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RESUMO

O presente trabalho descreve o planejamento, a sintese e a avaliagéo
farmacoldgica de novos derivados 3-arilamino-imidazo[1,2-a]piridinicos planejados
estruturalmente como candidatos a prototipos de farmacos simbidticos
analgésicos e antiinflamatérios.

Os derivados 3-arilamino-imidazo[1,2-a]piridinicos foram obtidos em bons
rendimentos através de reacdo de acoplamento multicomponente da 2-
aminopiridina com isonitrilas e aldeidos aromaticos funcionalizados. Os derivados
obtidos foram submetidos a ensaios in vivo de algesia, hiperalgesia e inflamacéo,
€ ensaio in vitro de inibicdo das enzimas MAPK p38a e PGHS-2 humanas. Estes
ensaios permitiram a identificagdo do derivado LASSBio-1135 (42) (N-fenil-2-(2-
piridinil)imidazo[1,2-a]piridin-3-amina) como um prototipo de farmaco simbidtico
analgésico e antiinflamatorio. Este derivado foi capaz de inibir moderadamente a
atividade da enzima PGHS-2 humana (40% de inibicdo a 10 uM) e reverteu a
hiperalgesia térmica induzida por capsaicina (100 umol/Kg, p.o.) de forma similar
ao prototipo inibidor de MAPK p38, composto SB203580 (14). O inibidor seletivo
de PGHS-2, celecoxibe (1), ndo foi ativo neste modelo. Adicionalmente, este
derivado teve atividade similar a do celecoxibe (1) na reducdo da formagédo do
edema de pata de rato induzido por carragenina (reducao de 33%; 100umol/Kg;
p.o.). Logo, este perfil de atividade sugere que LASSBio-1135 (42) pode atuar em

alvos distintos para promover seu efeito antiinflamatério e anti-hiperalgésico.



Também foram identificados os derivados LASSBio-1140 (41) e LASSBio-
1141 (43) como candidatos a protétipos de farmacos simbidticos analgésicos e
antiinflamatadrios, visto que os mesmos foram capazes de reverter parcialmente a
hiperalgesia térmica induzida por capsaicina (100 umol/Kg; p.o) e tiveram
atividade anti-edematogénica (50% e 64%, respectivamente) superior a do
celecoxibe (30%) na mesma dose (100 umol/Kg; p.o).

O derivado LASSBio-1145 (72) mostrou perfil analgésico (53%) e
antiinflamatério (41%) in vivo (100 umol/Kg; p.o) superior ao do celecoxibe (1) nos
modelos de contorgdes abdominais induzidas por acido acético e edema de pata
de rato induzido por carragenina, sendo um protétipo de farmaco analgésico e
antiinflamatorio.

Neste contexto, podemos caracterizar que a estratégia empregada no
planejamento estrutural dos novos compostos-alvo deste estudo, i.e. derivados 3-
arilamino-imidazo[1,2-a]piridinicos, foi bem sucedida, tendo resultado na obtengéo
de novos protétipos candidatos a farmacos com propriedades analgésicas e
antiinflamatoérias in vivo, i.e. LASSBio-1135 (42), LASSBio-1140 (41), LASSBio-

1141 (43) e LASSBio-1145 (72).



ABSTRACT

We describe in this work the design, synthesis and pharmacological
evaluation of new derivatives 3-arylamine-imidazo[1,2-a]pyridines structurally
designed as novel prototypes of analgesic and anti-inflammatory symbiotic drugs.

The 3-arylamine-imidazo[1,2-a]pyridines were obtained in good yields by
multi-component reaction of 2-aminopyridine with isonitriles and aromatic
aldehydes.

The obtained derivatives were submitted to in vivo assays of nociception,
hyperalgesia and inflammation and, in vitro assay of inhibition of human MAPK p38
and PGHS-2. These assays allowed the identification of LASSBio-1135 (42) (N-
phenyl-2(2-pyridinyl)imidazo[1,2-a]pyridine-3-amine) as a prototype of anti-
inflammatory and analgesic symbiotic drug. This compound moderately inhibited
the human PGHS-2 enzyme activity (40% of inhibition at 10uM) and reverted the
capsaicin-induced thermal hyperalgesia (100umol/Kg, p.o.) similar to SB-203580
(14), a MAPK p38 inhibitor. The PGHS-2 selective inhibitor, celecoxib (1), was
inactive in this model. Additionally, LASSBio-1135 (42) showed similar activity to
celecoxib (1) in reducing the carrageenan-induced paw edema (33% of inhibition;
100umol/Kg; p.o.). Thus, this activity profile suggests that LASSBio-1135 (42) can
act on distinct targets to promote anti-inflammatory and anti-hyperalgesic effect.

We also identified the derivatives LASSBio-1140 (41) and LASSBio-1141
(43) as prototypes of symbiotic drugs with analgesic and anti-inflammatory

properties, they attenuated the capsaicin-induced thermal hyperalgesia
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(100umol/Kg, p.o.) and reduced the carrageenan-induced paw edema (50% and
64% of inhibition, respectively, at 100umol/Kg; p.o.) been superior to celecoxib
(30%).

LASSBIi0-1145 (72) displayed analgesic (53%) and anti-inflammatory (41%)
profile in vivo (100 umol/Kg; p.o) superior to celecoxibe(1) in models of abdominal
constriction induced by acetic acid and carrageenan-induced paw edema, been a
prototype of analgesic and anti-inflammatory drug.

In this context, we can conclude that the strategy adopted in structural
planning of the new targets, i.e. 3-arylamine-imidazo[1,2-a]pyridines derivatives,
was successful. We have obtained new prototypes of drugs with analgesic and
anti-inflammatory in vivo properties, i.e. LASSBio-1135 (42), LASSBio-1140 (41),

LASSBio-1141 (43) and LASSBio-1145 (72).
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1- Caderno de Espectros



1. Introducgao

1.1. A Inflamacgao

O processo inflamatdério € uma resposta de defesa, que se caracteriza
pelo acumulo local de fluidos e leucdécitos com objetivo de destruir, diluir e
isolar os estimulos potencialmente lesivos. Participam ativamente desse
processo a parede vascular, as células do vaso sanguineo, mastdcitos,
fibroblastos e macréfagos residentes no tecido conjuntivo, proteoglicanas,
fibras colagenas e elasticas, e membrana basal (Figura 1) (SHERWOOD,
2004).

Os cinco sinais clinicos classicos do processo defensivo sao calor, rubor,
tumor, dor e perda de fungdo. O aumento da permeabilidade causado pela
inflamacao permite o extravasamento de um liquido rico em proteinas para o
intersticio, que gera o edema (tumor). Além disso, a vasodilatagdo na periferia
do tecido inflamado leva ao aumento do fluxo sanglineo promovendo a
elevacao da temperatura local (calor) e a vermelhid&o (rubor) (LIEW, 2003).

A resposta inflamatéria ocorre em trés fases temporais distintas, e
aparentemente mediadas por diferentes mecanismos: a fase aguda,
caracterizada pela vasodilatacao local transiente e aumento da permeabilidade
capilar; uma fase subaguda tardia caracterizada pela infiltracdo de leucécitos e
células fagocitarias; e a fase cronica proliferativa, na qual ocorre degeneracgéo
do tecido e fibrose (DAVIES, 2003).

A inflamacdo aguda ocorre em resposta inicial a les&o tecidual, sendo

mediada pela liberagdo de autacdides e, em geral, precede o desenvolvimento



da resposta imune. Alguns dos autacdides envolvidos nesse processo sdo a
histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas e leucotrienos. Por outro
lado, o processo inflamatério cronico envolve a liberacdo de diversos
mediadores que nao tém participacado significativa na resposta aguda, como
interleucinas, interferons e o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), citocina
considerada como mediador primario da resposta inflamatdria, cuja produgéo
exacerbada esta associada a diversas condigbes patologicas, e.g. artrite
reumatoide, doenca de Crohn, entre outros (SHERWOQOD, 2004).

O recrutamento de células inflamatorias para o local da injuria tecidual é
uma das principais caracteristicas dos processos inflamatérios cronicos,
ocorrendo através da acgao quimiotatica concertada de varios mediadores
soluveis, como o fator complemento C5a, o fator de ativagdo plaquetaria (PAF),
e o eicosanoide leucotrieno B4 (LTB4). Por outro lado, IL-1 e TNF-a s&o
considerados o0s principais mediadores da resposta inflamatéria ao
lipopolissacarideo bacterial (LPS, ou endotoxina), sendo principalmente
secretados por mondécitos e macrofagos. Em conjunto com outras citocinas e
fatores de crescimento, TNF-a e IL-1 induzem a expressao génica e
biossintese de proteinas em varios tipos celulares, amplificando o processo

inflamatdrio (DEMPSEY, 2003).
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Figura 1. Componentes celulares e vasculares da resposta inflamatéria (Adaptado de
http://www.icagen.com/media/images/rd_inflammation.jpg).

