

SR G—
(49)W=C| LASSBio 872
(50)W=NO, LASSBio 873

(51)W=CH; LASSBio0 980
(52)W=H LASSBio 981

Esquema 3
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 - METODOLOGIA SINTETICA PARA OBTENCAO DOS DERIVADOS LASSBio
49-52

A andlise retrosintética (Esquema 3) para a obtencdo dos derivados
LASSBio 872 (49), LASSBio 873 (50), LASSBio 980 (51) e LASSBio 981 (52),
explorou metodologia de construcdo do sistema heterociclico utilizado anteriormente
no laboratorio para a obtencdo de 1-fenil-3-metil-1H-5-pirazolamina (58) (DIAS,
ALVIM e BARREIRO, 1994).

A sintese destes novos compostos foi iniciada com a reacdo de auto-
condensacdo da acetonitrila (59), através do emprego de sodio metalico em
benzeno, a temperatura de refluxo, sob atmosfera de nitrogénio, que forneceu a (-
iminobutironitrila (60) em modestos 15% de rendimento. O derivado 60 foi
submetido, em seguida, sem purificacdo, a reacdo de condensacao quimiosseletiva
(Esquema 4) com N-fenil-hidrazina (61), empregando acido cloridrico, a temperatura
de refluxo, condi¢Bes reacionais que conduziram ao derivado desejado 58, em 75%

de rendimento (P.F.= 110°C) (DIAS, ALVIM e BARREIRO, 1994).

FsC
3 4
2N \ °
NH \N NH,
Hc—ocn N2 N-fenil-hidrazina (61),  *
benzeno, CNI"HcrAz0 (2:1), 1
A, 3h, 15% | HsC A, 30 min., 75% . ”
5 3
4.
(59) (60) (58)
Esquema 4
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Através da andlise do espectro de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN *H) do 58, pode-se observar dois sigletos em d=2,24 e 5,44 ppm,
referentes a sub-unidade metila e ao atomo de hidrogénio em C-4 do anel pirazélico,
com valor de integracdo igual a trés e um, respectivamente; um multipleto entre
0=7,27-7,56 ppm, relativos aos cinco atomos de hidrogénio fenilicos foi também
identificado (DIAS, ALVIM e BARREIRO, 1994).

Os derivados 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona funcionalizados 53-56
(Esquema 5), por sua vez, foram obtidos através do método de Cava e
colaboradores (CAVA et al., 1973), que compreende a condensacao quimiosseletiva
de anilinas funcionalizadas [W=CI (62), W=NO, (63), W=CH3 (64) e W=H (65)] com
anidrido maleico (66), em meio de éter etilico em temperatura controlada entre 15 e
20°C, fornecendo os correspondentes &cidos 3-fenilcarbamoil-(Z)-2-propendicos
substituidos [W=Cl (67) 98%, W=NO, (68) 98%, W=CHjs (69) 98% e W=H (70) 98%]
em rendimentos quantitativos (HARGREAVES, PRITCHARD e DAVE, 1970; CAVA
et al., 1973; CECHINEL FILHO et al., 2003). Visando, na etapa seguinte, a
desidratacdo quimiosseletiva dos acidos 3-fenilcarbamoil-(Z)-2-propendicos
substituidos 67-70, estes foram transformados inicialmente nos correspondentes
anidridos mistos [W=Cl (71), W=NO, (72), W=CH3 (73) e W=H (74)] através do
tratamento com anidrido acético, acetato de sédio e aquecimento a temperatura de
75°C (CAVA et al., 1973). Estes intermediarios 71-74 foram desidratados “in situ”,
fornecendo as respectivas 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona funcionalizados
[W=Cl (51) 60%, W=NO, (52) 65%, W=CHs; (53) 75% e W=H (54) 75%)],
caracterizados através de seus P.F. e freqiéncias de estiramento das carbonilas

imidinicas no infravermelho (I.V.), estando de acordo com as frequéncias de
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estiramento descritas para maleimidas N-substituidas (Tabela 7) (HARGREAVES,

PRITCHARD e DAVE, 1970; CAVA et al., 1973; CECHINEL FILHO et al., 2003;).
Nesta etapa ocorre uma adi¢cdo nucleofilica do atomo de nitrogénio amidico

a carbonila a,B-insaturada dos anidridos 71-74, seguido de eliminacdo do grupo

abandonador acetato.

— S —
o NH, o /H
/ [ N
o —_— NaOAc,
* Et20,t.a. / N@W —m O
98% 0 30 min. Q
© W HO >':O
- — HsC
(66) (62) W=Cl (67) W=CIl 98% (71) w=Cl
(63) W=NO; (68) W=NO, 98% (72) W=NO,
(64) W=CH, (69) W=CH, 98% (73) W=CH,
(65) W=H (70) W=H 98% (74) W=H
2 2' 3
(53) W=CI 60% 3 1 g y
(54) W=NO,65% | N w
(55) W=CH, 75% , f
(56) W=H 75% & 5
(0]

Esquema 5

Tabela 7 — Pontos de fuséo e frequéncias de estiramento das carbonilas imidinicas

dos derivados 53-56, no |.V..

Derivados P.F. v C=0 (cm™)
53 103-105 °C 1776-1712
54 140-142 °C 1723-1712
55 135-137 °C 1780-1708
56 65 °C 1774-1709

Quando o intermedidrio 58 foi submetido a reacdo de condensacao
(Esquema 6) com dimetilacetal da dimetilformamida (75), & temperatura de 90°C, por

cinco horas, forneceu o intermediario-chave N,N-dimetil-1-fenil-3-metil-1H-5-

pirazoliliminometanamina 57, como um 6leo de cor bege, em rendimento
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guantitativo, acompanhado por c.c.f. (MASON et al., 2001). No entanto, quando 57
foi isolado para caracterizacdo através de RMN 'H, *C e I.V., se observou no
espectro de RMN *H, dois singletos em 8= 5,64 e 5,40 ppm, em proporcéo de 2:1,
referentes aos atomos de hidrogénio em C-4 do anel pirazélico de 57 e 58,
respectivamente. Muito embora se observe a conversdo completa de 58 em 57
através de c.c.f., é provavel que durante o isolamento o produto formado 57 esteja
sendo hidrolisado ao material de partida 58.

O Esquema 6 ilustra ainda o emprego de estratégia sintética convergente,
envolvendo a reacdo de hetero Diels-Alder na etapa-chave, através do emprego do
intermediario-chave N,N-dimetil-1-fenil-3-metil-1H-5-pirazoliliminometanamina (57)
(dieno) e 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona funcionalizados [W=CI (33), W=NO,
(54), W=CHjs (55) e W=H (56)] (diendfilos), em acido acético, & temperatura de 50°C
(MASON et al., 2001). Neste processo “one pot”, na primeira etapa ocorre uma
reacdo de hetero Diels-Alder de demanda normal, onde a etapa determinante da
velocidade é controlada pelo orbital HOMOgieno (BUONORA, OLSEN e OH, 2001),
com aproximacao do tipo endo, entre o intermediério-chave N,N-dimetil-1-fenil-3-
metil-1H-5-pirazoliliminometanamina (57) e 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona
funcionalizados 53-56, levando aos adutos de Diels-Alder [W=CI (76), W=NO, (77),
W=CHjs (78) e W=H (79)] em que o atomo de hidrogénio a-carbonila se encontra em
relacdo antiperiplanar ao grupo abandonador N,N-dimetilamino, como sera discutido
adiante.

Na etapa subseqiente ocorre a reacdo de eliminacdo do grupamento
dimetilamino presente nos compostos 80 (W=Cl), 81 (W= NO,), 82 (W= CH3) e 83

(W=H) e posterior aromatizacdo oxidativa, fornecendo os derivados desejados 49



(W=ClI), 50 (W= NO), 51 (W= CHg3) e 52 (W=H) em rendimentos de 20%, 35%, 25%

e 25%, respectivamente (Tabela 8).

H3C H3

G H
CH
) g P
N NHz2 Hyco CHs NN N \

+ N —_— CHj
\ 90°C, 5h
Hs;CO CHs '

(58) (75) - (57) B

AcOH, 53-56 (53) W=Cl

ar, (54) W:N02
50°C, 48 h  (55) W=CHjs
(56) W=H

=]
=

4_—
ar, (@]
-HN(CHj)
TCH,4
(80) W=Cl ar W (76) W=Cl
(81) W=NO, (77) W=NO,
(82) W=CH, (78) W=CH,
(83) W=H (79) W=H

(49) W=CI 20%

2 (50) W=NO, 35%
(51) W=CH; 25%
(52) W=H 25%

Esquema 6



Tabela 8 — Pontos de fusdo e rendimentos dos derivados 49-52.

Derivados P.F. %
LASSBio 872 (49) 246-248 °C 20
LASSBio 873 (50) 238-240 °C 35
LASSBIo 980 (51) 231-233°C 25
LASSBIio 981 (52) 228-230 °C 25

Os novos derivados 49-52 contemplam os descritores farmacocinéticos
preconizados por Lipinski (Tabela 9), uma vez que apresentam massa atomica
inferior a quinhentas unidades; coeficiente de particdo menor do que cinco; menos
de dez sitios aceptores de ligacao de hidrogénio (LIPINSKI, 2004).

Em relacdo ao padrédo de funcionalizacdo da subunidade fenilica (Tabela 9),
os calculos dos coeficientes de particdo efetuados com o programa Pallas 2.0,
revelaram que o derivado LASSBio 872 (49) substituido pelo atomo de cloro
apresenta maior coeficiente de particdo (Log P= 3,28) quando comparado com o
derivado LASSBio 981 (51) ndo substituido (Log P= 2,55), enquanto o derivado
LASSBio 873 (50) apresenta do menor coeficiente de particdo (Log P= 2,47).

Tabela 9 — Descritores fisico-quimicos para os derivados 49-52.

Derivados Op T, Log P* P.M.
LASSBio 872 (49) 0,23 0,73 3,28 388,8
LASSBio 873 (50) 0,78 0,22 2,47 399,4
LASSBio 980 (51) -0,17 0,60 2,99 368,4
LASSBio 981 (52) 0,00 0,00 2,55 354,3

*Programa Pallas 2.0

Como ilustrado na Figura 16, o espectro do derivado LASSBio 981 (52)
apresenta dois singletos, em &= 2,98 e 9,16 ppm, referentes a subunidade metila e
ao atomo de hidrogénio (H-5), com valor de integracdo igual a trés e um hidrogénio.

Os mesmos sinais, nos demais derivados 49-51 (Tabela 10), ndo apresentam



variacfes significativas, podendo estar relacionados a diferenca de concentracao
das amostras analisadas. As variacbes mais significativas sobre os valores de
deslocamento quimico, ocorreram nas sub-unidades fenilicas face ao efeito
eletrénico (op) dos substituintes cloro em 49, nitro em 50 e metila em 51. Para o
derivado LASSBio 873 (50) os atomos de hidrogénio 3” e 5” sdo 0s mais
desblindados, com o= 8,44 (2H, d, J= 9,0 Hz), considerando os atomos de
hidrogénio fenilicos. Nos demais derivados LASSBio 49, 51 e 52, os atomos de
hidrogénio 2” e 6” foram os mais desblindados por se encontrarem localizados em
posicao orto as carbonilas imidinicas.

Os assinalamentos dos espectros de RMN **C (Tabela 11) para a unidade
heterotriciclica central (alaranjado) (Figura 17), foram realizados com auxilio de
compostos com padréo estrutural semelhante, descritas previamente no laboratorio
84 (DIAS, ALVIM e BARREIRO, 1994), bem com de compostos 85 descritos
recentemente na literatura (DIAZ-ORTIZ et al., 2000), além das técnicas de HMQC e
HMBC. Ja para efetuarmos os assinalamentos das subunidades fenilicas (azul)
(Figura 16), foram considerados os assinalamentos prévios dos materiais de partida,
ie. 1-fenil-3-metil-1H-5-pirazolamina (58), N,N-dimetil-1-fenil-3-metil-1H-5-
pirazoliliminometanamina (57) e 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona

funcionalizados [W=CI (33), W=NO;, (54), W=CHg3 (55) e W=H (56)].

ca 9 CHs

| %oa [
(84) (85)
O -
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Figura 16 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN *H) do
derivado LASSBio 981 (52) (CDCI3/TMS/500 MHz).
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Tabela 10 - Deslocamentos quimicos (5) em ppm, dos derivados LASSBio 49-52, no RMN *H*.