O sucesso da resolugéo da inflamagao (término da resposta apos a
neutralizacdo do estimulo lesivo) limita a excessiva injuria tecidual e reduz as
chances para o desenvolvimento da inflamacédo crénica. No entanto, se o
hospedeiro € incapaz de neutralizar o agente causador de injuria ou se ha
alguma falha nos mecanismos de resolugéo, a inflamag&o aguda pode persistir
resultando em varios graus de lesao tecidual. Se a lesdo é pequena, células
parenquimais necroticas serao substituidas por novas células do mesmo tipo
pelo processo de regeneragdao. Se o dano tecidual for extenso ocorrera o
reparo, que envolve o crescimento, a partir do tecido conjuntivo, de um tecido
inicialmente vascular contendo algas capilares, fibroblastos e leucécitos. Com o
tempo os fibroblastos dao lugar ao colageno e os capilares desaparecem,

deixando uma area nao vascular de fibrose. Isto pode ocorrer em muitas partes
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do corpo, levando ao depésito de coagulo, exsudato ou tecido morto. Como
ocorre na artrite reumatéide e asma, havera um turno continuo e repetido de
inflamacgao aguda, resultando em um crescente dano tecidual. Esses eventos
levardo a formacao de tecido granulomatoso, angiogénese, fibrose e cicatrizes

(GILROY, 2004).

1.1.1. Os Eicosandides

Os eicosandides sdao um grupo de autacoides derivados do acido
araquidénico (AA), acido 5,8,11,14-eicosatetraendico, o qual pela agao da
enzima prostaglandina endoperoxido sintase G/H (PGHS), origina as
prostaglandinas, prostaciclinas, e tromboxanas. Ja pela acdo das
lipoxigenases, o AA gera os leucotrienos e lipoxinas (Figura 2). A biossintese
dos prostandides envolve inicialmente a mobilizagado do acido araquiddnico da
prépria membrana celular, através da acado de fosfolipases seguido de
biotransformacdes sequenciais catalisadas por um complexo de enzimas

microssomais (FUNK, 2001).
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Figura 2. A cascata do acido araquiddnico e a biossintese dos autacéides moduladores da
inflamacao.

A primeira enzima nesta via € a prostaglandina endoperéxido sintase
G/H (PGHS), que ¢é coloquialmente chamada ciclooxigenase, ou COX,
caracterizada como duas diferentes isoformas, a PGHS-1 e a PGHS-2 (SMITH,
1996). A PGHS-1 é expressa constitutivamente na maioria das células,
enquanto a producado de PGHS-2 é super-regulada por citocinas, estresse, e
fatores de crescimento. A PGHS-1 esta relacionada com processos
homeostaticos como a citoprotegcdo do epitélio gastrico, controle da fungao
plaquetaria, enquanto a PGHS-2 é a principal fonte de prostanéides formados

na inflamagéao e no cancer (SMITH e LANGENBACH, 2001).




Além dos 61% de homologia na sequéncia de seus aminoacidos, as
estruturas cristalograficas da PGHS-1 e PGHS-2 sdao muito similares (Figura 3)
(FITZGERALD e LOLL, 2001). Ambas isoformas sao expressas como dimeros
inseridos na membrana reticular endoplasmatica apresentam dois sitios
cataliticos, sitio ciclooxigenase responsavel pela oxigenagao e ciclizagdo do
acido araquidénico para formar PGGo, e o sitio hidroperoxidase, que catalisa a
conversdo de PGG, a PGH; (SMITH e LANGENBACH, 2001). Esses
intermediarios quimicamente instaveis sao transformados enzimaticamente nas
prostaglandinas, tromboxanas e prostaciclinas e, a agcdo de isomerases e
sintetases que sdo seletivamente expressas em determinados tipos celulares.
Por exemplo, a tromboxana A, (TxA;) derivada de PGHS-1 é o produto
majoritario nas plaquetas, enquanto a PGE, e TXA; derivadas da PGHS-2 sao
os prostandides que predominam em macréfagos ativados (SMITH e

FITZGERALD, 2003).

Figura 3. Estruturas cristalograficas das enzimas PGHS-1 (A) (em destaque o
aminodcido isoleucina 523) e PGHS-2 (B) (em destaque o aminoacido valina 523)
(http://www.rcsb.org/pdb/).
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1.1.2. Antiinflamatérios Nao Esteroidais

Farmacos antiinflamatérios nao esteroidais (AINEs) sdo largamente
usados no tratamento da inflamacdo devido a suas propriedades
antiinflamatadrias, analgésicas, antipiréticas e antitromboticas. Estes farmacos
possuem estrutura quimica heterogénea e apresentam mecanismos de agao
diversificados. No entanto seu uso terapéutico se torna limitado devido aos
eventuais efeitos colaterais, como hemorragia gastrintestinal, ulceragao e
nefrotoxicidade (FLOWER, 2003).

Embora seja usado por mais de um século, 0 mecanismo de ag¢ao do
acido acetilsalicilico, um antiinflamatério ndo esteroidal classico, foi elucidado
somente em 1971 quando John Vane e colaboradores demonstraram que
baixas doses de acido acetilsalicilico e indometacina inibiam a producao
enzimatica de prostaglandinas. Na época ja havia evidéncias de que as
prostaglandinas participavam da resposta inflamatéria e febre, quando
observagbes subsequentes mostraram que as prostaglandinas sao liberadas
quando ha um dano celular e que os AINEs inibem sua biossintese em todos
os tipos celulares. No entanto, os AINEs geralmente nao inibem a formacgao de
outros mediadores incluindo outros eicosandides como os leucotrienos e
lipoxinas (VANE, 1971).

Os antiinflamataérios nao esteroidais classicos inibem
indiscriminadamente ambas as isoformas da PGHS reduzindo a biossintese de
prostaglandinas com fungdes fisiologicas e também aqueles envolvidos na

génese de processos fisiopatologicos (INAGAC, 2000).



A procura por novos antiinflamatérios nao esteroidais mais seletivos e
seguros teve como principal objetivo separar os efeitos antiinflamatérios dos
classicos efeitos gastroirritantes. A descoberta da segunda isoforma da
prostaglandina endoperéxido sintase (PGHS), a PGHS-2, uma enzima induzida
pelo estimulo inflamatério, levou o desenvolvimento de inibidores seletivos de
PGHS-2 que apresentam acao antiinflamatéria e sao desprovidos dos efeitos
colaterais indesejaveis causados pela inibicdo da PGHS-1 (FLOWER, 2003).

Os inibidores seletivos de PGHS-2 surgiram na década de noventa do
século passado como uma nova classe terapéutica, e se mostraram
clinicamente efetivos para o tratamento da dor e inflamacdo em pacientes com
artrite insensiveis a terapia com os AINEs classicos ou que nao toleravam seus
efeitos gastroirritantes. Em 2000, a ANVISA aprovou o emprego terapéutico do
celecoxibe (1) (Celebra®, Pfizer) (Resolugéo n® 356 de 28 de Abril de 2000), e
em seguida do rofecoxibe (2) (Vioxx®, Merck) (Resolugdo n°® 150 de 9 de
Fevereiro de 2001) e valdecoxibe (3) (Bextra®, Pfizer) (Resolugédo n® 875 de 21
de Maio de 2002), que logo se tornaram blockbusters*. Posteriormente
surgiram novos inibidores, tais como o lumiracoxibe (4) (Prexige®; Novartis)
(Resolugéo n® 177 de 25 de Maio de 2004), aprovado também no Reino Unido,
o etoricoxibe (5) (Arcoxia®; Merck) (Resolugdo n® 369 de 4 de Maio de 2002) e
o parecoxibe (6) (Dynastat®; Pfizer) (Resolugdo n® 177 de 25 de Maio de
2004), estes dois ultimos sao comercializados em mais de 45 paises

(MELNIKOVA, 2005).

*Alcangaram mais de um bilhdo de ddlares em vendas com menos de um ano e meio de
langamento (Melnikova, 2005).
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Figura 4. Estruturas de representantes da classe dos coxibes inibidores seletivos de
PGHS-2.

Embora a eficacia dos farmacos PGHS-2 seletivos tenha sido
comprovada para o tratamento das doengas inflamatdrias cronicas, estudos
como o APPROVe e VIGOR (MUKHERJEE, 2001) demonstraram a ocorréncia
de infarto do miocardio e ataques isquémicos em pacientes fazendo uso do
rofecoxibe (2). Esses resultados levaram a Merck a retirar o rofecoxibe (2) do
mercado em setembro de 2004, e em seguida, em abril do ano seguinte, a
Pfizer retira o valdecoxibe (3) por razdes similares, associadas ao risco de
reacdes alérgicas em usuarios (MELNIKOVA, 2005; ZHANG, 2006). Mais

recentemente o etoricoxibe (4), comercializado em mais de 50 paises, foi
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rejeitado pelo FDA também por oferecer riscos cardiovasculares (YOUNG,
2007).

Muitas controvérsias ainda pairam sobre a elucidagdo do eventual
mecanismo associado ao perfil de cardiotoxicidade dos inibidores de PGHS-2,
mas acredita-se haver relagdo com a redugao dos niveis de prostaciclina no
endotélio vascular. Em condi¢gdes normais, existe um balango entre os niveis
de prostaciclina, que dilata os vasos e previne a agregagao plaquetaria, e
tromboxana, que é formada nas plaquetas via PGHS-1, e € um importante
indutor da agregacao plaquetaria (Figura 5). Logo, farmacos altamente
seletivos como os inibidores de PGHS-2 podem alterar este equilibrio
fisiologico oferecendo um alto risco de incidentes cardiovasculares. Estas
caracteristicas sugerem que o farmaco ideal ndo deve ser excessivamente
seletivo para a isoforma 2 da PGHS, e.g. celecoxibe (1), e demonstram a
necessidade de se buscar novas estratégias e novos alvos para um tratamento

seguro eficaz das doengas inflamatérias crénicas (MITCHELL, 2006).
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Tabela 1. Comparacado de seletividade PGHS-2/PGHS-1 dos inibidores seletivos de
PGHS-2 (MELNIKOVA, 2005).

Celecoxibe (1) (Celebra®; Pfizer) 30
Rofecoxibe (2) (Vioxx®; Merck) 276
Valdecoxibe (3) (Bextra®; Pfizer) 261
Etoricoxibe (4) (Arcoxia®; Merck) 344
Lumiracoxibe (5) (Prexige®; Novartis) 433

Células do musculo liso

Formacgao de
trombos

Plaquetas

Figura 5. Inibidores muito seletivos de PGHS-2 nado tém efeito sobre a produgéo de
tromboxana A2 pelas plaquetas in vivo ou in vitro, mas podem reduzir a prostaciclina
bioformada no endotélio vascular.
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1.1.3. As Proteinas Quinases Ativadas por Mitégeno (MAP Quinases)

As MAP quinases sao importantes componentes de cascatas de
transducdo de sinais que regulam diversos eventos celulares, tais como
embriogénese, diferenciagao celular, produgao e agao de citocinas, proliferagéo
e morte celular, homeostase e respostas hormonais agudas (LEWIS, 1998). As
trés subfamilias de MAP quinases, ERK1/2/5, JNK’s e p38’s, sdo ativadas em
resposta a mudangas nas propriedades fisico-quimicas do meio. Essas
mudancas incluem alteracbes na concentracdo de nutrientes, fatores de
crescimento, citocinas, e agentes que causam dano celular, além de estimulos
fisicos resultantes de mudangas na osmolaridade do meio (Figura 6) (COBB,

1995; LEWIS, 1998).

( fecgado, Fatores de imento, Neurotr , Cininas, estresse celular, Lipidios, P@
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MAPKAP-K2 MAPKAP-K3 PRAK MSK 1/2 MNK1/2 Outros alvos

Hsp27
Outros . Hsp27 Hsp27 cPLA,
5LO activity

Figura 6. Cascata da MAP quinase; principais quinases e substratos envolvidos na via
(Adaptado de SAKLATVALA, 2004).
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Os membros da familia MAP quinase compartilham muitas similaridades
em suas seqléncias primarias e representam um dos quatro maiores sistemas
de sinalizagdo usados pelas células eucaridticas para transdugao de sinais
extracelulares para respostas intracelulares (CAMPS, 2000).

Uma caracteristica comum das isoformas de MAPK ¢é a fosforilacdo dos
residuos de treonina (Thr) e tirosina (Tyr) da al¢a de ativagédo por uma MAPK-
kinase (MKK) que é fosforilada e ativada por uma MKK-Kinase (MKKK). Todas
as MAPK’s apresentam a sequéncia Thr-X-Tyr na qual X é diferente
dependendo da isoforma de MAPK. O aminoacido X & o acido glutamico (Glu),
prolina (Pro) ou glicina (Gly) para a proteina quinase regulada
extracelularmente (ERK), quinase da juncédo-C N-terminal (JNK) e MAPK p38,
respectivamente (HERLAAR, 1999).

As quinases superiores (MKK e MKKK) servem para integrar o estimulo
extracelular e orquestrar o balango correto da fosforilacido de ERK, JNK e p38.
Uma vez ativadas, as MAP quinases podem fosforilar uma variedade de fatores
de transcricdo e outras proteinas que regulam a transcricdo génica, a
estabilidade de RNA mensageiro e a tradugdo de genes (SWEENEY &
FIRESTEIN, 2006), sendo potenciais alvos terapéuticos para o tratamento da

inflamacéo, cancer, leucemia e outras doencas (MAYER, 2006).
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Tabela 2. Principais fungdes das familias de MAP quinases

ERK JNK p38

Proliferacéo celular Apoptose Apoptose

Transformacéo celular e
Resposta a estresse Resposta a estresse

estresse

Diferenciacao celular Inflamacéo Inflamacéo

Os mecanismos que explicam a especificidade das MKK’s em ativar
isoformas individuais de MAPK parecem ser mediados pela interacdo entre
uma regidao N-terminal localizada na MKK e diferentes sitios de atracamento
presentes na MAPK, e também pela estrutura da alga de ativagdo da MAPK
que contém os residuos de fosforilagdo Thr-X-Tyr (BIONDI, 2003).

Por outro lado as MAP quinases sao inativadas por trés principais
grupos de fosfatases: aquelas que removem fosfato da serina e treonina ou da
tirosina e as fosfatases sem especificidade, isto €, que removem fosfato de

ambos os residuos de aminoacidos (LANG, 2006).
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1.1.3.1. As Proteinas Quinases Reguladas Extracelularmente (ERK’s)

As ERK’s (1 e 2) sdo expressas com abundancia variavel em todos os
tecidos, e regulam tipicamente a proliferacdo e diferenciagdo celulares. Em
fibroblastos elas s&do ativadas por fatores de crescimento, soro e ésteres de
forbol, podendo ser também ativadas, em menor extensdo, por ligantes de
receptores acoplados a proteina G, citocinas, estresse osmotico, e
desorganizagao de microtubulos (LEWIS, 1998).

Essas proteinas também sao expressas em células diferenciadas, sendo
ativadas por estimulos primarios que regulam fungdes especificas para cada
tecido, como glicose nas ilhotas, neurotransmissores no cérebro, e
secretagogos nos tecidos enddocrinos (ROSSI-ARNAUD, 1997).

As ERKs (1 e 2) sao fosforiladas in vitro e em células transfectadas
pelas MEK1 e MEK2, primeiros membros identificados na familia de proteinas
quinases apresentando especificidade dupla (ZHENG, 1993).

Enzimas sinalizadoras sao alvos para a ERK1/2, como, por exemplo, a
fosfodiesterase 4D3 que é fosforilada na Ser579 reduzindo sua atividade em
75% (HOFFMANN, 1999). As ERK'’s também fosforilam proteinas estruturais,
e.g. subunidades de neurofilamentos (VERANNA, 1998), e proteinas nucleares
como o coativador-1 do receptor de esterdide (SRC-1), que é um coativador
envolvido na ativacédo de genes induzidos pela superfamilia de receptores
nucleares e amplamente expressos em tecidos de mamiferos (ROWAN, 2000).

A ERK2 e a p38 fosforilam o fator de transcricdo Pax6 in vitro e in vivo.
O Pax é membro de uma familia de genes originalmente identificada em

Drosophila, envolvidos na expressdo de proteinas com papel no
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desenvolvimento de 6érgaos (olhos, nariz, pancreas, e sistema nervoso central)
em mamiferos (WALTHER, 1991).

O desenvolvimento de inibidores de ERK para o tratamento de doencas
inflamatdrias nao teve tanto sucesso quanto os inibidores para as outras MAP
quinases. Maior atencdo tem sido dada as fungdes desempenhadas pelas
ERK’s no desenvolvimento do cancer, devido ao papel dessas quinases na
regulacdo do crescimento celular. Ao invés de se buscar a inibigdo direta da
ERK, os esforcos tém se concentrado na inibicao das quinases superiores que
regulam as ERK’s, isto ¢, MEK1 e MEK2. Neste contexto, os compostos
PD184352 (7) (SEBOLT-LEOPOLD, 1999), também chamado de CI-1040,
PD318088 (8) (DAVIES, 2000) e PD334581 (9) (DAVIES, 2000) (Figura 6),
foram recentemente descritos como inibidores de MEK1 e MEK2 (OHREN,

2004).
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Figura 7. Exemplos de alguns inibidores de MEK1 e MEK2 (OHREN, 2004).
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1.1.3.2. As Proteinas Quinases da Jungao-C N-terminal (JNK’s)

As UNK'’s (1, 2 e 3) existem como dez ou mais isoformas geradas por
splice*. Elas sdo expressas em todos os tecidos, mas a JNK3 esta presente
primariamente no cérebro e no coragdo. As JNK’s também s&o conhecidas
como MAP quinases ativadas por estresse (SAPK), porque suas atividades
aumentam em resposta a citocinas, radiagao ultravioleta, agentes que
interferem com a biossintese de DNA e proteinas, ligantes de receptores
acoplados a proteina G e fatores de crescimento (KYRIAKIS, 2001). A via de
sinalizagcdo da JNK esta envolvida em condigbes patolégicas como céancer,
infarto, doengas do coracao e doencgas inflamatdrias (DAVIS, 2000).

Duas proteinas quinases sdo conhecidas por ativarem a JNK, a MKK4 e
MKK?7. As proteinas quinases MKK4 e MKK7 fosforilam preferencialmente a
JNK nos residuos tirosina e treonina, respectivamente, em resposta a fatores
de estresse. A dupla fosforilagdo da JNK é necessaria para sua completa
ativagdo sendo, dessa forma, ambas as proteinas quinases (MKK4 e MKK7)
necessarias para efetivar o processo (LAWLER, 1998).

Foi previamente demonstrada a fosforilacdo de JNK1 e 2 em quadros de
artrite reumatodide, bem como a expressao das quinases MKK4 e MKK7 na
sindvia (SUNDARRAJAN, 2003). A expressao da JNK também esta aumentada
no nucleo de células epidérmicas com psoriase (TAKAHASHI, 2002).
Adicionalmente, foi demonstrada a ativacdo da JNK no lupus eritematoso
sistémico (GRAMMER, 2004), asma (EYNOTT, 2004) e doengas inflamatdrias

cronicas do intestino, como doenca de Crohn e colite ulcerativa (NATH, 2005).