4|

5 €

NO

LASSBio 872 (49)

LASSBIo 873 (50)

LASSBio 980 (51)

LASSBio 981 (52)

5

9
2e®
3e?d
a4
2”e6”
37eb”
w

9,16 (1H, s)
2,98 (3H, s)
8,23-8,21 (2H, m)
7,60-7,57 (2H, m)
7,42-7,39 (1H, m)

7,53 (2H, d, J= 8,2 Hz)
7,84 (2H, d, J= 8,2 Hz)

9,20 (1H, s)

3,00 (3H, s)
8,23-8,22 (2H, m)
7,61-7,58 (2H, m)
7,44-7,41 (1H, m)

7,82 (2H, d, J= 9,0 Hz)
8,44 (2H, d, J= 9,0 Hz)

9,14 (1H, s)
2,97 (3H, s)
8,23-8,21 (2H, m)
7,58-7,55 (2H, m)
7,40-7,37 (1H, m)
7,36 (4H, s)
7,36 (4H, s)
2,45 (3H, s)

9,16 (1H, s)
2,98 (3H, s)
8,23-8,22 (2H, m)
7,60-7,55 (4H, m)
7,42-7,38 (1H, m)
7,50-7,45 (3H, m)
7,60-7,55 (4H, m)
7,50-7,45 (3H, m)

*Valores obtidos a 500 MHz, usando cloroférmio deuterado como solvente.
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Tabela 11 - Deslocamentos quimicos (3) em ppm, dos derivados LASSBio 49-52, no RMN *3C*.

4

5

3

6.

o

N® LASSBIo 872 (49) LASSBio 873 (50) LASSBIo 980 (51) LASSBIo 981 (52)
1 153,8 153,8 153,7 153,7

3b 143,8 143,9 143,7 143,8

4b 110,8 110,8 110,8 110,8

3d 119,4 119,1 119,6 119,6

4d 134,6 134,3 134,8 134,8

5 144,0 144,3 143,9 144,0

9 15,1 15,2 15,1 15,2

1 138,6 138,4 138,7 138,6
2eb6 122,0 122,0 121,8 121,9
3eb 129,6 129,4 129,3 129,4

4 127,2 127,4 127,1 127,1

1 134,4 137,1 138,6 131,3
2"e6” 129,6 126,6 130,0 126,7
3’eb” 127.8 124,7 126,5 129,4

4” 129,8 146,7 128,6 128,6

w - - 21,3 -
Carbonilas 166,5 e 165,4 166,9 e 165,9 166,9 e 165,8 166,7 e 165,7

*Valores obtidos a 125 MHz, usando cloroférmio deuterado como solvente.



N&o foi possivel fazer a distincdo entre as carbonilas imidinicas, uma vez
que elas ndo apresentaram correlacgdo com o atomo de carbono C-5 do anel
heterotriciclico.

As frequéncias de estiramento observadas para o0s derivados 49-52,
variaram sutilmente, i.e. A ~ 10 cm™, quando comparadas com as freqiiéncias de
estiramento dos 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona funcionalizados 53-56 (Tabela
7), mas estdo de acordo com as frequéncias descritas na literatura (HARGREAVES,
PRITCHARD e DAVE, 1970).

Tabela 12 — Frequéncias de estiramento para os derivados 49-52, no 1.V..

Derivados v C-H v C=0 (cm™)
49 3092-3072 1774-1726
50 3124-3004 1776-1727
51 3111-3041 1778-1720
52 3112-3055 1779-1717

Os espectros de UV foram obtidos apenas para os derivados 49-52 a fim de
se avaliar o perfil de transicdes eletrénicas (Figura 18) que geralmente sédo sensiveis
ao efeito dos substituintes presentes sobre subunidades aromaticas (SILVERSTEIN,
BASSLER e MORRILL, 1991).

Como ilustrado na Figura 19, de maneira geral os derivados 49-52
apresentaram duas faixas de absorbancia (Tabela 8), uma comum a todos em 386,2
nm e outra que variou entre 283,6-293 nm. Ao correlacionarmos as faixas de
absorcdo e absortividade molar (¢€), podemos inferir que ambas as bandas de
absorcdo observadas séo relativas as transicdes eletronicas 1 - 1 (Figura 19)
(SILVERSTEIN, BASSLER e MORRILL, 1991). As transicfes 11 — 1t na faixa de

386,2 nm, com € entre 1.215 e 1.377 se referem as bandas B, que sdo comuns as
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substancias aromaticas. Por outro lado, as transi¢cées 1 — 1 na faixa entre 283,6-
293 nm, com ¢ entre 33.094 e 36.702 se referem as bandas K, presentes em
sistemas aromaticos substituidos por cromoforos, e.g. carbonilas imidinicas. Vale
destacar que as transi¢cdes eletrénicas observadas nem sempre envolvem apenas o0s

orbitais de fronteira HOMO e LUMO, podendo haver participacao tanto dos orbitais

HOMO e HOMO -1, bem como de LUMO e LUMO +1.

[
e T

— ‘, s
JLd.0 400.3 500. 0
Wevelength {=@. b

Figura 19 — Bandas de absor¢ao do derivado LASSBIo 981 (52) no UV, empregando
cloroférmio como solvente.

Em relacdo a faixa de absorcédo relativas as bandas K, o efeitos dos
substituintes nos derivados LASSBIio 872 (49), LASSBio 873 (50) e LASSBio 980
(51) apresentaram efeito batocrémico (Tabela 13) quando comparados ao derivado
nao substituido LASSBio 981 (52), pois estes deslocaram a absorcdo para

comprimento de onda maior (SILVERSTEIN, BASSLER e MORRILL, 1991).
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Tabela 13 — Comprimento de onda e absortividade molar (¢) dos derivados 49-52, na
regiao do ultravioleta (200-400 nm), empregando cloroférmio como solvente.

Derivados A (nm) Eman Abs [1x10™M]

LASSBIio 872 (49) 386,2 1.220 0,021 1,72
285,6 34.476 0,593

LASSBIio 873 (50) 386,2 1.377 0,023 1,67

293 34.970 0,584

LASSBIio 980 (51) 386,2 1.215 0,022 1,81
285,2 33.094 0,599

LASSBIo 981 (52) 386,2 1.330 0,025 1,88
283,6 36.702 0,690

*emax= Abs / [ ] x 1 (adaptado de Silverstein, Bassler e Morrill, 1991)

3.2 — OTIMIZA(;AO DA REAQAO DE HETERO DIELS-ALDER, ENVOLVIDA NA
ETAPA-CHAVE PARA OBTENQAO DOS NOVOS DERIVADOS
HETEROTRICICLICOS 49-52

Muito embora o protocolo sintético utilizado ter sido descrito por Mason
como sendo otimizado, quando o mesmo foi empregado no processo de obtencéo
dos derivados 49-52, ndo obtivemos bons rendimentos, i.e. 20-35% (MASON et al.,
2001) o que nos levou a estudar minuciosamente as condi¢cdes experimentais desta

etapa.

3.2.1 — EFEITO DO SOLVENTE

A reacdo modelo do intermediario-chave N,N-dimetil-1-fenil-3-metil-1H-5-
pirazoliiminometanamina (57) e 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona (56) foi
estudada (Esquema 7), visando verificar-se o efeito do solvente (Tabela 14)
empregado sobre a formacdo do produto desejado. A substituicdo do solvente
original, 4cido acético, por cloroformio e dimetilsulfoxido, acarretou no aumento do

rendimento para 50 e 75%, respectivamente. Os resultados obtidos
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experimentalmente sugerem uma correlacdo com dados descritos na literatura, onde
emprego de solventes polares favorece a aproximacdo endo em reacdes Diels-Alder

(GARCIA, MAYORAL e SALVATELLA, 2000).

HsC
CH ?
O~
! ey + | N@ — > LASSBI0 981 (52)
Solvente
(0]
(57) (56)
Esquema 7

Tabela 14 — Solventes utilizados na reacdo de hetero Diels-Alder e os respectivos
rendimentos obtidos.

Solvente %
Acido acético 25
Cloroférmio 50
Dimetilsulfoxido 75

Y% do derivado heterotriciclico LASSBio 981 (52) produzido.

3.2.2 — CONSIDERACOES ESTEREOQUIMICAS ENVOLVIDAS EM REACOES
DIELS-ALDER

Na Figura 20 se encontram ilustrados alguns exemplos de reacdo Diels-
Alder, que apresenta estreita similaridade com o sistema empregado na etapa-chave
para a obtencdo dos derivados 49-52, destacando a importancia da relagéo
diastereoisomérica do dieno, da qual decorre a estereoquimica do aduto da reacao
de Diels-Alder (TROST e FLEMING, 1991).

Quando o dieno 86 reage com anidrido maleico (66) (Figura 20), através de

aproximacédo endo, o aduto 87 obtido apresenta ambas as subunidades R; e R4 em



orientacdo antiperiplanar aos atomos de hidrogénio a-carbonila, condicdo esta
necesséria para eliminacdo do grupo N,N-dimetilamino (MASON et al., 2001)
presente nos derivados 49-52. No entanto, quando o anidrido maleico (66) reage
com o dieno 88 (Figura 20), via aproximac¢ao endo, se observa que a subunidade R,
se encontra em relacdo sinperiplanar ao atomo de hidrogénio a-carbonila 89,
interferindo sobre a cinética de eliminacdo do grupo N,N-dimetilamino, devido aos

fatores geométricos e conformacionais associados ao processo.

R 4
R4 \\\\\

|| 0

strans /4 ()

O
.\\\\\\\/
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1(B) endo
(86) 66

R

fie

Tl

R4

s-trans

42
R4
/e ondo e
" (88) 66 89) ’\
= o)
R

1

Figura 20 — Consideracfes sobre a estereoquimica do produto formado, face a

diastereoisomeria do dieno e aproximacdo endo/exo (adaptado de Trost e Fleming,
1991).
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Na terceira situacao (Figura 20), o anidrido maleico (66) reage com o dieno
86 atravées de aproximacdo exo, fornecendo o aduto 90, onde ambas as
subunidades R; e R4 se encontram com orientacdo sinperiplanar aquela dos atomos
de hidrogénio a-carbonila (TROST e FLEMING, 1991).

Pelo exposto, podemos concluir que entre as trés vias analisadas, a Unica
que favorece a formacao dos derivados 49-52 é aquela que leva ao aduto 87 (Figura

20).

3.2.3 — ESTUDO DO ESTADO DE TRANSIQAO DA REA(;AO DE HETERO DIELS-
ALDER, ATRAVES DO EMPREGO DE MECANICA QUANTICA EM NIVEL SEMI-
EMPIRICO AM1

Apds o0s estudos experimentais, iniciamos um trabalho preliminar de
modelagem molecular no intuito de se obter informac¢des qualitativas frente as
propostas de aproximagdes antecipardas pro Trost e Fleming (TROST e FLEMING,
1991), através do emprego de Mecéanica Quantica em nivel semi-empirico. Todos 0s
calculos foram realizados no vacuo, desta forma as comparagfes entre os dados
obtidos através de célculos tedricos e obtidos experimentalmente em solvente tem
apenas carater qualitativo.

Como ilustrado no Esquema 3, a velocidade v de uma reacédo (Eq 1) é
proporcional a concentracdo dos reagentes e também é funcdo de uma constante
cinética k (Eq 2), que por sua vez, € relacionada a descritores fisico-quimicos. Na
teoria do estado de transicdo, k da equacdo de Arrhenius (Eq 3) mantém estreita
relacdo com a temperatura e pressdo. A variacdo de energia livre AG* (Eq 5)

fornece a medida da altura da barreira de potencial que a reacdo deve transpor para
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que a mesma se processe. A AG* pode ser modulada por componentes entalpicos e

entropicos (JENNER, 2002; ISAACS, 1995).

A+B——C (Eq1)
v = - d[A]/dt = - d[B]/dt = d[C]/dt = k [A][B] (Eq 2)

k = A exp( - E/RT) Equacao de Arrhenius (Eq 3)
Ea=AH +RT (Eq4)

AG*:-TAS*(Eq 5)

Neste ponto, vale ressaltar que o método de mecanica quantica em nivel

semi-empirico, ndo permite se obter a energia de ativacdo dos estados de transicédo
objeto deste estudo, porque ndo é parametrizado para descrever componentes
entropicos (Eq 5). Desta forma, estaremos analisando as variacfes de calor de
formacdo, que traduzem somente as contribuicbes entalpicas. Entretanto, se
considerarmos que reacdes de Diels-Alder apresentam geometria no estado de
transicao relativamente organizada, o que lhes confere certa rigidez, podemos inferir
gue o termo entélpico deve prevalecer sobre o termo entrépico, no que diz respeito a
sua estabilidade.

Antes da etapa de constru¢cdo dos arquivos de entrada para tragcarmos o
perfil da reacdo e posterior célculo do estado de transicdo, foi necessario
realizarmos um estudo tedrico prévio sobre 0s reagentes envolvidos, para
compreender como se dard a sobreposicdo dos orbitais. Estes estudos foram

efetuados através do emprego de mecéanica quantica em nivel semi-empirico AM1.
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Neste contexto, a 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona (56) (Figura 21) foi
submetida a otimizacdo geométrica, seguido de analise conformacional sistematica.
Sobre a conformacao de menor energia foi efetuado célculo de “single point”, a fim
de analisarmos o coeficiente de contribuicdo dos atomos envolvidos na reacédo de
Diels-Alder. Como mencionado anteriormente, foi observado que os rendimentos
variaram em funcdo do solvente empregado. Neste sentido, os calculos foram
realizados considerando as possibilidades de a 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona
(56) se encontrar na forma neutra 56 e monoprotonada 91 (Tabela 15).