*Processamento do RNA mensageiro; Mecanismo que produz diferentes formas de uma
mesma proteina, chamadas isoformas (Lodish, 2003).
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O papel da JNK na artrite reumatdide foi avaliado utilizando-se o
composto SP600125 (10) (BENNET, 1998), derivado antrapirazolonico que
atua como inibidor seletivo de JNK por competicao reversivel com o ATP,
sendo capaz de bloquear as trés isoformas dessa familia de quinases. Este
composto apresentou modesta atividade anti-edematogénica, porém foi capaz
de reduzir significativamente os danos ao osso e cartilagem (BENNET, 2001 &
HAN, 2001).

O composto AS601245 (11) (hdJNK1: IC5p = 150nM; hJNK2: IC5p =
220nM; hdNK3: IC5p = 70nM), um inibidor de JNK com biodisponibilidade oral
passou por ensaios pré-clinicos e demonstrou habilidade em reduzir a
producdo de TNF-a e o edema de pata em modelo de artrite induzida por

colageno (GAILLARD, 2005).
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Figura 8. Exemplos de inibidores das proteinas quinases da Jung¢do-C N-terminal
(JNK’s).

As recentes descobertas a respeito das funcgdes das JNK’s criam
expectativas de que essa proteina quinase possa ser um alvo terapéutico util

para o desenvolvimento de novas terapias para diversas doencas humanas
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como resisténcia a insulina, doengas autoimunes, injuria tecidual isquémica e

cancer (WESTON & DAVIS, 2007).

1.1.3.3. A Proteina Quinase Ativada por Mitégeno p38 (MAPK p38)

Na década de 80, Lee e colaboradores (1988) descobriram que o
composto SKF86002 (12) (LANTOS, 1984) era capaz de suprimir a sintese de
IL-1 e TNF-ao em mondcitos (LEE, 1988). Posteriormente, inibidores da
producao de TNF-a do tipo piridinilimidazois mais potentes, e.g. SB202190 (13)
(GALLAGHER, 1997), foram capazes de prevenir a tradugdo do RNA
mensageiro que codifica o TNF-a. Posteriormente uma proteina que se liga
especificamente a esses piridinilimidazois foi purificada de extrato de células, e
identificada como uma proteina quinase ativada por mitégeno (mitogen-ativated
protein kinase — MAPK). Esta proteina foi identificada independentemente por
diferentes grupos, e é usualmente chamada de MAPK p38 (LEE, 1994).

A MAPK p38, assim como as JNK's, modula a resposta a fatores de
estresse celular tais como luz ultravioleta e choque osmotico. A familia p38
pode ser dividida em dois subgrupos, p38a/p/B2 € p38y/d (LEE, 1999). Esta
divisdo é feita primariamente pela identidade na sequéncia de aminoacidos: a
p38a e B sdo 75% idénticas, enquanto p38y e p386 sédo 62% e 61% idénticas a
p38a., respectivamente. As p38y e 6 sdo mais parecidas entre si, apresentando
homologia de aproximadamente 70% dos residuos de aminoacidos.
Secundariamente, a divisao da familia p38 é feita com base na sensibilidade a

inibicdo por baixas concentragbes dos compostos SB203580 (10) e SB202190
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(13). As quinases p38a. e 3 s&o inibidas por esses compostos, enquanto p38y e

p380 sdo insensiveis a acao desses inibidores (KUMA, 2005).

y e O sédo expressas diferenciadamente.

Enquanto as p38a e B sdo expressas em todos os tecidos, as isoformas

A p38y é expressa no musculo

esquelético, principalmente durante a fase de diferenciagdo muscular. A p38 &

também é regulada de acordo com o desenvolvimento, sendo maior expressa

no pulmao, figado, 6rgados enddcrinos e intestino delgado (HU, 1999).

7 @

Contrele de clclo ReerganizagHie de
celalar citeesqualete
Expressie de genes  Sitese de quimiccinas
tecids-especifices  rogulagie de MPPs
. B . =
Prece da
Tl et

------------------

Regulagéo de transcriciio
Estabilidade de RNAmM
Regulagio da sintese de proteinas

/ N Reorganizagio de citoesqueleto

0

Produgdie de
mediadores da
inflamagie: citocinar @
cox-2

. .
ILnflamagde

YR IT Y]

Proliferacdie celular  Produgle de citocinaz
Merte celulan

Figura 9. Papéis fisiologicos e implicagbes patolégicas das vias das MAP quinases p38
(Adaptado de CUENDA & ROUSSEAU, 2007).
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As MAP quinases p38 possuem modos de expressao e ativagao
distintos, bem como especificidade por diferentes substratos, que resultam em
multiplas fungdes fisioldgicas em diferentes contextos celulares. Dentre as MAP
quinases p38, a isoforma o € a melhor caracterizada e talvez seja a quinase de
maior relevancia fisiolégica em processos inflamatérios (LEE, 1994). Em
neutrofilos humanos, especificamente a p38a modula eventos celulares
induzidos por LPS, como adeséo, ativacdo do fator NF-xB, e regulacdo de
biossintese de citocinas pro-inflamatorias, IL-1, TNF-a, IL-8 e IL-6 (NICK,1999).
Além de regular a producédo de citocinas, a p38 também esta envolvida, em
parte, na regulagdo da produgcdo de PGHS-2, outro importante mediador dos
processos inflamatorios. A participagcdo da p38 na regulagdo da produgao
desses mediadores parece se dar principalmente a nivel pds-transcricional. Os
genes desses mediadores compartiham um elemento regulatério comum
encontrado na regido nao traduzida 3’ (3° UTR) de seu RNA mensageiro,
chamado elemento rico em adenilato e uridilato [“(AU)-rich” (ARE)]. A presenca
desse elemento diminui a meia-vida do RNA mensageiro que o contém e em
alguns casos (como para o TNF- ) bloqueia sua tradugéao. A inibicdo da MAPK
p38 diminui a meia-vida de muitos RNA’s mensageiros contendo o elemento
ARE, incluindo aqueles responsaveis pela expressdo de TNF-a e PGHS-2,
indicando que o mecanismo comum de regulagéo génica pela p38 parece se

dar através do controle pos-transcricional via ARE (EBERHARDT, 2007).
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1.1.3.3.1. Inibidores Seletivos de MAPK p38

Quando ha uma infecgdo bacteriana, o LPS (lipopolissacarideo), um
componente da parede de células de bactérias gram negativas, faz com que as
células do sistema imune produzam citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a
e IL-1, os quais sao liberados na circulagdo, onde auxiliam as respostas imunes
contra a bactéria invasora. Este mecanismo de defesa, no entanto, pode
causar produgéo descontrolada de citocinas pro-inflamatorias que podem gerar
doencas inflamatorias crénicas, como a artrite reumatoide (LIEW, 2003).

De fato, inumeros relatos associam a producdo de citocinas pro-
inflamatarias, particularmente o TNF-a, IL-1B e IL-6, a génese e evolugédo da
artrite reumatodide, doenca de Crohn, psoriase e asma. Por sua vez, ha
evidéncias da participagcao destas citocinas em outras doencas, incluindo
insuficiéncia cardiaca (MACGOWAN, 1997), retinopatias isquémicas
(GARDINER, 2005) e no desenvolvimento da resisténcia a insulina na diabetes
(TAKEDA, 2005). Por essas razdes o bloqueio da produgao destas citocinas se
tornou uma estratégia terapéutica muito atraente, tendo estimulado muitas
companhias a investir no desenvolvimento de substancias que atuem ao nivel
da MAPK p38 bloqueando assim, a producéo das citocinas pro-inflamatdrias.

Ha mais de 20 anos o laboratério Smith Kline and French desenvolveu
uma nova classe de piridinilimidazois, representados pelo composto SKF86002
(12), que mostraram eficacia em modelos animais de doencga inflamatdria
cronica. O piridinilimidazol biciclico SKF-86002 (12) foi inicialmente relatado por
Lantos e colaboradores (1984) como um composto antiinflamatério destituido

dos efeitos gastroirritantes associados aos AINEs tradicionais. Anos mais tarde
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esse composto se mostrou um inibidor da producéo de citocinas induzida por
LPS (LEE, 1994). Subsequentemente, o composto SB-203580 (14) (CUENDA,
1995 & LEE, 1995), e outros 2,4,5-triarilimidazois foram preparados como
ferramentas farmacoldégicas a serem usadas na busca pelo alvo molecular
envolvido na regulagdo da producgao de citocinas (GALLAGHER, 1995). Esses
compostos foram chamados farmacos antiinflamatérios inibidores da sintese de
citocinas (cytokine-synthesis antiinflammatory drugs — CSAIDs) (ADAMS,
2001). Os estudos iniciais para esses compostos foram baseados na ligagéao
competitiva de radioligante usando THP1, uma linhagem de células
monociticas humanas de extrato citossdlico, nas quais a ligagao foi
correlacionada a inibicdo da biossintese de citocinas celulares e inibicao da
MAPK p38 (GALLAGHER, 1995).

Os inibidores de MAPK p38 sao capazes de indiretamente inibir a
biossintese de citocinas, tais como interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) em mondcitos humanos (LEE,1994). Os derivados
piridinilimidazoélicos SB203580 (14) e SB220025 (22), tém valores de ICsy entre
10-100nM como inibidores de p38 (Tabela 3) (WANG,1998) e sdo ativos em
modelos animais de inflamag&o como artrite induzida por colageno e artrite

induzida por adjuvante (BADGER, 1996).
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Tabela 3. Estruturas quimicas e perfil de atividades dos inibidores de MAP quinase

p38 (WANG, 1998).

IC50 (uM)
Composto
p38 ERK2
N/
N N 0
$B203580 (14) | N)—@s\ 0,048 >1000
N/
«
SB216995 (20) i “j> 0,16 >100
N
F
SB218655(21) 0,025 >100
SB220025 (22) 0,019 18

Os SB's inibem a p38, afetando tanto a atividade da enzima fosforilada

como sua autofosforilagdo (YOUNG, 1997). Os SB's se ligam ao sitio de

interacdo com o ATP atuando como inibidores competitivos seletivos para a

p38, com nenhuma ou reduzida atividade inibitoria sobre outras MAP quinases
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relacionadas, i.e. JNK's e ERK’s (TONG, 1997). A base para a seletividade
desses compostos foi determinada pela estrutura tridimensional da MAPK p38
em complexo com inibidores relacionados (WANG, 1998), que ilustra que
apenas uma parte da molécula do inibidor interage com os residuos de
aminoacidos responsaveis pelo reconhecimento molecular do ATP, enquanto o
grupamento 4-fluorofenila se liga num pequeno canal hidrofébico adjacente ao
sitio de interagao com o ATP (TONG, 1997).

O complexo p38-SB203580 (Figura 10) possui duas interagées chaves:
uma ligagao de hidrogénio entre o nitrogénio da piridina (Qque mimetiza o N1 do
ATP) e o hidrogénio amidico de Met109, e uma interacédo hidrofébica entre o
grupo 4-fluorofenila e um bolso apolar na proteina. Ha também contatos
adicionais, como a ligagao de hidrogénio entre o nitrogénio do anel imidazola e
a Lys53 e uma interagdo #stacking entre o grupo fenilsulfonil e Tyr35. A partir
destas informagdes, varios analogos estruturais do SB203580 (14) e outros
bioisdsteros onde o nucleo imidazolico foi substituido por anéis de cinco e seis
membros, como tiazola, pirrola, pirazola, piridazina, e anéis biciclicos, foram
planejados, sintetizados e avaliados como inibidores de quinases (SOLIVA,

2007) (Figura 11).
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Figura 10. Interagbes do composto SB-203580 (14) no sitio ativo da MAPK p38
(Cédigo PDB: 1A9U) (http://www.rcsb.org/pdb/).
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Figura 11. Estruturas de diferentes representantes da classe de inibidores de MAP
quinase p38 (SOLIVA, 2007).
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Com a divulgacao pela SmithKline & French em 1994 do primeiro
inibidor seletivo de p38, i.e. o derivado SB203580 (14), varias companhias
farmacéuticas iniciaram uma corrida para descobrir novos inibidores seguros e
eficazes desta quinase. Esses inibidores possuem estruturas quimicas
diversificadas e interagem de modo distinto com o sitio ativo da proteina-alvo.
Muitos compostos avangaram nos ensaios de triagem clinica e outros foram
retirados por motivos diversos. Entre as empresas que progrediram com seus
inibidores de p38 nos ensaios clinicos de fase |, estdo a Amgen,
GlaxoSmithKline, BristoIMeyers Squibb, Boehringer Ingelheim, Scios e Vertex.
Dessas, somente trés companhias divulgaram progressos com seus compostos
para ensaios de fase Il, a Boeringer Ingelheim e a Vertex (LEE, 2005).

Entre os compostos desenvolvidos como inibidores de MAPK p38 que
avangaram nas triagens clinicas em humanos estdo incluidos o AMG-548 (27)
(Amgen) (LEE, 2005), BIRB-796 (28) (Boeringer Ingelhein) (REGAN, 2002),
SCIO-469 e SCIO-323 (Scios, Jonhson and Jonhson) (JI, 2004) e VX-702
(Vertex) (LEE, 2005).

O derivado desenvolvido pela Amgen, AMG 548 (27), mostrou ser capaz
de inibir de 30 a 95% a producgao de TNFa e IL1p induzida por LPS em sangue
total de voluntarios saudaveis. A dose unica diaria de 300 mg por via oral
manteve 85% de inibicdo de TNFa e IL1p por mais de cinco dias. No entanto a
producao desse composto foi suspensa devido ao aumento da concentragao
de enzimas hepaticas nos pacientes usuarios (LEE, 2005). Da mesma forma, o
composto BIRB-796 (28) que ¢é um inibidor de p38a com poténcia

subnanomolar, também induziu elevagdes das enzimas hepaticas e néao
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mostrou eficacia clinica para a terapia da doenca de Crohn (LEE, 2005). SCIO-
469 também €& um potente inibidor de p38, cuja estrutura ndo foi ainda
divulgada, mas parece estar relacionada com os analogos indolpiperazinicos
(29) (CIRILLO, 2002). Este composto esta em fase Il de estudos clinicos para
dor, mieloma multiplo, e artrite reumatdide. Os resultados de analgesia
descritos para este composto representam as primeiras evidéncias clinicas de
efeitos antinociceptivos significativos, em quadros de dor aguda, para inibidores
seletivos de p38. O composto SCIO-323 esta em fase | para mieloma multiplo,
artrite reumatodide, isquemia cerebral e diabetes mellitus. O composto da
Vertex, VX-702 pertence a uma segunda geracao de inibidores desenvolvidos
para substituir o VX-745 (30), que teve seu desenvolvimento interrompido
porque demonstrou toxicidade ao nivel de sistema nervoso central nos estudos
toxicolégicos pré-clinicos. O composto VX-702, também nao teve ainda sua
estrutura divulgada, apesar de parecer ser baseada em inibidores do tipo uréia
(31 e 32) da Vertex mostrados na Figura 12, estd sendo desenvolvido para
desordens inflamatérias como, artrite reumatdéide, doenca de Crohn e

desordens inflamatérias cardiovasculares (LEE, 2005).
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Figura 12. Padrbes estruturais de diferentes inibidores de MAP quinase p38 (LEE,
2005).



31

O interesse na via das MAP quinases como potencial alvo para o
desenvolvimento de farmacos tem sido muito explorado nos ultimos anos.
Muitos inibidores foram identificados para ERK1/2 (OHREN, 2004), JNK's
(BENNET, 2001 & HAN, 2001), entre outras. Mais significantemente, a
identificacdo da MAPK p38 como alvo dos compostos piridinilimidazois
reafirmou a tese de que enzimas intracelulares com multiplas fungbes podem
ter muito valor como alvos terapéuticos para aplicacbes especificas. Os
ensaios clinicos com inibidores seletivos de p38 vém demonstrando os
beneficios terapéuticos da inibicdo da via de sinalizagao mediada por citocinas,
e.g. IL-1B e TNF-a, por micromoléculas (LEE, 2005). Além disso, o estudo do
perfil farmacolégico do SB203580 (14), protdtipo dos inibidores seletivos de
p38, mostrou evidéncias de atividade modificadora da doenca no modelo de
artrite induzida por adjuvante quando administrado por via oral nas doses de 30
e 60 mg/Kg (BADGER, 1996). O conjunto destes resultados sugere fortemente
que a inibicado de citocinas pode oferecer beneficios significativos na terapia de
doencas inflamatdrias cronicas, e.g. artrite reumatdide, psoriase, asma, doencga
pulmonar obstrutiva crénica (COPD) e Doenca de Crohn, e servem como
suporte para o potencial uso de inibidores seletivos de p38 como monoterapia
no tratamento dessas doengas ou em conjunto com outros farmacos que atuem

em sinergia.
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1.2. Candidatos a Farmacos Simbioéticos

A filosofia da descoberta de farmacos permaneceu por muitas décadas
sob a abordagem simplista que considerava apenas um alvo terapéutico para
cada doencga. Essa abordagem, baseada na busca por moléculas cada vez
mais seletivas para determinado alvo, ainda é dominante nos dias de hoje e foi
responsavel pela descoberta de muitos farmacos de sucesso. Um exemplo
bem sucedido dessa abordagem foi a descoberta dos inibidores seletivos de
PGHS-2 na década de noventa, que surgiram como uma importante inovagao
terapéutica em relacédo aos AINEs classicos (MELNIKOVA, 2005).

Embora esse paradigma ainda tenda a predominar nos dias de hoje, ele
tende a se modernizar visto que muitas doengas de cunho multifatorial
necessitam de uma abordagem mais complexa para se alcancgar o tratamento
mais eficaz e mais adequado (ROTH, 2004). A evolugdo do paradigma da
descoberta de farmacos pode ser exemplificada pela histéria dos
antiinflamatoérios néo esteroidais, que comeca pelos AINEs nao seletivos,
representados pelo acido acetilsalicilico, passando pelos farmacos PGHS-2
seletivos, representados pelos coxibes, e mais recentemente progredindo para
a busca por ligantes multiplos como os inibidores duais de PGHS-2 e 5-LOX

(Figura 13) (BARDLEY, 2002).
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Figura 13. Acido acetilsalicilico (33), celecoxibe (1) e o inibidor dual PGHS-2/5-LOX R-
830 (34).