Tabela 15 — Célculos tedricos sobre a 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona (56),
através do emprego de Mecanica Quantica em nivel semi-empirico AM1.

ZH LUMO
Neutra 56 6,43 Kcal/mol -1,27 eV
Monoprotonada 91 179,21 Kcal/mol -6,52 eV

Os valores de calor de formacgéao obtidos indicam que s6 a forma neutra 56 e
monoprotonada 91 sao viaveis, com 4H = 6,43 Kcal/mol e 4H = 179,21 Kcal/mol,
respectivamente. Em relacdo aos valores de LUMO, se observa que a forma
monoprotonada 91 deve ser mais reativa por apresentar menor valor de orbital

LUMO (-6,52 eV).
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NEUTRA 56 MONOPROTONADA 91
(o] 6/H

LUMO=-1,27 eV LUMO= -6,52 eV

Figura 21 — Otimizacdo geométrica e analise conformacional sistematica de 56 e 91,
através do emprego de Mecéanica Quantica em nivel semi-empirico AM1; Calculo de
“Single-point” sobre a conformacdo de menor energia para o orbital LUMO; Mapas
de potencial eletrostatico sobreposto dentro da densidade eletronica total (0,002
e/au 3) de 56 e 91 demonstrados em uma faixa de -50,5 (vermelho) a 28,70 Kcal/mol
(azul) para 56, -44,80 (vermelho) a 157,50 Kcal/mol (azul) para 91 .

O emprego de acidos, geralmente acidos de Lewis, é uma estratégia
utilizada com bastante frequéncia em reacoes de Diels-Alder de demanda normal,
pois diminuiu a energia do orbital LUMO do diendfilo, o que leva ao aumento da
velocidade da reacdo (TROST e FLEMING, 1991).

A mesma abordagem tedrica foi efetuada para o N,N-dimetil1-fenil--3-metil-

1H-5-pirazoliliminometanamina (57). O intermediario N,N-dimetil-1-fenil-3-metil-1H-5-

pirazoliliminometanamina (57) também foi considerado sob a forma neutra e
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protonada, além das formas tautoméricas E e Z, pois como ilustrado na Figura 22,
diferencas diastereocisoméricas do dieno conduzem a produtos distintos, onde
fatores geométricos e conformacionais podem interferir na cinética de eliminacao do
grupo N,N-dimetilamino.

Através da analise dos valores de calor de formacgédo (Figura 22 e Tabela
16), novamente observamos que as formas neutras (E)-57 e (Z2)-92 sdo mais
estaveis, quando comparadas com as formas protonadas (E)-93 e (2)-94, por
apresentarem valores de calor de formacdo menores. Em relacdo aos orbitais
HOMO (Figura 22 e Tabela 16), as formas protonadas 93 e 94 diminuem os valores
do orbital HOMO, o que torna o dieno menos reativo.
Tabela 16 — Calculos tedricos sobre o intermediario-chave N,N-dimetil-1-fenil-3-metil-

1H-5-pirazoliliminometanamina (57) e 92-94 através do emprego de Mecéanica
Quantica em nivel semi-empirico AM1.

Calor de formacéao (H) HOMO
Neutra (E)-57 129,92 Kcal/mol -8,46 eV
Neutra (Z2)-92 126,22 Kcal/mol -8,75 eV
Protonada (E)-93 290,32 Kcal/mol -11,92 eV
Protonada (2)-94 285,29 Kcal/mol -12,64 eV

Como mencionado anteriormente, em reacdes de Diels-Alder de demanda
normal, a etapa determinante da velocidade é controlada pelo orbital HOMOgieno-
Desta forma, qualquer perturbacdo que aumente a diferenca entre o orbital HOMO
do dieno e orbital LUMO do diendfilo, diminuem a velocidade da reacdo. Através da
Figura 22, podemos observar que o atomo de carbono C-4 do anel pirazdlico

apresenta maior coeficiente de contribuicdo no orbital HOMO.
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NEUTRA(E) 57 NEUTRA(Z) 92 PROTONADA(E) 93 PROTONADA(Z) 94

HAC HeC. e CHs HsC, HaC -

H3C
) CH,
D O D 04
CHg s

129,92 Kcal/mol 126,22 Kcal/mol 290,32 Kcal/mol 285,29 Kcal/mol

H
| CHg
N
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L

‘s
HOMO-= -8,46 eV HOMO= -8,75 eV HOMO -11,92 eV HOMO— -12,64 eV

PPED

Figura 22 — Otimizacdo geométrica e analise conformacional sistematica do
intermediario-chave 57 e 92-94, através do emprego de Mecanica Quantica em nivel
semi-empirico AM1; Caélculo de “Single-point” sobre a conformacdo de menor
energia para o orbital HOMO; Mapas de potencial eletrostatico sobreposto dentro da
densidade eletrbnica total (0,002 e/au 3) do intermediario-chave 57 e 92-94
demonstrados em uma faixa de -65,2 (vermelho) a 27,4 Kcal/mol (azul) para 57, -
67,4 (vermelho) a 29,8 Kcal/mol (azul) para 92, 3,4 (vermelho) a 147,5 Kcal/mol
(azul) para 93 e 4,4 (vermelho) a 151,0 Kcal/mol (azul) para 94.

Em relacdo aos diastereocisomeros (E) e (Z) (Figura 22 e Tabela 16),
podemos observar que o diastereoisomero (Z), apresenta tanto para a forma neutra
92, quanto para forma protonada 94, sutis diferencas no calor de formacgédo. A
variacdo do calor de formacéo para os diastereisdmeros na forma neutra 57 e 92 é

ca. 3,00 Kcal/mol e ca. 5,00 Kcal/mol para a forma protonada 93 e 94.
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Esta diferenca de estabilidade pode ser interpretada em termos de efeito
hiperconjugativo. Neste caso, no diastereoisémero (Z)-92 os orbitais envolvidos na
conjugacao de densidade eletronica apresentam a orientacdo adequada para que o
par de elétrons do atomo de nitrogénio N-sp2 contribua com densidade eletronica
para o orbital antiligante o*C-H, caracterizando efeito hiperconjugativo mais efetivo.
No caso do diastereoisomero (E)-57, os orbitais ndo apresentam a orientacao
adequada e consequentemente nao apresentam a estabilidade adicional decorrente
do efeito hiperconjugativo.

Uma forma indireta de se caracterizar o efeito hiperconjugativo é através da
andlise do comprimento das ligagdes envolvidas no processo de hiperconjugacao
(WEINHOLD, 2001; POPHRISTIC e GOODMAN, 2001; SCHREINER, 2002).
Quando ocorre efeito hiperconjugativo (Figura 23), a ligacdo entre os orbitais
envolvidos na transferéncia de densidade eletrbnica se torna mais curta e a ligacao
formada no lobo oposto do orbital antiligante que recebe a densidade eletronica se
alonga. Como podemos observar na Figura 23, o comprimento da ligagdo entre os
orbitais envolvidos transferéncia de densidade eletronica para o diastereocisbmero
(2)-92 é de 1,29 A, um pouco menor, quando comparada com o diastereoisdmero
(E)-57, onde se observou comprimento de ligacéo igual 1,31 A. Os comprimentos
das ligacbes que aumentam sua densidade eletrbnica, ndo apresentaram a
correlacdo esperada, o que pode sugerir que o método de calculo empregado, o
método semi-empirico AM1, ndo € completamente parametrizado para descrever

com precisao este tipo de interacao.
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N-sp2 y -3
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Isbmero (Z) 92 Isbmero (E) 57 HsC

Figura 23 — Interpretacdo da maior estabilidade o diastereoisémero (Z) 92, em
termos de efeito hiperconjugativo, através do emprego de Mecéanica Quantica em
nivel semi-empirico.

Uma vez que haviamos avaliado ambos os tautdmeros, a préxima etapa foi
avaliar a barreira energética envolvida na interconversdo entre os mesmos. Muito
embora em solucdo a tautomeria deva envolver a participacdo do solvente,
principalmente em meio acido, a fim de simplificar o método de célculo empregado,
abordamos a tautomeria em termos de rearranjo sigmatropico 1,3, para a qual existe
precedente na literatura (GU et al., 2000; BHARATAM e KHANNA, 2004).

Como ilustrado na Figura 24, a proposta de rearranjo sigmatropico 1,3
sugere que a tautomeria pode ocorrer. A conversdo do tautdbmero 94 no tautémero
95 envolve barreira entalpica de ativacdo de 44,58 Kcal/mol. O tautémero 95, que
apresenta a dupla ligacado deslocada sobre a subunidade N,N-dimetilamina, pode
fazer com a ligacdo simples nitrogénio-carbono gire 180° para se converter no
tautbmero 96, em processo que envolve entalpia de ativacdo 15,32 Kcal/mol,
relativamente menor por ndo envolver estado de transicdo de quatro membros. O

processo sigmatropico 1,3 para a conversao de 96 em 93, necessitou de entalpia de

ativacdo de 61,58 Kcal/mol.
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Através dos valores de entalpia de ativacdo obtidos nos calculos, podemos
concluir que estados de transicdo de quatro membros envolvem entalpia de ativacéo
mais elevadas, porque sdo estados de transi¢cdo bastante tensionados. A tautomeria
em solucdo e acido catalisada deve envolver barreiras de entalpia de ativacao
menores do que as obtidas através de calculo, uma vez que estados de transicédo de

quatro membros ndo devem estar envolvidos no processo.

329,87 Kcal/mol e & A
E (Kcal/mol) =Rt

329,24 Kcal/mol

(Kcal/mol)

A Ea= 61,58
‘ (Kcal/mol)
283,89 Kcal/mol

290,32 Kcal/mol
285,29 Kcal/mol

268,57 Kcal/mol 267,67 Kcal/mol

m
CH Cl
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285,29 Kcal/mol 268,57 Kcal/mol 267,67 Kcal/mol 290,32 Kcal/mol
Isdmero (Z) 94 Isémero (Z) 95 Isémero (E) 96 Isémero (E) 93

Figura 24 — Rearranjo sigmatrépico 1,3 para interconversdo entre 0s isbmeros
protonados (E)-93 e (Z2)-94, através do emprego de Mecéanica Quantica em nivel
semi-empirico AM1.

3C

CH3

Como os resultados experimentais haviam demonstrado que através de
condicdes de solvente polar aprético e em meio neutro a reacdo entre 0
intermediario N,N-dimetil-1-fenil-3-metil-1H-5-pirazoliliminometanamina (57) e 1-fenil-

2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona (56) resultou na obtencdo de melhor rendimento (75



%), iniciamos o estudo de estado de transicdo buscando condi¢cdes que mais se
aproximassem daquelas observadas experimentalmente (KAZLAUSKAS, 2001).

Neste contexto (Figura 25), empregamos a 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-
diona (56) na forma neutra 56 e o0 N,N-dimetil-1-fenil-3-metil-1H-5-
pirazoliliminometanamina (57) na forma tautomérica E, com aproximacdo endo.
Através deste calculo obtivemos estado de transicdo assincrénico, com barreira
entalpica de 27,29 Kcal/mol. Muito embora estados de transi¢cdo assincrénicos sejam
descritos na literatrua (SAETTEL et al.,, 2002), sua confirmagcdo requer
caracterizacdo experimental, a fim de se descartar que ndo seja uma limitacdo do
método empregado no estudo. Através da Figura 25, € possivel se observar que a
ligacdo que esta sendo formada com o atomo de carbono quatro do anel pirazélico
que apresenta maior coeficiente de contribuicdo no orbital HOMO apresenta
comprimento de 1,95 A. Ja4 a outra ligacdo simples em formacdo, apresenta
comprimento de 2,59 A.

A geometria deste estado de transicdo conduz ao aduto de Diels-Alder que
apresenta a orientacdo adequada para que ocorra a eliminacdo do grupo N,N-
dimetilamino.

Como ilustrado na Figura 20, foi possivel prever que o aduto de Diels-Alder
decorrente da reacédo entre a 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona (56) na forma
neutra 56 e o N,N-dimetil-1-fenil-3-metil-1H-5-pirazoliliminometanamina (57) na
forma do tautdmero (Z)-92, com aproximacdo endo (Figura 27), ndo apresenta a

orientacdo adequada para favorecer a eliminacao do grupo N,N-dimetilamino.
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LUMO= -1,26 eV
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P
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Complexo Inicial=
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Complexo Final=
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Coordenada da Reacédo
3,3A 15A

Figura 25 — Calculo de estado de transicdo para a reacdo hetero Diels-Alder 4+2,
com aproximagdo endo, envolvendo o intermediario-chave N,N-dimetil-1-fenil-3-
metil-1H-5-pirazoliliminometanamina (57), isbmero E 57 e 1-fenil-2,5-diidro-1H-
pirrolo-2,5-diona (56), através do emprego de Mecéanica Quéantica em nivel semi-
empirico AM1.

Entretanto, como ja haviamos evidenciado que o processo tautomeérico €
passivel de ocorrer, restava saber qual seria a barreira entalpica da reacdo hetero
Diels-Alder. Estes dados permitiriam inferir se poderiamos estar observando um
processo competitivo, em meio acido, no qual os fatores geométricos e
conformacionais estariam interferindo sobre a cinética da reacéao.