Compostos agindo em mais de um alvo terapéutico poderiam oferecer
melhor eficacia para o tratamento de doengas complexas, nas quais ha a
participacdo de muitos mediadores, quando comparados a farmacos agindo em
um unico alvo. No caso de doengas envolvendo a participagdo de um conjunto
de diferentes mediadores ou alvos bioquimicos, frequentemente sao utilizados
coquetéis de farmacos ou, mais recentemente, medicamentos
multicomponentes onde dois ou mais farmacos s&o coformulados em um
mesmo tablete, facilitando ainda a adesdo do paciente ao tratamento.
Exemplos dessa ultima abordagem s&o os farmacos multicomponentes
Caduet® (Amlodipina/atorvastatina) (FRISHMAN, 2004) e Vitorin®
(Ezetimibe/simvastatina) (FLORES, 2004), aprovados para o tratamento de
doencgas cardiovasculares. O primeiro combina amlodipina (Novasc®), um
inibidor de canal de calcio usado para o tratamento de angina e hipertensao,
com atorvastatina (Liptor®), um inibidor da HMG-CoA redutase utilizado para a
reducdo dos niveis de colesterol e na prevencdo dos riscos de ataque do

coragao e infarto em pessoas com multiplos fatores de risco para doengas do
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coragao. Ja o farmaco multicomponente Vitorin® faz a associagdo de duas
moléculas que possuem diferentes mecanismos na redugao dos niveis de
colesterol, o ezetimibe (Zetia®), bloqueador da reabsorgdo intestinal de
colesterol, e a sinvastatina, que também inibe da HMG-CoA redutase, assim
como o Lipitor®.

A modulagdo de diferentes alvos por uma unica entidade quimica
representaria uma vantagem terapéutica em relagdo as duas abordagens
descritas acima, devido a maior preditibilidade das relacbes farmacocinéticas e
farmacodindmicas (MORPHY & RANDOVIC, 2005).

A combinagdo de alvos terapéuticos, de preferéncia validados
clinicamente, com participacdo relevante em determinada doenca, pode
representar uma maneira interessante de aumentar o espago farmacolégico
disponivel para a descoberta de farmacos e caracterizar uma nova area para a
evolucdo da Quimica Medicinal (MORPHY, CORINE & RANDOQOVIC, 2004).

Neste contexto, o conceito de farmacos simbidticos (BALDWIN, 1979;
BOURGUIGNON, 1996) surge como uma inovacao terapéutica interessante na
busca por farmacos mais eficazes e seguros para o tratamento de doencas
cronicas. O planejamento de candidatos a agentes simbidticos é feito para
permitir o reconhecimento molecular para dois distintos alvos,
simultaneamente, envolvidos na mesma doenga e pertencentes a janelas
bioquimicas também diferentes. Desta forma o agente simbidtico poderia
promover, mais eficazmente, tanto o tratamento quanto a prevencdo da

exacerbacao do estimulo danoso (BARREIRO & FRAGA, 2007).
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No caso das doencas inflamatdrias cronicas, duas importantes proteinas
se destacam como possiveis alvos a serem modulados simultaneamente: a
PGHS-2, cuja eficacia de seus inibidores ja foi comprovada para o tratamento
de patologias desta natureza, e a MAP quinase p38, que tem seu papel
reconhecido na regulacéo da biossintese de citocinas pro-inflamatdrias e cujos
inibidores vém se mostrando efetivos no combate a dor e inflamagado nos
ensaios clinicos (LEE, 2005).

As similaridades entre os padrdes estruturais dos inibidores seletivos de
PGHS-2 e os inibidores de MAP quinase p38, ambos apresentando o padrao
estrutural terfenilico (MULLER, 2003) (Figura 14), mostra que o desenho de
candidatos a agentes simbidticos para esses dois alvos pode se beneficiar
desta caracteristica e, a partir dai, através da utilizacdo de estratégias de
quimica medicinal, como, por exemplo, a hibridagdo molecular, combinar nesta
estrutura privilegiada comum os grupamentos farmacoféricos para ambos os

alvos.

Celecoxib (1) SB203580 (10)
Inibidor seletivo de COX-2 Inibidor de MAP quinase p38

Figura 14. Padrao estrutural comum entre inibidores seletivos de PGHS-2 e inibidores
de MAP quinase p38 (SPERANDIO, 2005).
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O trabalho desenvolvido por Sperandio e colaboradores (2005) ilustrou
in silico as bases moleculares envolvidas no reconhecimento do celecoxibe (1),
primeiro inibidor seletivo de PGHS-2 aprovado para uso terapéutico para o
tratamento de artrite reumatdide e osteoartrite, pelo sitio ativo da MAPK p38.
De fato, Chum e colaboradores (2004) ja haviam demonstrado que este
farmaco pode inibir tanto a atividade catalitica quanto a fosforilacdo da MAPK
p38 em modelos in vitro. Baseados nestes resultados Sperandio e
colaboradores (2005) utilizaram duas abordagens de modelagem molecular
(Docking e QSAR 3D/CoMFA) e mostraram como o celecoxibe (1) pode atuar
inibindo tanto a PGHS-2, quanto a MAPK p38. O conjunto destes resultados,
bem como as similaridades estruturais existentes entre os coxibes e inibidores
seletivos de MAPK p38 antecipadas por Muller (2003), sugerem que o
celecoxibe (1), unico inibidor seletivo de COX-2 ainda disponivel no mercado
americano, pode exercer seus efeitos antiinflamatérios ndo sé pela inibicdo
seletiva da PGHS-2, mas como um agente simbidtico (SPERANDIO, 2005).

A despeito do importante impacto econdmico-social de doencgas
inflamatdrias de cunho crénico (LIEW, 2003), e.g. artrite reumatdide, colite
ulcerosa, doenca de Crohn, asma, psoriase, etc., as recentes descobertas
quanto aos riscos cardiovasculares associados ao uso prolongado dos
inibidores seletivos de PGHS-2 (MUKHERJEI, 2001), que em conjunto com os
AINEs classicos sdo os farmacos mais prescritos para o tratamento dessas
doencgas, deixaram poucas opg¢des para seu eficaz tratamento (YONG, 2007) e
controle de sua progressao (FAKATA, 2004). Esses fatos, associados ao cunho

multifatorial das doencas inflamatérias crénicas, reforcam a idéia da
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necessidade da busca por novos farmacos mais eficazes, ou seja, capazes de
reduzir os sintomas associados e impedir a progressdo do quadro patoldgico.
Neste contexto a busca por um farmaco simbiético representa uma estratégia
terapéutica inovadora na tentativa de se alcancar um tratamento eficaz e

seguro das doencas inflamatérias crbénicas e outras patologias multifatoriais.



38

2. Objetivos e Planejamento Estrutural

No ambito de um programa de pesquisas que visa o planejamento, a
sintese e a avaliacdo farmacologica de novos derivados heterociclicos com
atividade antiinflamatoéria e analgésica, este trabalho tem como objetivo a sintese
de novos derivados imidazo[l,2-a]piridinicos planejados como candidatos a
agentes simbidticos analgésicos e antiinflamatérios inibidores de PGHS-2 e MAP
quinase p38.

O planejamento dos novos compostos explorou o padréo diarilheterociclico
como uma caracteristica estrutural comum presente em inibidores seletivos de
PGHS-2 e inibidores de MAP quinase p38 (Figura 15). Partindo-se deste padrao
estrutural terfenilico foi utilizada a estratégia de hibridacdo molecular de protétipos
inibidores seletivos de PGHS-2 e protétipos inibidores de MAP quinase p38, para
a combinacdo dos grupamentos farmacoféricos dos dois alvos num anico padréao
estrutural.

Neste contexto elegemos o anel imidazo[l,2-a]piridinico, presente no
inibidor de MAP quinase p38 (35) e que também pode ser visto como produto da
fusdo dos anéis fenila e imidazola presentes no SB-203580 (10), como ndcleo
central dos novos compostos-alvos. Cabe destacar que o padrdo escolhido
também esta presente em compostos N-acilidrazénicos previamente descritos por
NOsso grupo de pesquisas; 0s quais mostraram importante perfil antiinflamatério e
analgésico (RIBEIRO, 1998).

A escolha dos anéis aromaticos funcionalizados substituintes do nudcleo

heterociclico principal foi feita de modo a agregar aos compostos planejados
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caracteristicas farmacoforicas de inibidores de MAP quinase p38 e inibidores
seletivos de PGHS-2. Foi eleito o anel o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenila, cujo perfil
sequestrador de radicais livres pode contribuir para o efeito inibitério sobre a
enzima PGHS-2, aparecendo como unidade farmacoforica em inibidores seletivos

do tipo isotiazolidinas (36).

0 i 4 i
Vo HIBRIDAGAO terfenilico
o \N'-\ %uol.ecuun
\ R

Inibidor de PGHS-2 oo NN
isotiazolidina (36) i ‘ﬁ

Candidatos a Agentes Simbléticos Inlbidores de MAP quinase p38 ¢ PGHS-2

Ar, ou Ar, = Ar, ou Ar, = Ar, ou Ar, = Farmacdforo para
Farmacoforos | Aremético sem MAPK p38
para PGHE-2 farmacoforo

°%cus QA I@A G'l;\ H.c.o,O/ )
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Figura 15. Planejamento estrutural dos novos compostos imidazo[l,2-a]piridinicos
candidatos a prototipos simbidticos inibidores de PGHS-2 e MAPK p38.
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Outra caracteristica estrutural importante dos compostos planejados foi a
presenca do grupamento para-metilsulfonilfenila, farmacéforo envolvido no
reconhecimento molecular pela PGHS-2, diretamente ligado ao nucleo
imidazo[1,2-a]piridinico ou através de espacador NH. O anel piridinila foi também
escolhido por ser uma subunidade estrutural presente em inibidores conhecidos
de MAP quinase p38, desempenhando importante papel como aceptor de ligacéao
de hidrogénio com Met109 (Figura 10), presente no sitio de ligacdo da MAPK p38
ao ATP. Dessa forma as subunidades 2-piridinila e 4-piridinila foram introduzidas
ligadas diretamente ao nucleo imidazo[l1,2-a]piridinico ou através do espacador
NH. Em alguns compostos as subunidades piridinilas foram substituidas por
grupamentos isostéricos como as subunidades 4-trifluorometilfenila, 4-
dimetilaminofenila e 4-metoxifenila, apresentando grupos exociclicos capazes de
atuarem como aceptores de ligacdo hidrogénio (Figura 15).