O estado de transicao (Figura 26) obtido também se mostrou assincrénico,

apresentando barreira de entalpia de ativacdo de 31,81 Kcal/mol, bastante

semelhante ao processo anterior 27,29 Kcal/mol.
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Face ao valor de entalpia de ativacdo ser bastante proximo, € provavel que

em meio acido, esteja havendo competicdo entre os diastereoisdmeros.

(o)
QNA@ Processo
Assincronico
o w»

6,43 Kcal/mol 56
LUMO=-1,26 eV

H3c>ji\N/c
O )
\N N

E (Kcal/mol)

167
Isémero (Z) 93 .

126,22 Kcal/mol AHa= 31,81 Kcal/mol .
HOMO= -8,75 eV

Complexo Inicial= .
130,50 Kcal/mol 1 365 ._.__.

Complexo Final=
102,30 Kcal/mol

Coordenada da Reacéo

33A 15A

Figura 26 — Célculo de estado de transicdo para a reacdo hetero Diels-Alder 4+2,
com aproximacdo endo, envolvendo o intermediario-chave N,N-dimetil-1-fenil-3-
metil-1H-5-pirazoliliminometanamina (57), isbmero Z 92 e 1-fenil-2,5-diidro-1H-
pirrolo-2,5-diona (56), através do emprego de Mecéanica Quéantica em nivel semi-
empirico AM1.

Ao considerarmos que a 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona (56) na forma
neutra 56 e o N,N-dimetil-1-fenil-3-metil-1H-5-pirazoliliminometanamina (57) na
forma do tautbmero 57, com aproximacgdo exo (Figura 27), também poderiam estar
acontecendo, poderiam resultar em outros processos competitivos, no qual a

geometria do aduto de Diels-Alder ndo apresentaria a orientacdo adequada para a

eliminacdo do residuo N,N-dimetilamino.
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Quando avaliamos o valor da barreira de entalpia de ativacdo obtido (25,10
Kcal/mol) (Figura 27), podemos constatar sua semelhanca com aquelas obtidas nos

outros processos discutidos previamente.

0 Processo

Assincronico
| N—<: :>

6,43 Kcal/mol 56
LUMO= -1,26 eV

H3C,

E (Kcal/mol)
164 ET*= 157,44 Kcal/mol

Isdmero (E) 57

129,92 Kcal/mol AHa= P5,10 Kcal/mol
HOMO= -8.46 eV

133.5@u="

4

Complexo Inicial=
132,29 Kcal/mol

Complexo Final=
102,23 Kcal/mol

Coordenada da Reacéo
33A 15A

Figura 27 — Célculo de estado de transicdo para a reacdo hetero Diels-Alder 4+2,
com aproximacao exo, envolvendo o intermediario-chave N,N-dimetil-1-fenil-3-metil-
1H-5-pirazoliliminometanamina (57), isbmero E 57, e 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-
diona (56), através do emprego de Mecanica Quantica em nivel semi-empirico AM1.

Os dados obtidos através de calculo tedrico (Tabela 17) apresentam boa
correlagdo com as observacdes discutidas na Figura 20, permitindo a predicdo da
estereoquimica do produto formado, uma vez que as barreiras entalpicas obtidas
apresentam valores bastante proximos. Neste caso, somente a reacdo onde

empregamos a 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona (56) na forma neutra 56 e o

N,N-dimetil-1-fenil-3-metil-1H-5-pirazoliliminometanamina (57) na forma do
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tautbmero 57, conduzem ao produto que atende a fatores geométricos e
conformacionais necessarios a eliminacdo do grupo N,N-dimetilamino. Por outro
lado, o tautomerismo catalisado por acido, pode favorecer processos competitivos,
que desfavorecem a formacao do produto desejado.

Através da andlise das entalpias de formacdo dos produtos, podemos
observar que os trés processos estudados apresentam carater exotérmico (AHwxn),
ca. - 30,00 Kcal/mol. Segundo o postulado de Hammond, reacdes exotérmicas
apresentam estado de transicao adiantado, com geometria que se assemelha ao
material de partida (HAMMOND, 1954).

Tabela 17 — Perfil das reacdes de hetero Diels-Alder estudadas através de Mecénica
Quantica em nivel semi-empirico.

Reacao 57 + 56 (endo) 93 + 56 (endo) 57 + 56 (exo)
Inicial (Kcal/mol) 133,50 130,50 132,29
ET* (Kcal/mol) 160,79 162,31 157,44
Final (Kcal/mol) 105,99 102,30 102,23
AH, (Kcal/mol) 27,29 31,81 25,10
AH i (Kcal/mol) -27,51 -28,20 -30,06

Calculado AH,=H(ST*) — H(complexo inicial)
Calculado AH,,,=H(complexo final)— H(complexo inicial)

3.3 - RESULTADOS FARMACOLOGICOS
3.3.1 - ENSAIO DE “BINDING” DOS DERIVADOS LASSBio 872 (49) e LASSBio 873
(50)

Inicialmente, os novos derivados heterotriciclicos LASSBio 872 (49) e
LASSBIio 873 (50) foram submetidos a ensaios preliminares de “binding”, através do
emprego de ca. de 200 pg de proteina (preparacdo bruta de sinaptossoma de
cérebro de rato) foram incubadas por 90 minutos a 4°C na presenca de [*H]-

flunitrazepam (97) 0,2nM, KREBS-Tris (pH 7,2 a 25°C) e concentracdes crescentes
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de agente competidor (flunitrazepam (98) ndo radioativo) ou das molécula testada,

LASSBio 872 (49) e LASSBio 873 (50).

NO, (97)

Este ensaio permitiria validarmos o planejamento estrutural, uma vez que se
avaliaria a capacidade das substancias 49 e 50 serem reconhecidas pelo receptor
GABA,, inferido através do deslocamento de um radioligante conhecido. Contudo,
devido a auséncia de solubilidade dos novos derivados LASSBio 872 (49) e
LASSBIio 873 (50) no meio em que o0 ensaio é realizado, néo foi possivel validarmos
o planejamento estrutural através deste bioensaio. As tentativas para obtencdo dos
correspondentes cloridratos, tartaratos e citratos, que em tese seriam mais solaveis

em meio aquoso, nao lograram sucesso.

3.3.2 — INFLUENCIA DOS DERIVADOS LASSBio 872 (49) E LASSBio 873 (50)
SOBRE O TEMPO DE HIPNOSE INDUZIDA PELO SAL SODICO DO
PENTOBARBITAL (4)

Na tentativa de contornarmos as limitagées encontradas nos ensaios in vitro,
a etapa subseqguente envolveu a avaliacdo do perfil central dos novos derivados
heterotriciclicos 49-52 em modelos farmacoldgicos in vivo.

Neste contexto, 0 modelo de “sleeping time” (Grafico 4) foi o primeiro ensaio

eleito a fim de se avaliar as propriedades hipnético-sedativas dos derivados
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LASSBio 872 (49) e LASSBio 873 (50). Neste ensaio se avalia a influéncia dos
compostos bioativos na duracdo da hipnose induzida pelo sal sédico do
pentobarbital (4). Neste ensaio foram empregados camundongos (n=10) por dose,
doses crescentes (1, 2, 4, 6 e 10 mg/Kg) do derivado LASSBio 872 (49) e LASSBIio
873 (50) e DMSO como veiculo, administradas por injecdo via i.p.. Apoés trinta
minutos, foi administrada a injecédo i.v. do sal sédico do pentobarbital (4), na dose de
25 mg/Kg e posteriormente se avaliou a duracao da hipnose, bem como perda do
reflexo e postura.

Através da analise de curva dose-resposta (Grafico 4), que relaciona o
tempo de hipnose a doses crescentes dos derivados LASSBio 872 (49) e LASSBIo
873 (50), se observou que tanto o LASSBIio 872 (49) quanto o LASSBIio 873 (50)
apresentaram a habilidade de prolongar o tempo de duracdo da hipnose induzida
pelo pentobarbital (4), com concentracao efetiva 50% (ECsp) igual a 4,3 mg/Kg (11,1
pumol/Kg) e 3,1 mg/Kg (7,7 umol/Kg), respectivamente. Na dose de 6 mg/Kg, o
derivado LASSBIio 872 (49), que apresenta maior coeficiente de particdo (Log P=
3,28) atingiu o efeito maximo, aumentando o tempo de hipnose do controle de 41 +
17,4 min para 90,9 £ 5,1 min. Na mesma dose do derivado LASSBio 873 (50), que
apresenta Log P= 2,47, aumentou o tempo de duracdo da hipnose de 162,7 = 25,8
min, ca. de quatro vezes o tempo do controle. Os resultados farmacoldgicos obtidos
neste bioensaio ndo apresentaram correlacdo direta entre o coeficiente de particéo e
atividade hipnética observada, sugerindo que o efeito hipnético deve estar
relacionado aos aspectos farmacodinamicos do reconhecimento pelo biorreceptor

envolvido.
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Gréfico 4 — Efeito do LASSBIio 872 (49) e LASSBIio 873 (50) na duracdo do efeito
hipnético do sal sédico do pentobarbital (4). Cada ponto representa a média £ EPM.
N=10 camundongos por dose. *P<0,05 quando comparado ao controle (tratamento
com DMSO).
Estes resultados sugerem que o0s novos derivados 49 e 50 podem estar
sendo reconhecidos por receptores GABAErgicos, principal via inibitéria no SNC de

mamiferos, uma vez que os mesmos foram capazes de aumentar o tempo de

hipnose induzida pelo sal sédico do pentobarbital (4).

3.3.3 — AVALIACAO DO TEMPO DE HIPNOSE INDUZIDA PELOS DERIVADOS
LASSBio 872 (49) E LASSBio 873 (50)

Uma vez que se observou que os derivados LASSBIio 872 (49) e LASSBIo
873 (50) apresentaram efeito sinérgico frente a hipnose induzida por pentobarbital
(4) sugerindo a participacdo de receptores GABAérgicos, ambos 0s compostos
foram administrados, isoladamente para se avaliar seus efeitos hipnoticos em

camundongos (Gréfico 5). Neste ensaio foram empregados camundongos (n=10)
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por dose, doses crescentes dos derivados LASSBio 872 (49) e LASSBIio 873 (50)
(25 a 500 pg/Kg), empregando DMSO como veiculo, administradas por injecao via
i.v.. Através das medidas de percentual da duracdo da hipnose foi calculada a dose
gue promoveu hipnose em 50% dos animais testados (DHsp), sendo igual 105,0
ug/Kg para o LASSBIio 872 (49) e 42, 6 ug/Kg para o LASSBio 873 (50). Desta
forma, podemos concluir que LASSBIio 873 (50) se apresenta como o derivado mais
potente em prolongar o tempo de hipnose induzida pelo pentobarbital (4) assim

como em induzir hipnose 0 que sugere a participacao de receptores GABAérgicos.

100

100
DHy,= 105 pg.kg™ DHgy= 42,6 pg.kg™
2.
= 0,98 2
80 4 80 | r’=0,98
-y -y
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o 60 o 601
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Gréfico 5 — Hipnose induzida pela inje¢éo i.v. de LASSBio 872 (49) e LASSBIio 873
(50) em camundongos.

Como ilustrado no Grafico 6, o efeito hipnotico observado para ambas as
substancias é dose dependente. Desta forma, através da andlise do Grafico 6,
podemos observar que o derivado LASSBio 872 (49) apresentou duracéo de 26,1 +
5,2 e 53,7 £ 9,3 segundos nas doses de 25 e 50 pg/Kg, respectivamente. Resultados
semelhantes também foram obtidos para o derivado LASSBio 873 (50), onde se
observou que o tempo de duracdo de hipnose foi de 27,9 + 8,4 e 49,6 + 3,9

segundos nas doses de 25 e 50 pg/Kg, respectivamente.
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Grafico 6 — Duracdo da hipnose dose dependente induzida pela injecdo i.v. de
LASSBio 872 (49) e LASSBio 873 (50) em camundongos. O numero de
camundongos utilizados estd apresentado entre parénteses. *P<0,05 quando
comparado com a dose de 25 ug/Kg .

3.3.4 — AVALIACAO DO PERFIL CONVULSIVANTE DOS DERIVADOS LASSBio
872 (49) E LASSBio 873 (50)

Durante o curso dos experimentos farmacolégicos relatados acima foi
observado que quando se modificava a via de administracdo dos derivados LASSBio
872 (49) e LASSBIio 873 (50) de i.p. para i.v., 0Ss animais passavam a apresentar
convulsdes. Como mencionado anteriormente, é descrito na literatura por Seighart
(1995) que os receptores GABAA podem ser modulados por ligantes que podem
induzir convulsdes. Adicionalmente, estes receptores também se mostram sensiveis
a atividade intrinseca dos ligantes (GRUPTA, 1995; WOLFF, 1997; CHEBIB e
JOHSNTON, 2000;WILLIAMS e LEMKE, 2002). No entanto, as raz6es que levaram
a inducao de convulsdes apos a mudanca da via de administracdo ainda nao estao
completamente compreendidas, mas podem estar relacionadas a quantidade de

substancia livre na biofase.
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Uma vez observado o perfil convulsivante, foram determinadas as doses que
promovem convulsées em 50% dos animais testados (DCsp) (Gréafico 7) para os
derivados LASSBIio 872 (49) e LASSBIio 873 (50). Estas foram identificadas como
sendo iguais a 61,0 e 74,0 pg/Kg, respectivamente. Como conclusdes parciais dos
resultados até entédo obtidos, podemos inferir que LASSBIio 873 (50) apresenta perfil
mais hipnaético (42, 6 pug/Kg) do que convulsivante (74,0 pg/Kg), jA4 que a DHsg
observada é menor do que a DCsy. Por outro lado, o derivado LASSBio 872 (49)
apresenta perfil pro-convulsivante, pois a DCs (61,0 pg/Kg) é menor do que a DHsg

(105,0 pg/Kg), estando estas respostas possivelmente evocando receptores

GABAérgicos.
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Grafico 7 — Convulséao induzida pela injecédo i.v. de LASSBio 872 (49) e LASSBIio
(50) em camundongos.

O comportamento farmacolégico de LASSBio 872 (49) e LASSBio 873 (50)
se tornou mais evidente através da analise do registro do eletroencefalograma
obtido (Figura 28) apds a administracdo de doses de LASSBio 872 (49) inferiores a

DCsy, i.e. 40,0 ug/Kg, quando o rato passa a manifestar convulsées.
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Figura 28 — Registro do Eletrbenéefélogfama (EEG) em rato antes e apéé injégéo de
40 ug/Kg i.v. de LASSBIo 872 (49) em ratos. O animail foi anestesiado com opidide e
curarizado com atropina.

3.3.5 — AVALIACAO DO PERFIL ANTINOCICEPTIVO DOS DERIVADOS LASSBio
872 (49), LASSBio 873 (50), LASSBi0 980 (51) E LASSBio 981 (52) NO ENSAIO DA
PLACA QUENTE

Face ao tropismo dos derivados LASSBIio 872 (49) e LASSBio 873 (50) pelo
SNC, confirmado nos ensaios anteriores, outro modelo farmacolégico foi eleito para
se avaliar as possiveis propriedades centrais que ndo poderiam ser observadas
através dos modelos até entdo estudados.

Neste contexto, o teste da placa quente, desenvolvido por Jacob e
Ramabadran, foi empregado com o intuito de avaliar os efeitos analgésicos centrais
destas substancias identificadas nos farmaco prototipo zolpidem (6) (JACOB e
RAMABADRAN, 1978). Neste ensaio foram empregados camundongos (n=10) por
dose, temperatura da placa a 52°C, doses crescentes dos derivados LASSBio 872
(49), LASSBio 873 (50), LASSBio 980 (51) e LASSBio 981 (52) (0,5; 1; 2; 4: 6 e 8
mg/Kg), e DMSO como veiculo, administradas por injecdo via i.p.. Os tempos de
permanéncia sobre a placa quente foram registrados nos intervalos 0, 5, 15, 30, 40,
60, 90, 105 e 120 minutos. O tempo maximo de permanéncia na placa é de trinta e

cinco segundos para que ndo haja lesdo dos animais. Quando os animais foram pré-
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tratados apenas com DMSO os mesmos permaneceram na placa por 13,9 + 1,26
segundos.

Como observado no Gréfico 8, o derivado LASSBio 872 (49) na dose de 6
ug/Kg (15,5 pumol/Kg), atingiu praticamente o efeito maximo no ensaio em questao,
apoOs quinze minutos, caracterizando, assim, que além das propriedades hipnoéticas
observadas anteriormente, este derivado apresenta potentes propriedades
analgésicas.

O efeito analgésico observado quando associado ao efeito convulsivante
identificado anteriormente durante a administracdo i.v., pode sugerir perfil
semelhante aqueles dos opidides. De fato, é descrito na literatura que a morfina (3)
em determinadas doses, além do efeito analgésico apresenta efeito convulsivante,
semelhante ao observado para LASSBio 872 (49) (HARDMAN e LIMBIRD, 2001).
Para avaliarmos a hip6tese onde o derivado LASSBIio 872 (49) poderia estar sendo
reconhecido por receptores opidides, avaliamos, no ensaio da placa quente, 0s
efeitos da naloxona (98), um antagonista opidide inespecifico, uma vez que sao

descritos pelo menos 5 subtipos (Tabela 18) de receptores opidides (STEFANO et

al.,2000).
Tabela 18 — Subtipos de receptores opibdides (adaptado de Stefano et al., 2000).
Subtipo de Ligante
receptor
u ul  Morfina e encefalinas
u2  Morfina
u3  Alcaléides opidides
d o1 Encefalinas

52 Met-encefalinas
Cetociclazocina e dinorfina
-Endorfina
(+)-N-Alilnormetazocina

m
m
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Quando os camundongos foram pré-tratados (Grafico 8) com 1 mg/Kg de
naloxona (99), se observou reducdo para 80% do efeito analgésico do derivado
LASSBio 872 (49), ap0s cinco minutos. Ao se aumentar a dose de naloxona (99)
para 2 mg/Kg se observou reducdo do efeito analgésico para 50%, apOs cinco
minutos. Estes resultados indicam que a atividade analgésica de LASSBIio 872 (49)
pode estar sendo mediada por receptores opidides, uma vez que a co-administracao

do antagonista opiodide inespecifico naloxona (99) reduz significativamente a

s

atividade analgésica de 49.

N

OH

own

Naloxona (98)

—e— L872 6 mg/kg

—e— L872 + Naloxonal
1mg/kg

—e— L872 + Naloxona

2mg/kg

100 A

80 -

60 -

40 -

Placa Quente (s)

20 -

0 20 40 60 80 100 120
Tempo de inje¢do i.p. (min)
Gréfico 8 — Analgesia induzida pela inje¢do i.p. de LASSBio 872 (49) sem (azul) e
com (verde e vermelho) pré-tratamento com naloxona (98) em camundongos.
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O derivado LASSBio 873 (50) (Gréafico 9), no mesmo ensaio, também
apresentou atividade analgésica em torno de 60% na dose de 2 mg/Kg (5,0
pumol/Kg), apresentando seu efeito méximo apds ca. dez minutos. Com o aumento
da dose para 4 mg/Kg (10,0 umol/Kg), houve aumento da atividade analgésica para
ca. 75% e o efeito maximo foi observado apdés quarenta minutos. Novamente,
quando os camundongos foram pré-tratados com 1 mg/Kg de naloxona (98), se
observou reducdo do efeito analgésico para 20% apds cinco minutos, quando do
derivado LASSBio 873 (50) foi usado na dose de 2 mg/Kg. Contudo, quando o
derivado LASSBIio 873 (50) foi usado na dose de 4 mg/Kg, o efeito analgésico foi
reduzido para 40% apos 20 minutos, quando os animais foram pré-tratados com 1

mg/Kg de naloxona (98).
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Grafico 9 — a) Analgesia induzida pela injecdo i.p. de LASSBIio 873 (50) na dose de 2
mg/Kg; b) Analgesia induzida pela injecdo i.p. de LASSBio 873 (50) na dose de 4
mg/Kg, sem (amarelo) com (azul) pré-tratamento com naloxona (98) em
camundongos.
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O derivado LASSBio 980 (51) (Grafico 10), que apresenta padrdo de
substituicdo na subunidade fenila igual a do protétipo zolpidem (6)*, apresentou
atividade analgésica ca. 85% na dose de 4 mg/Kg (10,8 umol/Kg), apresentando
efeito maximo apos trinta minutos, tendo sido identificado como o segundo mais
ativo da série. O pré-tratamento com 1 mg/Kg de naloxona (98) acarretou em

reducdo para ca. 20% da atividade analgésica, apds trinta minutos.

—a— 930 2mgfky
—e— LA80 4makg
—— L9800 4makg +
Maloxona 1molfkg

80 4

60 4

40

Placa Quente (s)

T T T T
[t} 20 ] &0 1] 100

Tempo deinjegda ip. (min)

Grafico 10 — Analgesia induzida pela injecdo i.p. de LASSBIio 980 (51) sem (verde e
vermelho) ou com (azul) pré-tratamento com naloxona (98) em camundongos.

Por sua vez, o derivado LASSBIio 981 (52) que é a substancia de referéncia
para se avaliar os efeitos eletrénicos (o), estéricos (RM) e de lipossolubilidade (1)
dos substituintes (Cl 49, NO, 50, CH3 51 e H 52), apresentou atividade, ca. 65,% na

dose de 6 mg/Kg (16,9 uM), apresentando efeito maximo apds trinta minutos. O pré-

* Muito embora o zolpidem (6) tenha entrado no Mercado Farmacéutico & ca. de dez anos, ndo ha
gualquer mencao na literatura sobre o mecanismo de a¢éo da atividade analgésica observada, nem
sobre seu comportamento frente aos receptores opiéides.
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tratamento com 1 mg/Kg de naloxona (98) acarretou em reducédo para ca. 20% da

atividade analgésica, ap0s quinze minutos.

100

—e— L1981 6mg/kg

—e— 1981 6mg/kg + Naloxona
80 - 1mg/kg

60 -

40
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Gréfico 11 — Analgesia induzida pela injecéo i.p. de LASSBIio 981 (52) sem (amarelo)
ou com (azul) pré-tratamento com naloxona (98) em camundongos.

3.351 - RELAQAO ESTRUTURA QUIMICA ATIVIDADE ANALGESICA
OBSERVADA PARA OS DERIVADOS 49-52

Na Tabela 19 se encontram descritos o0s percentuais de atividade
antinociceptiva em funcdo dos tempos nos quais as leituras foram tomadas. Estes
dados sugerem que no caso da atividade antinociceptiva os fatores farmacocinéticos
parecem prevalecer frente aos fatores farmacodindmicos. Neste contexto, podemos
observar correlacdo entre os valores de coeficiente de particdo e o tempo através do
qual o efeito méximo foi observado, onde o derivado LASSBio 872 (49) com Log
P=3,28 apresentou seu efeito maximo i.e. (1100% em quinze minutos, enquanto o
derivado LASSBIio 873 (50) com Log P= 2,47 apresentou efeito maximo de 75% em

quarenta minutos. Isto parece traduzir que o efeito do atomo de halogénio presente
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em 49 auxilia 0 mesmo a transpor a barreira hemato-encefalica, através do aumento
da lipossolubilidade.

Por outro lado, ndo observamos correlacao linear em termos de valores de
coeficiente de particdo e atividade farmacolégica, pois o derivado LASSBio 873 (50)
que possui efeito antinociceptivo intermediario (ca. 75%) apresenta menor valor de
coeficiente de particdo (Log P= 2,47).

Através da Tabela 19 também podem ser observadas diferencas quanto a
reducdo da atividade antinociceptiva em funcdo do tempo, o que pode estar
traduzindo diferencas quanto ao perfil de metabolismo dos derivados LASSBio 872
(49), LASSBio 873 (50), LASSBIo 980 (51) e LASSBio 981 (52).

Tabela 19 — Correlacdo das curvas dose-resposta do efeito antinociceptivo para os

derivados LASSBIo 872 (49), LASSBIo 873 (50), LASSBIio 980 (51) e LASSBIo 981
(52) e os correspondentes coeficientes de particao.

LASSBIo 872 (49)  LASSBio 873 (50) LASSBIio 980 (51) LASSBIo 981 (52)

Log P= 3,28* Log P=2,47 Log P=2,99 Log P=2,55
[15,5 pM] [10,0 pMm] [10,8 uM] [16,9 uM]
15’ 100% 15’ 60% 15’ 70% 15’ 35%
20’ 90% 20’ 60% 20’ 80% 200 40%
30’ 90% 30’ 65% 30’ 85% 30’ 65%
40’ 90% 40’ 75% 40’ 60% 40’ 50%
60’ 60% 60’ 45% 60’ 35% 60’ 15%
80’ 40% 80’ 30% 80’ 20% 80’ 5%
90’ 30% 90’ 20% 90’ 10% 90’ 5%

*Programa Pallas 2.0.

De maneira geral o metabolismo de farmacos se processa em duas fases,
onde em um primeiro momento ocorre a introducdo de um grupamento polar para
posterior condensacdo com uma subunidade polar, usualmente de acido glicurénico.
Apoés a condensacao na segunda fase, o perfil da molécula organica em questéao
adquire um carater mais hidrofilico, facilitando, assim, sua excrecdo na urina

(BARREIRO, SILVA e FRAGA, 1996).
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E descrito na literatura que derivados para-substituidos, principalmente por
atomos de halogénio, apresentam tempo de meia vida (t,,) aumentado, em relacdo
aos derivados nao funcionalizados na posicao para (WILLIAMS e LEMKE, 2002;

BARREIRO, SILVA e FRAGA, 1996; BARREIRO e FRAGA, 2001).