Dessa forma os novos derivados diarilheterociclicos imidazopiridinicos
planejados possuem requisitos estruturais para a inibicdo simultanea das enzimas
PGHS-2 e MAP quinase p38, sendo candidatos a protétipos de agentes

simbidticos analgésicos e antiinflamatorios.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Estudos de Ancoramento Molecular (Docking) dos Compostos
Imidazo[1,2-a]piridinicos Alvo com a MAPK p38 e PGHS-2

O emprego de métodos in silico se tornou parte da rotina do processo de
descoberta de novos farmacos, desde a identificacdo de hits até a otimizacao
de protétipos (BAJORATH, 2002). O docking de pequenas moléculas no sitio
ativo de proteinas pode ser empregado como uma técnica de screening, e foi
uma metodologia pioneira durante a década de oitenta (VARSHNEY, 1982) na
predicdo dos modos de reconhecimento molecular de um ligante ou candidato
pelo bioreceptor-alvo, permanecendo em uso até os dias atuais. O uso da
ferramenta de docking como screening pode gerar falsos positivos e falsos
negativos devido as limitagcbes dessa metodologia, que n&o prevé, por
exemplo, a flexibilidade dos residuos de aminoacidos do sitio ativo da proteina-
alvo causada pelo encaixe induzido, ou outras mudangas conformacionais que
ocorrem com o encaixe do ligante, bem como a participacdo de moléculas de
agua nas interagdes proteina-ligante (GHOSH, 2006). No entanto, os falsos
positivos e falsos negativos sado tolerados desde que verdadeiros positivos
sejam encontrados numa taxa suficientemente alta para justificar o uso da
técnica.

O docking especifico de cada ligante no sitio ativo do alvo produz um
modo de ligagdo para cada composto do banco de dados, junto com uma
medida da qualidade do encaixe do composto no sitio ativo. Estas informacgdes

sdo usadas para fazer o ranking dos compostos do banco de dados de modo a
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selecionar e testar experimentalmente um conjunto pequeno de moléculas
(BISSANTZ, 2000).

A partir do planejamento empirico das subunidades farmacofdricas
candidatas a substituintes do anel imidazo[1,2-a]piridinico central, foi
desenhada uma série de 39 compostos heterociclicos (37 a 75) (Tabela 4). Na
tentativa de validarmos o planejamento original e termos indicagdes dos
compostos que seriam os candidatos mais promissores a agentes simbidticos,
realizamos inicialmente estudos de docking (ou ancoramento molecular) dos
compostos planejados nas estruturas das proteinas PGHS-2 e MAPK p38.

Os compostos planejados tiveram suas estruturas construidas e
otimizadas empregando o método semiempirico AM1 9DEWAR, 1985) no
programa PC Spartan Pro 4.0. O esquema de cargas usado foi Gasteiger-
Huckel (PURCELL, 1967) para os ligantes e Amber99 para as proteinas.
Utilizou-se o programa FLExX (RAREY, 1996) para o docking dos compostos
na MAPK p38 (cédigo PDB: 1A9U) e o FLExXE (CLAUBEN, 2001) para o
docking dos mesmos compostos na PGHS-2 (cédigo PDB: 1CX2, 4COX,
6COX, 3PGH).

Os estudos de docking permitiram a obtengcdo de complexos formados
entre os ligantes imidazo[1,2-a]piridinicos planejados (37 a 75) e os
bioreceptores alvo, cuja analise demonstrou que em sua maioria 0s compostos
sdo capazes de se ligar tanto no sitio ativo da PGHS-2 quanto no sitio da
MAPK p38. Muitos destes novos compostos planejados apresentaram energia
de interacdo (AG) préxima daquela obtida para os padrdes utilizados, i.e. SC-

558 (84) para a PGHS-2 e SB-203580 (14) para a MAPK p38 (Tabela 4).



N N
Arl\ N)\—<Ar2

H

43

Figura 16. Estrutura geral dos compostos imidazo[1,2-a]piridinicos (37-75) planejados.

Tabela 4. AG de interacéo (kJ/mol) dos complexos formados entre os compostos

imidazo[1,2-a]piridinicos 37-75 com as enzimas MAPK p38 e PGHS-2

A .
Composto Ar, Ar, AGin; p38 PGﬁgt-Z
SB-203580 - - -27,08 -
Sc-558 - - - -36,26
37 3,5(di-terc- 4-SCH5Ph
butil)4-OH-Ph 15,55 10,36
38 3,5(di-terc- | 4-SO,CHsPh 19,24 -5,56
butil)4-OH-Ph
39 3,5(di-terc- 4-piridinila 15,26 1600
butil)4-OH-Ph
40 3,5(di-terc- 2-piridinila -15,60 -10,38
butil)4-OH-Ph
41 4-piridinila Ph -19,02 -20,21
42 2-piridinila Ph -21,98 -28,85
43 Ph Ph 17,71 -27,03
44 4-N(CH3)2Ph Ph 21,91 21,84
45 4-OCH3 Ph Ph 18,62 -34,82
46 4-CF3Ph Ph 17,72 -26,96
47 4-SCH3 Ph Ph 17,10 -23,05
48 4-SO2CH3 Ph Ph -23,16 -33,11
49 4-piridinila 4-SCH3Ph -19,19 -25,87
50 2-piridinila 4-SCH3Ph -19,53 -29,08
51 Ph 4-SCH5Ph 18,52 -27,41
52 4-N(CH3)2Ph | 4-SCHsPh -20,76 -28,37
53 4-CF3Ph 4-SCH5Ph 17,71 2878
54 4-piridinila___| 4-SO,CH3Ph 21,91 -21,03
55 2-piridinila | 4-SO,CH3Ph -22,61 -31,00
56 Ph 4-SO,CH3Ph -22,88 -25,96
57 4-N(CH3)2Ph | 4-SO,CH3Ph 21,17 17,76
58 4-OCH3 Ph | 4-SO,CH3Ph -24,03 -36,27
59 4-CF3Ph 4-SO,CH3Ph -21,45 11,82
60 Ph 4-piridinila -18,76 27,43
61 Ph 2-piridinila 19,76 28,24
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62 Ph 4-N(CH3)2Ph -18,30 -26,07
63 4-OCH3 Ph Ph -19,46 -32,38
64 Ph 4-N(CH3)2Ph -17,23 -26,86
65 4-SCH3 Ph 4-piridinila -18,17 -24,43
66 4-SCH3 Ph 2-piridinila -19,11 -28,45
67 4-SCH3 Ph 4-N(CH3)2Ph -18,76 -9,75
68 4-SCH3 Ph 4-CF3Ph -16,80 -25,16
69 4-SO2CH3 Ph 4-piridinila -24,92 -30,26
70 4-SO2CH3 Ph 2-piridinila -25,62 -29,59
71 4-SO2CH3 Ph | 4-N(CH3)2Ph -21,79 -30,76
72 4-SO2CH3 Ph 4-OCHsPh -24,02 -33,03
73 4-SO2CH3 Ph 4-CF3Ph -17,99 -27,64
74 4-SCH3 Ph 4-OCH3Ph -18,19 -26,33
75 4-OCH3 Ph 4-SCH3 Ph -18,13 -31,90

Analisando os resultados obtidos nos estudos de docking destacamos
dez compostos com menor energia de interagédo (AG) com a proteina MAPK
p38 (42, 48, 54, 55, 56, 58, 69, 71, 72, 79), dos quais sete também estao entre
os dez melhores no ranking para a PGHS-2, podendo ser estes, considerados
bons candidatos a ligantes simbidticos. Dentre os dez melhores compostos no
docking com a p38, somente trés (54, 42 e 56) ndo estdo entre os dez
melhores para a PGHS-2 (45, 48, 55, 58, 63, 69, 70, 71, 72, 75), no entanto,
cabe destacar o composto 42 (sexto com menor energia de ligagdo com a p38),
o qual, apesar do reduzido grau de funcionalizagdo que possui, apresentou boa
energia de interagdo com a PGHS-2 (AG = -28,85) sendo a décima segunda do
ranking.

E interessante notar que dentre os dez melhores derivados no docking
com a p38, nove possuem o grupamento metilsulfona como substituinte de um
de seus anéis arila e cinco possuem o anel piridinila, ja reconhecido como

importante farmacoforo para MAPK p38. Cabe destacar que a despeito do
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grupamento arilmetilsulfona ser reconhecido como um importante farmacoforo
para interacdo com o sitio ativo da enzima PGHS-2, os resultados obtidos
através destes estudos de docking demonstram que este grupamento também
pode ser interessante para interacdo com a enzima MAPK p38.