E provavel que devido a este fato, todos os derivados LASSBio 872 (49),
LASSBIio 873 (50) e LASSBIo 980 (51), para-substituidos, apresentaram maior t,
guando comparados ao derivado LASSBio 981 (52) néo funcionalizado. Entre os
derivados para-substituidos, o LASSBio 980 (51) apresentou o menor t,, 0 que
provavelmente se deve a particularidades na sua metabolizacdo, semelhante aquela
descrita para o prot6tipo zolpidem (6).

O zolpidem (6) muitas vezes € considerado um hipnético de escolha, porque
além de sua seletividade funcional, apresenta t,, médio de aproximadamente duas
horas, dissociando, assim, os efeitos colaterais de outros farmacos que apresentam
acao prolongada (HARDMAN e LIMBIRD, 2001; SANGER e DEPOORTERE, 1998).
A meia vida relativamente curta do zolpidem (6) decorre da sua metabolizagc&o
(WERMUTH, 1996; SANGER e DEPOORTERE, 1998) através de processo
oxidativo da subunidade metila que é transformada no correspondente grupo acido
carboxilico 99, durante a primeira fase (Figura 29). Dentro deste contexto, é provavel
gue o derivado LASSBIo 980 (51) esteja sendo metabolizado de maneira analoga ao
zolpidem (6), o que justificaria seu menor ty, quando comparado com o0s demais

derivados para-substituidos.
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Zolpidem (6) /N\CH3 Metabdlito (99) /N\CH3
Figura 29 — Particzigridades do metabolismo do farmaco zolpi(Hjse-Cm (6) (adaptado de
Wermuth, 1996; Sanger e Depoortere, 1998).
3.4 — COMPORTAMENTO DOS DERIVADOS LASSBIio 872 (49) E LASSBIio 873
(50) FRENTE AO MODELO DE RELACAO ESTRUTURA ATIVIDADE
QUANTITATIVO (QSAR) PARA LIGANTES BENZODIAZEPINICOS

Como mencionado anteriormente, ndo foi possivel se precisar a acdo dos
derivados LASSBio 872 (49) e LASSBio 873 (50) sobre os receptores GABAAa,
através dos ensaios de “binding”, face aos seus perfis de solubilidade inadequados.
Visando buscar uma correlacao entre a atividade hipnotica identificada e a estratégia
de planejamento empregada, utilizamos uma abordagem indireta através de modelo
tedrico de relacao estrutura quimica atividade farmacologica (QSAR).

Neste contexto, reeditamos um modelo de QSAR para ligantes
benzodiazepinicos que havia sido publicado anteriormente no laboratério (VERLI et
al.,, 2002), empregando metodologia de Analise Comparativa de Campos
Moleculares (COMFA). Para tanto, utilizamos o mesmo banco de moléculas
empregado na construcdo do modelo original e seguimos 0 mesmo padrdao de
alinhamento previamente estabelecido, o que acarretou em economia de tempo e
esforcos.

A patrtir da sobreposicao do banco de 58 moléculas que apresentam perfil de

atividade entre ativo plCso experimental= 9,51, de atividade intermediaria plCsg



experimental = 5,92 e inativo plCsy experimental = 3,60, as quais haviam sido
ensaiadas no mesmo protocolo farmacoldgico, foi possivel se gerar mapas de
campos eletrostaticos e estéricos. Desta forma, podemos discriminar através do
comportamento eletrostatico, regibes do mapa que séo representadas pela cor azul
que indicam que subunidades com baixa densidade eletrbnica podem ser melhor
acomodadas, enquanto as regides de cor vermelha acomodam melhor as
subunidades com maior densidade eletrbnica. A partir do modelo construido, é
possivel se inserir moléculas externas, que apresentem padrdo estrutural
semelhante, para as quais o0 modelo prevé o perfil de atividade em termos de plICsg
calculado.

Neste ponto, vale ressaltar que os derivados LASSBio 872 (49) e LASSBIio
873 (50) foram ensaiados em protocolo farmacolégico diferente daguele em que as
moléculas que compuseram o0 banco de dados do modelo. Portanto, quaisquer
conclusdes relativas as moléculas sintetizadas no laboratério tem apenas carater
qualitativo.

Como ilustrado na Figura 30, quando os derivados LASSBIio 872 (49) e
LASSBio 873 (50) foram analisados no mapa de campos eletrostaticos, podemos
observar de que maneira 0os mesmos se alinham em relagdo aos campos
descritores, além de obtermos a predicdo tedrica de sua atividade, que foram de
plCso calculado = 5,31 e plCso calculado = 7,88, respectivamente. Muito embora,
como ja frisado anteriormente, nossas analises apresentem um carater qualitativo,
os valores preditos teoricamente apresentam correlacdo com os valores obtidos

experimentalmente, onde o derivado LASSBio 873 (50) se destacou apresentado
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maior plCso calculado= 7,88 e menor DHso= 42,6 pg/Kg, quando comparado ao
LASSBI0 872 (49) com plCsg calculado= 5,31 e maior DHsp= 105,0 pg/Kg.

Através da andlise dos campos eletrostatico e estérico, € possivel se inferir
que a subunidade constituida pelas carbonilas e fenila para-substituida apresentam
maior relevancia. Para ambos os derivados, os atomos de oxigénio carbonilicos se
encontram em regides do mapa em que subunidades com maior densidade podem
ser bem acomodadas. Sob o ponto de vista farmacodinamico, como cogitado
anteriormente, o derivado e LASSBio 873 (50) suplanta o derivado LASSBio 872
(49) em efeito hipnotico, porque pode efetuar maior nimero de interacdes permitidas
com o modelo teorico de receptor. Através de analise mais apurada, € possivel se
observar que os atomos de oxigénio da subunidade nitro se encontram localizados
sobre regides do mapa em que subunidades com maior densidade eletrénica podem

ser acomodadas.

Favoravel a densidade eletronica
Desfavoravel a densidade eletronica

Figura 30 — Mapa de campo eletrostatico de COMFA para LASSBio 872 (49) (azul) e
LASSBiIo 873 (50) (alaranjado).

86



Estes resultados sugerem que no dominio do mapa tedrico do biorreceptor
alvo, sobre o qual se encontra a sub-unidae nitro do derivado LASSBIio 873 (50),
interacdes eletrostaticas envolvendo cargas formais sejam relevantes para a
atividade hipnoética observada.

Em relacdo ao mapa de campo estérico (Figura 31), novamente parece que
a subunidade constituida pela fenila para-substituida é a regido de maior relevancia.
Em termos estéricos, os derivados LASSBio 872 (49) e LASSBio 873 (50) nao
apresentam restricdo relevantes, exceto por uma sutil aproximagdo do atomo de
cloro do derivado LASSBIio 872 (49) a margem da regido amarela, que é sensivel a
efeito estérico.

Através da andlise dos mapas de campo eletrostatico e estérico, podemos
inferir que os componentes eletrbnicos parecem ser mais importantes para a
atividade hipnética.

A sobreposicao das estruturas tridimensionais dos derivados LASSBio 872
(49) e LASSBIo 873 (50), apresenta valor de RMS=0,844. Muito embora o valor de
RMS traduz boa correlagdo entre os novos derivados heterotriciclicos 49 e 50, o
perfil de interacdes efetuadas pelos substituintes demonstrou ser importante para a

modulacdo da atividade hipnoética com o bioreceptor-alvo.
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Favoravel a efeito estérico
Il Desfavoravel a efeito estérico

Figura 31 — Mapa de campo estérico de COMFA para LASSBio 872 (49) (azul) e
LASSBIo 873 (50) (alaranjado).

88



4- CONCUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir-se que o
planejamento empregado no desenho estrutural dos novos derivados
heterotriciclicos 49-52 se mostrou adequado, uma vez que 0S compostos-alvos 49 e
50 apresentaram perfil de atividade semelhante aquela do prototipo zolpidem (6).

Quando submetidos ao protocolo do ensaio de “sleeping time”, que avalia a
hipnose induzida pelo sal sédico do pentobarbital (4), os derivados 7-(4-clorofenil)-3-
fenil-1-metil-3,6,7,8-tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-diona  (49), 3-
fenil-1-metil-7-(4-nitrofenil)-3,6,7,8-tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-
diona (50), apresentaram DHs0=105,0 pg/Kg e 42,6 ug/Kg, respectivamente.

Em relagédo ao ensaio de analgesia, os derivados 7-(4-clorofenil)-3-fenil-1-
metil-3,6,7,8-tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-diona  (49), 3-fenil-1-
metil-7-(4-nitrofenil)-3,6,7,8-tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-diona (50)
3-fenil-1-metil-7-(4-metilfenil)-3,6,7,8-tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-
diona (51) e 3-fenil-7-fenil-1-metil-3,6,7,8-tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-
6,8-diona (52) apresentaram importantes propriedades antinociceptivas, com
destaque para os derivados LASSBIio 872 (49) com 100% e LASSBIo 980 (51) com
85% de atividade analgésica.

Ademais, a metodologia sintética empregada para a obtencdo dos novos
derivados heterotriciclicos 49-52 se mostrou adequada, muito embora, na etapa-
chave que envolve a reagao de hetero Diels-Alder, os rendimentos obtidos tenham
sido modestos quando utilizamos o protocolo original. No entanto, a troca do
solvente original por dimetilsulfoxido permitiu a otimizacdo do rendimento do

derivado 51 estudado. O estudo tedrico através do emprego de Mecéanica Quantica
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em nivel semi-empirico forneceu informac¢des qualitativas relativas ao estado de
transicdo das reacdes de hetero Diels-Alder, contudo os calculos necessitam ser
refinados através do emprego de método ab initio ou DFT.

A caracterizacdo farmacoldgica da eventual participacdo dos receptores
benzodiazepinicos no mecanismo de acdo hipnética e/ou analgésica dos novos
compostos heterotriciclicos sera avaliada nos mesmos protocolos, empregando
como padrbes e bloqueadores da atividade observada, farmacos moduladores de
receptores benzodiazepinicos como e.g. zolpidem (6, agonista) e o flumazenil (31,

antagonista).
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5 - MATERIAL E METODOS
5.1 - PARTE EXPERIMENTAL

Os espectros de RMN-"*C foram obtidos a 125 MHz, em aparelho Bruker
(Fiocruz-Farmanguinhos) e a 75 MHz, em aparelho Bruker DRX-300 (IQ-UFRJ). As
amostras foram dissolvidas em CDCI;, contendo tetrametilsilano (TMS) como
referéncia interna .

Os espectros de RMN-'H foram obtidos em aparelhos Bruker (Fiocruz-
Farmanguinhos) e Bruker DRX-300 (IQ-UFRJ), operando respectivamente, a 500
MHz e 300 MHz. As amostras foram dissolvidas em CDClIs, contendo tetrametilsilano
(TMS) como referéncia interna, exceto para as amortras analisadas no aparelho
Bruker a 500 MHz para RMN 'H e125 MHz para RMN 13C. Neste caso, as escalas
dos espectros foram corrigidas a partir do deslocamento quimico do solvente CDCls.

Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho Quimis Modelo
Q340.23.

Os espectros na regiao do infravermelho (IV) foram obtidos em um aparelho
Nicolet Magna IR 760 (DQI-UFRJ), utilizando-se pastilhas de brometo de potassio
(KBr).

Os espectros na regido do ultra-violeta (UV) foram obtidos em um aparelho
SHIMADZU UV-1601 do (NPPN-UFRJ), utilizando cloroformio como solvente e
referéncia interna.

Para cromatografia de camada fina (ccf), foram utilizadas placas de aluminio
Kieselgel 60 F 254, com 0,2 mm de espessura (Merck-Darmsadt), utilizando-se

como fase moével n-hexano:acetato de etila (70:30) ou CH,Cl,:metanol (95:5).
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A visualizacdo das substancias em ccf foi realizada em lampada ultravioleta
(254 e 365 nm).

Nas cromatografias de adsorcdo em coluna, utilizou-se gel de silica 100-200
mesh (Merck) como fase estacionaria..

A fase organica das reacoes foi tratada com sulfato de sodio anidro, filtrada
e o0 solvente foi evaporado sob pressao reduzida.

Quando necessario, os reagentes e/ou solventes foram tratados seguindo os
protocolos descritos por Perrin e colaboradores (1966). O benzeno foi seco na
presenca de sodio metalico e benzofenona, permanecendo sob agitacdo até adquirir
cor azul, sendo posteriormente destilado e armazenado sob atmosfera de nitrogénio.
A acetonitrila foi seca na presenca de hidreto de calcio, permanecendo sob agitacédo
por duas horas. Na sequéncia foi destilada e armazenada sob atmosfera de

nitrogénio.
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5.2 - METODOLOGIA DE SINTESE
5.2.1 - PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DOS DERIVADOS 1-FENIL-
2,5-DIIDRO-1H-PIRROLO-2,5-DIONA FUNCIONALIZADAS (CAVA et al., 1973)

Foram adicionados a um baldo de duas bocas de 120 mL, equipado com
condensador de refluxo, 53,69 mmol de anidrido maleico (55) e 70 mL de éter
etilico, e 53,69 mmol das anilinas funcionalizadas [W=CI (51), W=NO, (52), W=CH3;
(53) e W=H (54)], solubilizadas em 6 mL de éter etilico, lentamente. A suspensao
permaneceu sob agitacdo, a temperatura entre 15 e 20°C resfriado em banho de
gelo, por uma hora. O precipitado obtido foi filtrado em funil de Buckner e lavado
com éter etilico. Os correspondentes acidos 3-fenilcarbamoil-(Z)-2-propendicos
substituidos [W=CI (56), W=NO, (57), W=CHjs (58) e W=H (59)].

Foram adicionados a um baldo de 50 mL contendo 21,28 mmol de acetato
de sddio e 19 mL de anidrido acético e 52,61 mmol dos acidos 3-fenilcarbamoil-(Z)-
2-propendicos substituidos. A mistura reacional foi aquecida & temperatura de 70°C
por ca. meia hora. Ao término da reacdo, acompanhada por cromatografia de
camada fina, a mistura reacional foi vertida em gelo picado e o precipitado filtrado
em funil de Buchner. O sélido obtido foi purificado através de cromatografia de
adsorcdo em coluna, empregando cloroférmio como fase movel, fornecendo os

correspondentes 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona funcionalizados 53-56.
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5.2.1.1 - 1-(4-CLOROFENIL)-2,5-DIIDRO-1H-PIRROLO-2,5-DIONA (53) (CAVA et

al., 1973)
o NH, B o ] o
H 23
| o) — / / | NaOA i : L 4
+ 3
EtO,, t.a. N ¢ ASZO,(;SOC, l N “
98% o 30 min., 60% 4 5 6 5
o Cl HO ©
(66) (62) L (67) - (53)

Foram obtidos 6,5 g (60%) de 1-(4-clorofenil)-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona,
como cristais amorfos de cor bege, P.F.=103-105°C, Rf=0,73 (CH,Cl,:MeOH-95:5) e
Rf=0,27 (n-hexano:acetato de etila-7:3).
RMN - *H (300 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 7,44 (2H, d, J= 8,8 Hz, H-2' e 6); 7,32
(2H, d, J=8,8 Hz, H-3' e 5'); 6,86 (2H, s, H-3 e 4); (Espectro 1)
RMN - *C (75 MHz) CDCl; / TMS (5-ppm): 168,0 (C=0); 134,3 (C-3 e4); 134,0 (C-
1);129,4 (C-3' e 5"); 129,4 (C-4); 127,2 (C-2’ e 6'); (Espectro 2)
1.V. Max. (KBr) cm™: 3086-3074 (v C-H); 1776-1712 (u C=0); 1402-1388 (u C-N-C);

1097 (v C-CI); (Espectro 3)
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5.21.2 -

PIRROLO-2,5-DIONA (54) (CAVA et al., 1973)

o NH»
| O +
o NO,
(66) (63)

—_—
EIOZ, ta.

98%

/

HO

0O

H

(68)

PREPARACAO DO DERIVADO 1-(4-NITROFENIL)-2,5-DIIDRO-1H-

3
1 71 4
NaOAcC, | N NO,
Ac,0, 75°C,

30 min., 65% 4 5

(54)

Foram obtidos 7,4 g (65%) de 1-(4-nitrofenil)-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona,

como cristais amorfos de cor amarela, P.F.=160-162°C, Rf=0,88 (CH,Cl,:MeOH-

95:5) e Rf=0,27 (n-hexano:acetato de etila-7:3).

RMN - *H (500 MHz) CDCl; / TMS (5-ppm): 8,34 (2H, d, J= 9,5 Hz, H-3' e 5); 7,69

(2H, d, J=9,5Hz, H-2" e 6'); 6,94 (2H, s, H-3 e 4); (Espectro 4 e 5)

RMN - 3C (125 MHz) CDCls / TMS (3-ppm): 168,6 (C-2 e 5); 146,3 (C-4’); 137,2 (C-

1); 134,7 (C-3 e 4); 125,6 (C-3' € 5’); 124,6 (C-2' e 6"); (Espectro 6)

1.V. Max. (KBr) cm™: 3099-3033 (v C-H); 1723-1712 (u C=0); 1406-1391 (U C-N-C);

343-1307 (v C-NO,); 855-826 (L C-NO»); (Espectro 7)
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5.2.1.3 - PREPARACAO DO DERIVADO 1-(4-METILFENIL)-2,5-DIIDRO-1H-

PIRROLO-2,5-DIONA (55) (CAVA et al., 1973)

o NH,

(o) 0O
H 23
/ '
1 7 4
| o — /) CHa| Mok, [y CHs
EtO,, t.a. Ac,0, 75°C,
98% 0 30 min., 75% 4 5 . -
6 5
o CHs HO
(66) (64) - (69) B (55)

Foram obtidos 7,4 g (75%) de 1-(4-metilfenil)-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona,
como cristais amorfos de cor amarela, P.F.=135-137°C, Rf=0,89 (CH,Cl,:MeOH-
95:5) e Rf=0,40 (n-hexano:acetato de etila-7:3).

RMN - *H (500 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 7,18 (2H, d, J= 8,2 Hz, H-2' e 6); 7,12
(2H, d, J=8,2 Hz, H-3' e 5'); 6,71 (2H, s, H-3 e 4); 2,30 (3H, s, CH3); (Espectro 8)
RMN - *C (125 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 169,6 (C-2 e 5); 137,9 (C-1'); 134,0 (C-3
e 4); 129,7 (C-3' e 5'); 128,5 (C-4"); 126,1 (C-2' e 6"); 21,0 (CH3); (Espectro 9)

1.V. Max. (KBr) cm™: 3092 (u C-H); 2983-2919 (v C-H); 1780-1708 (u C=0); 1403-

1392 (v C-N-C); (Espectro 10)
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5.2.1.4 - 1-FENIL-2,5-DIIDRO-1H-PIRROLO-2,5-DIONA (56) (CAVA et al., 1973)

o NH, - .

(e @]
H 2 3
— ./ / s A v
4
o NaOAc,
| * EtO,, ta. N@ A?20,0750C, | N@
98% O 30 min., 75% 4 5 6 5
o HO ©
(66) (65) i (70) i (56)

Foram obtidos 6,8 g (75%) de 1-fenil-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona, como
cristais agulha de cor amarela, P.F.= 65°C (Lit 89°C), Rf=0,87 (CH,Cl,:MeOH-95:5) e
Rf=0,39 (n-hexano:acetato de etila-7:3).

RMN - *H (500 MHz) CDCls / TMS (3-ppm): 7,49-7,45 (2H, m, 2’ e 6'); 7,39-7,33 (3H,
m, H-3’, 4’ e 5"); 6,84 (2H, s, H-3 e 4); (Espectro 11 e 12)

RMN - ¥C (125 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 169,6 (C-2 e 5); 134,2 (C-3 e 4); 131,2
(C-1'); 129,2 (C-3' e 5'); 128,0 (C-4'); 126,1 (C-2’ e 6'); (Espectro 13)

1.V. Max. (KBr) cm™: 3093-3072 (v C-H); 1774-1709 (u C=0); 1402-1382 (u C-N-C);

(Espectro 14)
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5.2.2 - OBTENCAO DE 1-FENIL-3-METIL-1H-5-PIRAZOLAMINA (58)

H4C,

3 4
2N
NH AN NH,

HsC—CN Na©°, N-fenil-hidrazina (61), = * N
benzeno, e CN|™HciR20 (2:1), g 1
3

A, 3h, 15% A, 30 min., 75%

(59) (60) (58)

Formam adicionados a um baldo de 125 mL, 26,6 mL de benzeno seco foi
adicionado 0,26 atg de sddio metdlico (6g) finamente cortado, sob atmosfera de
nitrogénio. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética e refluxo. Em seguida
foram adicionados 60 mL (1,03 mol) de acetonitrina (59) através de seringa
hipodérmica e o sistema mantido em refluxo por 3 horas. Ao término da reacao, foi
adicionado etanol, lentamente, ao meio reacional a fim de consumir o soédio
remanescente. O produto foi vertido em agua e extraido com diclorometano, seco
sob sulfato de magnésio, filtrado e evaporado o solvente, fornecendo um liquido
viscoso 60, de cor amarelo claro, em 15% de rendimento.

Sobre a B-iminobutironitrila (60) formada adicionou-se 12mL (0.12 mol) de N-
fenil-hidrazina (61) e 16,7 mL de uma solucdo 2:1 (v/v) de &cido cloridrico e agua. A
mistura permaneceu sob agitacdo magnética e aquecimento a temperatura de
refluxo por 30 min. O término da reacgdo foi indicado por c.c.f., a mistura reacional foi
vertida me 4gua gelada e o meio neutralizado com solucdo de NaOH a 10%,
obtendo-se um precipitado de cor alaranjada em 75% de rendimento. Este, apds
purificacdo em etanol e 4gua até turvacao, forneceu 58, com P.F.= 110°C.

RMN - *H (300 MHz) CDCl; / TMS (&-ppm): 7,56-7,27 (5H, m, H-2-6"); 5,44 (1H, s,
H-4); 3,79 (2H, s, NHy); 2,24 (3H, s, CH3); (Espectro 15)
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RMN - C (75 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 149,4 (C-5); 145,3 (C-3); 138,7 (C-1");
129,4 (C-3'e 5'); 127,0 (C-4"); 123,8 (C-2' e 6'); 90,7 (C-4); 14,0 (CHy); (Espectro 16)
L.V. Max. (KBr) cm™: 3447 (v N-H); 3267 (u N-H); 3134 (v C-H); 1623 (u N-H); 1470

(v C-N); 1070 (v N-H); (Espectro 17)
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5.2.3 - N,N-DIMETIL-3-METIL-1-FENIL-1H-5-PIRAZOLILIMINOMETANAMINA (57)

(MASON et al., 2001)

HsC HsC
4 7
/ E 6 CHj

N \ 2N/ \ /\N/

N NHz H.co CHj N \

/ 1

* N 90 sn v G

HeCO  CHy 70 » 8

5 3
f
(58) (75) (57)

Foram transferidos para um baldo de 25 mL, 0,43 g (2,5 mmol) de 1-fenil-3-
metil-1H-5-pirazolamina (58), 0,37 mL (2,75 mmol) de dimetilacetal da
dimetilformamida (75) e mistura reacional mantida & temperatura de 90°C por 5
horas. Ao término da reacédo, acompanhado através de c.c.f., foram adicionados 30
mL de agua e extraido com diclorometano. A fase organica seca com sulfato de
sédio e concentrada sob pressdo reduzida. Foram obtidos 0,56 g (98%) de N,N-
dimetil-3-metil-1-fenil-1H-5-pirazoliliminometanamina (57), como 6leo de cor marrom,
Rf=0,37 (CH,Cl,:MeOH-95:5) e Rf=0,11 (n-hexano:acetato de etila-7:3).

RMN - 'H (300 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 7,85-7,82 (2H, m, H-2'-6"); 7,69 (1H, s, 6-
H); 7,50-7,17 (3H, m, H-3', 4' e 5'); 2,97-2,96 (6H, m, CHs); 2,27 (3H, s, CHa);
(Espectro 18)

RMN - BC (75 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 154,2 (C-6); 151,9 (C-5); 148,7 (C-3);
139,0 (C-1'); 129,4 (C-3' e 5); 125,2 (C-4"); 123,1 (C-2' e 6); 90,9 (C-4); 40,1 (CHs

), 34,4 (CHj3); 13,7(CHy); (Espectro 19)

V. Max. (KBr) cm™: 3135 (v C-H); 1625 (v C-H); 1070 (v C=N); (Espectro 20)
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5.2.4 - PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DOS DERIVADOS (49-52)

(MASON et al., 2001)

H,C,
/ \ /CH3
N\N N/\’\{
CHy ™ AcOH,
50°C, 48h
(57) (53-56) & (49-52)

Foram adicionadas, a um baldo de 50 mL, (2,5 mmol) de N,N-dimetil-3-metil-
1-fenil-1H-5-pirazoliminometanamina (57), 10 mL de &cido acético, (5 mmol) de 1-(4-
clorofenil)-2,5-diidro-1H-pirrolo-2,5-diona, mantendo sob agitacdo e a temperatura de
50°C por 48 horas. Ao término da reacdo, a suspensdo foi filtrada em funil de

Buchner e lavado com etanol.
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5.2.4.1- 7-(4-CLOROFENIL)-3-FENIL-1-METIL-3,6,7,8-TETRAIDROPIRAZOLQO[3,4-

B]PIRROLO[3,4-D]PIRIDINA-6,8-DIONA (49) (MASON et al., 2001)

\N N \
CH + —_—
3 AcOH,
50°C, 48h, .,

(57) (53) | (49)

Foram obtidos 0,19 g (20%) de 7-(4-clorofenil)-3-fenil-1-metil-3,6,7,8-
tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-diona, como cristais amorfos de cor
amarela, P.F.=246-248°C, Rf=0,87 (CH,Cl;:MeOH-95:5) e Rf=0,64 (n-
hexano:acetato de etila-7:3).

RMN - *H (500 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 9,16 (1H, s, H-5); 8,23-8,21 (2H, m, H-2'
e 6); 7,60-7,57 (2H, m, H-3' e 5); 7,53 (2H, d, J= 8,2 Hz, H-2" e 6”); 7,84 (2H, d,
J=8,2 Hz, H-3" e 5"); 7,42-7,39 (1H, m, H-4’); 2,98 (3H, s, H-9); (Espectro 21 e 22)
RMN - C (125 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 166,5 (C=0); 165,4 (C=0); 153,8 (C-1);
144,0 (C-5); 143,8 (C-3b); 138,6 (C-1"); 134,6 (C-4d); 134,4 (C-1"); 129,8 (C-4");
129,6 (C-2" e 6”); 129,4 (C-3' e 5'); 127,8 (C-3" e 5"); 127,2 (C-4’); 122,0 (C-2' e 6");
119,4 (C-3d); 110,8 (C-4b); 15,1 (C-9); (Espectro 23-25)

V. Max. (KBr) cm™: 3092-3072 (v C-H); 1774-1726 (v C=0); 1092 (v C-CI);
(Espectro 26)

UVAS"©l; max nm (log €): 386,2 (0,021); emax=1.221; (Espectro 27)
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UVA®"; max nm (log €): 285,6 (0,593); evax=34.477; (Espectro 27)
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5.2.4.2 - 3-FENIL-1-METIL-7-(4-NITROFENIL)- 3,6,7,8-TETRAIDROPIRAZOLQO[3,4-

b]JPIRROLO[3,4-d]PIRIDINA-6,8-DIONA (50) (MASON et al., 2001)

H3C
CHs
N/\ ) N/\'\{/
N _—
CHy * AcOH,
50°C, 48h, 6
0 N (o) 35%
_ 5
(57) (54) 4 (50)

Foram obtidos 0,70 g (35%) de 3-fenil-1-metil-7-(4-nitrofenil)- 3,6,7,8-
tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-diona, como cristais amorfos de cor
laranja claro, P.F.=238-240°C, Rf=0,87 (CH,Cl,:MeOH-95:5) e Rf=0,56 (n-
hexano:acetato de etila-7:3).

RMN - 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 9,20 (1H, s, H-5); 8,44 (2H, d, J=9,0 Hz,
H-3” e 5”); 8,23-8,22 (2H, m, H-2' e 6"); 7,82 (2H, d, J=9,0 Hz, H-2" e 6"); 7,61-7,58
(2H, m, H-3' e 5"); 7,44-7,41 (1H, m, H-4’); 3,00 (3H, s, H-9); (Espectro 28 e 29)

RMN - ¥C (125 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 166,9 (C-8); 165,9 (C-6); 153,8 (C-1);
146,7 (C-4"); 144,3 (C-5); 143,9 (C-3b); 138,4 (C-1); 137,1 (C-1"); 134,3 (C-4d);
129,4 (C-3' e 5); 127,4 (C-4’); 126,6 (C-2" e 6”); 124,7 (C-3" e 5”); 122,0 (C-2' e 6");
119,1 (C-3d); 110,8 (C-4b); 15,2 (C-9); (Espectro 30 e 31)

V. Max. (KBr) cm™: 3124-3004 (v C-H); 1776-1727 (v C=0); 1350-1380 (u C-NO,);
848 (v C-NOy); (Espectro 32)

UVA®©l; max nm (log €): 386,2 (0,023); emax=1.377; (Espectro 33)
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UVA®"®; max nm (log €): 293,0 (0,584); euax=34.970; (Espectro 33)
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5.2.4.3- 3-FENIL-1-METIL-7-(4-METILFENIL)-3,6,7,8-TETRAIDROPIRAZOLQO[3,4-

B]PIRROLO[3,4-D]PIRIDINA-6,8-DIONA (51) (MASON et al., 2001)

\N N \
CH + —_—
3 AcOH,
50°C, 48h,

(57) (55) o (51)

Foram obtidos 0,23 g (25%) de 3-fenil-1-metil-7-(4-metilfenil)-3,6,7,8-
tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-diona, como cristais amorfos de cor
amarela, P.F.=231-233°C, Rf=0,84 (CH,Cl,;:MeOH-95:5) e Rf=0,80 (n-
hexano:acetato de etila-7:3).

RMN - *H (500 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 9,14 (1H, s, H-5); 8,23-8,21 (2H, m, H-2'
e 6'); 7,58-7,55 (2H, m, H-3’ e 5’); 7,40-7,37 (1H, m, H-4"); 7,36 (4H, s, H-2", 3", 5" e
6”); 2,97 (3H, s, H-9); 2,45 (3H, s, CHy); (Espectro 34 e 35)

RMN - C (125 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 166,9 (C=0); 165,8 (C=0); 153,7 (C-1);
143,9 (C-5); 143,7 (C-3b); 138,7 (C-1"); 138,6 (C-1"); 134,8 (C-4d ); 130,0 (C-3' e 5);
129,3 (C-2" e 67); 128,6 (C-4”); 127,1 (C-4’); 126,5 (C-3" e 5"); 121,8 (C-2' € 6);
119,6 (C-3d); 110,8 (C-4d); 21,3 (C-10); 15,1 (C-9); (Espectro 36-38)

V. Max. (KBr) cm™: 3111-3041 (u C-H); 2920-2854 (u C-H); 1778-1720 (u C=0O);
(Espectro 39)

UVACH; max nm (log €): 386,2 (0,023); emax=1.215; (Espectro 40)
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UVASHC; max nm (log €): 293,0 (0,584); emax=33.094; (Espectro 40)
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5.24.4 - 3-FENIL-7-FENIL-1-METIL-3,6,7,8-TETRAIDROPIRAZOLO[3,4-

B]PIRROLO[3,4-D]PIRIDINA-6,8-DIONA (52) (MASON et al., 2001)

\N N \
CH + -
3 AcOH,
50°C, 48h, 6

(57) (56) | (52)

Foram obtidos 0,22 g (25%) de 3-fenil-7-fenil-1-metil-3,6,7,8-
tetraidropirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridina-6,8-diona, como cristais amorfos de cor
amarela, P.F.=228-230°C, Rf=0,84 (CH,Cl;:MeOH-95:5) e Rf=0,79 (n-
hexano:acetato de etila-7:3).

Quando empregamos 0 mesmo protocolo experimental, substituindo apenos
0 solvente original acido acético por cloroformio e dimetilsulféxido, o rendimento da
reacao aumento para 50 e 75%, respectivamente.

RMN - *H (500 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 9,16 (1H, s, H-5); 8,23-8,22 (2H, m, H-2’
e 6'); 7,60-7,55 (4H, m, H-3', 5’, 3" e 5”); 7,50-7,45 (3H, m, H-2", 4" e 6"); 7,42-7,38
(1H, m, H-4"); 2,98 (3H, s, H-9); (Espectro 41 e 42)

RMN - C (125 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 166,7 (C=0); 165,7 (C=0); 153,7 (C-1);
144,0 (C-5); 143,8 (C-3b); 138,6 (C-1'); 134,8 (C-4d); 131,3 (C-1"); 129,4 (C-3', 5', 2"
e 6"); 128,6 (C-4"); 127,1 (C-4’); 126,7 (C-3” e 5”); 121,9 (C-2’ e 6); 119,6 (C-3d);
110,8 (C-4b); 15,2 (C-9); (Espectro 43-48)

V. Max. (KBr) cm™: 3112-3055 (v C-H); 1779-1717 (u C=0); (Espectro 49)
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UVACH; max nm (log €): 386,2 (0,022); emax=1.330; (Espectro 50)

UVA®HC max nm (log €): 285,2 (0,599); evax=36.702
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5.3 - PROTOCOLO EXPERIMENTAL IN VIVO
5.3.1 - ATIVIDADE HIPNOTICA EM CAMUNDONGOS

O teste denominado de “sleeping time” possibilita a avaliacdo da duracdo da
hipnose induzida por um barbitlrico, o pentobarbital sédico (4) que € administrado
por via intravenosa (i.v.) na veia da cauda do camundongo, na dose de 25mg/kg. A
duracdo da hipnose é determinada a partir do momento da injecdo venosa e perda
do reflexo de postura do camundongo. Este protocolo experimental possibilita a
identificacdo de substancias que possam interferir com o tempo de hipnose induzida
pelo barbitdrico. Cerca de 160 camundongos suicos machos (18 a 25g) foram
aleatoriamente distribuidos em 16 grupos experimentais. Um dos grupos foi
considerado controle, onde o DMSO isoladamente foi administrado por via i.p. 30
minutos antes da injecdo venosa do pentobarbital sédico. A administracdo de cada
composto em teste nas doses de 1 a 10 mg.kg™ foi feita em cada grupo experimental
e a duracdo da hipnose cronometrada. Os valores do tempo de hipnose foram
comparados entre 0s grupos e considerados significativamente diferentes do grupo

controle (DMSO) quando P<0,05.

5.3.1.1 - DETERMINACAO DA DOSE HIPNOTICA MEDIA (DHsy) EM
CAMUNDONGOS

Camundongos sui¢cos machos, pesando entre 18 e 25 g foram utilizados para
a determinagéo da dose hipnotica média (DHsp). Uma Unica dose que variou de 25 a
150 pg.kg™ de cada composto-teste foi injetado por via intravenosa (i.v.) a grupos de
pelo menos 10 animais. O composto foi diluido em DMSO e preparado

imediatamente antes dos experimentos. Apés a administracdo, os animais foram
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observados e se determinava o percentual de cada grupo que apresentava hipnose,
ou seja, a perda do reflexo de postura. Gréficos relacionando dose com numero de
ocorréncia de hipnose (em percentual) foram obtidos. Assim, foi possivel se
determinar dose dos compostos que induzia hipnose em 50% dos animais testados

(DHsp).

5.3.2 - ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA
5.3.2.1 - PLACA QUENTE

A atividade analgésica central foi avaliada utilizando-se o teste da placa
quente. Este teste consiste em colocar o camundongo sobre uma placa metalica
(Letica LE 7406) aquecida a 52 = 0.1°C e marcar seu tempo de permanéncia na
placa sem levar as patas dianteiras a boca, o que indica resposta ao estimulo
térmico (Kuraishi et al., 1983). O tempo é determinado até o momento de retirada da
pata em camundongos sem ou com tratamento prévio das novas moléculas. O
tempo maximo de permanéncia do animal na placa (“cut off”) foi de 35 segundos. As
substancias foram injetadas i.p. nas doses que variaram de 0,5 a 8 mg.kg®. O
animal foi colocado sobre a placa quente de 5 a 120 min apds a administracdo dos
diferentes compostos para determinar a presenca ou auséncia do efeito analgésico
num periodo prolongado. No grupo controle foi injetado apenas DMSO. Foram
utilizados 10 camundongos suicos machos, pesando entre 18 a 25g para cada
composto testado. Os resultados foram expressos em média + EPM do tempo de
permanéncia em segundos. O teste de “t” Student foi usado para a andlise

estatistica dos efeitos nas varias doses testadas comparado com o controle. As
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diferencas foram consideradas significativas para p<0,05. A atividade analgésica (%)
foi calculada pela seguinte equacéo:

Atividade analgésica = (laténcia pds-tratamento) — (laténcia pré-tratamento) x 100
(35 sec) — (laténcia pré-tratamento)
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5.4 — PROTOCOLO DO ESTUDO TEORICO DE MODELAGEM MOLECULAR

Os calculos foram realizados emum PC com processador Atlon de 1.8 GHz,
com 512 MB de memdéria RAM, utilizando o programa PC Spartan Pro.

De maneira geral, os compostos estudados foram desenhados no programa
PC Spartan Pro e submetidos a otimizacdo geométrica através do emprego de
Mecanica Quantica em nivel semi-empirico AM1. ApoOs a otimizacdo geomeétrica 0s
compostos foram submetidos a analise conformacional sistematica e as
conformacdes de menor energia foram empregadas nos céalculos de “Single-point”.

Em relacdo aos estudo dos estados de transicdo, os arquivos de entrada
foram construidos no programa PC Spartan Pro. A determinacdo do perfil das
reacoes foi realizado sem otimizacdo geométrica prévia. Sobre o ponto de maior
energia, foi realizado o calculo de estado de transicdo através do emprego de
Mecanica Quantica em nivel semi-empirico AM1. Os estados de transicdo foram
validados através da observacdo de apenas uma frequéncia de vibracdo imaginaria
das ligacdes que estdo sendo rompidas e formadas no processo.

Os valores de coeficiente de particdo (log P) foram calculados teoricamente,

empregando o programa Palla 2.0.
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E. 31 — Espectro de HMQC do derivado LASSBIo 873 (50) (CDCI3/TMS/125 MHz).
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E. 38 — Espectro de HMQC do derivado LASSBIio 980 (51) (CDCI3/TMS/125 MHz) ,
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E. 47 — Espectro de HMBC do derivado LASSBIio 981 (52) (CDCI3/TMS/125 MHz)
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E. 48 — Espectro de HMBC do derivado LASSBIo 981 (52) (CDCI3/TMS/125 MHZz)
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E. 50 — Espectro de UV do derivado LASSBIo 980 (52) [UVA""® max nm (log €): 386,2 (0,025); emax=1.330 e max nm (log ¢):

283,6 (0,593); emax=36.702].
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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



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