Analisando os compostos que apresentaram as melhores energias de
ligacdo no docking com a MAPK p38 nota-se que os pares de regioisdbmeros

(77 € 55; 69 e 54; 48 e 56; 72 e 58) se ligam com energias similares.
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Figura 17. Estruturas dos dez compostos que mostraram melhor energia de ligagao no
docking com a MAPK p38.
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3.1.1. Exemplos dos modos de interagdo mostrados no docking para
alguns dos compostos planejados com a MAP quinase p38 (1A9U) e
PGHS-2 (1CX2, 4COX, 6COX, 3PGH)

A titulo ilustrativo, a analise do complexo formado entre o derivado 70 e
a MAPK p38 (Figura 18A) permitiu observar que o grupamento sulfona € capaz
de fazer ligagdes de hidrogénio com os residuos de arginina 67 e lisina 53.
Cabe lembrar que esta ultima interagcéo é realizada pelo nitrogénio imidazdlico
do inibidor SB-203580 (14) durante seu reconhecimento pela p38 (figura 10).
Por sua vez, o nitrogénio imidazdélico do nucleo imidazopiridinico faz ligagao de
hidrogénio com a arginina 173, enquanto o atomo de nitrogénio do grupo 2-
piridinila e o NH vizinho fazem ligacdo de hidrogénio com a tirosina 35. O
complexo do mesmo derivado (70) com a PGHS-2 (Figura 18B) permitiu
observar que a subunidade sulfona pode fazer ligacdo de hidrogénio com a

fenilalanina 518.

Phe518

Figura 18. Representacdo dos complexos formados pelo docking do derivado 70 com
a MAPK p38 (A) e a PGHS-2 (B).
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O complexo do derivado 72 com a PGHS-2 e o inibidor seletivo desta
enzima, composto SC558 (84), ilustrado na figura 19, mostra que o derivado
proposto (72) pode se ligar no sitio ativo da PGHS-2 de forma similar ao
protétipo SC-558 (84). Podemos observar que a subunidade sulfona do
derivado 72 faz ligagdo de hidrogénio com o residuo histidina 90, da mesma
forma que a subunidade sulfona do SC558 (84). Adicionalmente, o grupamento
metoxila faz ligagdo de hidrogénio com o residuo Tir 355, de modo similar a
interacdo que é feita pelo nitrogénio pirrélico do SC-558 (84) no sitio ativo da
PGHS-2.

k]

Composto 72

Figura 19. Representacdo do complexo formado pelo docking do derivado 72 e do
inibidor SC-558 (84) no sitio ativo da PGHS-2.

O complexo formado entre o derivado 55 e a PGHS-2 (Figura 20A),
mostra que o grupamento sulfona pode fazer ligacdo de hidrogénio com a
histidina 90, de modo similar a interacdo realizada pela sulfona do inibidor
seletivo de PGHS-2 SC-558 (84) (Figura 19). O complexo do composto 55 com

a MAPK p38 (Figura 20B) mostra que os nitrogénios do anel 2-piridinila e



48

imidazolico fazem ligagdes de hidrogénio com a lisina 53, interacéo realizada
pelo nitrogénio imidazélico do SB-203580 (14) com o sitio ativo da p38 (figura
10). Adicionalmente, o grupamento sulfona de 55 faz ligagao de hidrogénio com

a arginina 173.

His90 ol o
. '

L ’_}\,«' ._

Figura 20. Representacdo dos complexos formados pelo docking do derivado 55 com
a PGHS-2 (A) e MAPK p38 (B).

O complexo formado entre o derivado 72 e a p38 (Figura 21A) mostra
que o grupamento metoxila pode fazer ligagdo de hidrogénio com o residuo
lisina 53, interagao que é feita pelo nitrogénio imidazdlico do SB-203580(14) no
sitio ativo da p38 (figura 10). Adicionalmente, o grupamento sulfona faz
ligacbes de hidrogénio com arginina 173 e lisina 152. O complexo deste
derivado com a PGHS-2 (Figura 21B), mostra que a subunidade sulfona faz
ligacdo de hidrogénio com a histidina 90, assim como a sulfona do composto
SC-558 (84) no sitio ativo da PGHS-2 (Figura 19). Adicionalmente, o
grupamento metoxila faz ligagées de hidrogénio com arginina 120 e tirosina
355, interagdes realizadas pelos nitrogénios pirrélicos do SC-558 (84) no sitio

ativo da PGHS-2 (Figura 19).
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Fura 21. Representacido dos complexos formados pelo docking do derivado 72 com a
p38 (A) e PGHS-2 (B).

O complexo formado no docking entre o derivado 48 e a p38 (Figura
22A) mostra que a subunidade sulfona pode fazer ligacdo de hidrogénio com
lisina 152 e arginina 173, além disso, o hidrogénio aminico pode fazer ligacéo
de hidrogénio com o residuo aspartato 168. No complexo do mesmo derivado
com a PGHS-2 (Figura 22B) observam-se ligagbes de hidrogénio entre a
subunidade sulfona e residuos fenilalanina 518 e histidina 90, esta ultima
interacdo € a mesma feita pela sulfona do composto SC-558 (84) no sitio ativo
da PGHS-2 (Figura 19). O nitrogénio imidazdlico faz ligagao de hidrogénio com
a tirosina 355, de modo similar a interagao feita pelo nitrogénio pirrélico do SC-

558 (84) no sitio ativo da PGHS-2 (Figura 19).
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Lys152& o

Figura 22. Representagao dos complexos formados pelo docking do derivado 48 e p38
(A) e PGHS-2 (B).

O complexo do derivado 42 com a p38 (Figura 23A) mostra que
hidrogénio aminico pode fazer ligagdo de hidrogénio com o residuo aspartato
168 e o nitrogénio da subunidade 2-piridinila com lisina 53, esta ultima
interacao é feita pelo nitrogénio imidazélico do B-203580 (14) no sitio ativo da
p38 (Figura 10). No complexo deste mesmo derivado com a PGHS-2 (Figura
23B), o nitrogénio imidazodlico faz ligagbes de hidrogénio com os residuos
arginina 120 e tirosina 355, mesmas interagdes feitas pelo nitrogénio pirrdlico
do SC-558 (84) no sitio ativo da PGHS-2 (Figura 19). Adicionalmente, o
nitrogénio da subunidade 2-piridinila e o hidrogénio aminico fazem liga¢des de

hidrogénio com a arginina 513.
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Figura 23. Representacdo dos complexos formados pelo docking do derivado 42 com
a p38 (A) e PGHS-2 (B).
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3.1.2. Eleicdo dos Compostos Planejados para Sintese

A escolha dos compostos a serem sintetizados dentre os compostos
previamente planejados (37-75) (Tabela 4), baseou-se primeiramente na
eleicdo daqueles que mostraram melhor perfil de interagdo com ambas as
proteinas-alvo deste trabalho, sendo estes compostos os melhores candidatos
a ligantes simbidticos. Dessa forma foram eleitos seis compostos que estédo
entre os que apresentaram os melhores resultados de docking com a p38 e
PGHS-2, i.e. os compostos 42, 48, 55, 58, 70 e 72. Destes, como cinco sao
derivados sulfonas, seus precursores sulfetos (47, 50, 60, 74 e 75) também
foram incluidos entre os compostos a serem sintetizados (Figura 24).

Secundariamente, alguns compostos contendo a subunidade 4-piridinila,
como os compostos 54 (nono composto com menor AG de interagdo com a
p38), seu respectivo precursor sulfeto (49) e o composto 41 também foram
eleitos por representarem bons potenciais ligantes para a p38. Além destes, o
composto 44, analogo de composto 41, onde a subunidade aceptora de ligagéo
hidrogénio 4-piridinila foi substituida pela subunidade 4-dimetilaminofenila,
também foi escolhido por mostrar um perfil de interagdo com a p38 in silico
(Figura 24).

Os compostos possuindo a subunidade 3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenila
nao se mostraram muito interessantes nos estudos de docking, no entanto,
uma vez que seu possivel perfil sequestrador de radicais livres, que pode
contribuir para a inibicdo da PGHS-2, ndo pode ser previsto pelo docking, dois
compostos possuindo esta subunidade (37 e 38) também foram eleitos para a

sintese. Como potencial ligante para a PGHS-2, também foi eleito o composto
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45 que mostrou um bom perfil de interagdo com esta proteina, sendo o quinto
com menor AG de interagao (Figura 24).

Dessa forma a eleicdo dos compostos a serem sintetizados (Figura 24,
Grafico 1) priorizou aqueles que se mostraram bons potenciais ligantes para
ambas as proteinas-alvo. Secundariamente, também foram selecionados
alguns compostos com perfil mais caracteristico para a inibicdo da p38 (41, 44
e 54) e outros mais caracteristicos de PGHS-2 (37, 38 e 45). Além disso,
também foi selecionado o composto 43, que possui como subunidades
substituintes do nucleo central dois anéis fenila ndo funcionalizados,
representando um perfil totalmente neutro, ou seja, sem subunidade

farmacoférica para nenhuma das proteinas-alvo.



54

o 5o

N2 10 PGHS-2* ""{ Ne1 PGHS-2* nd

.FP

m G

Ne 4 p3g*
Ne 4 PGHS-2*

oR

Ne 5 p38"
Ne3PGHS2* ™

86 42
osf
BE
Ne7 p3g = Ne g p3g" =

540 Q.

Lo%j
Ne 15 p38” =

Ne7 PGHS-2* Ne12 PGHS2" Ne 31 PGHS-2" Ne 11 PGHS -2
“ LS U by ° L
of
]
N2 16 p38” Ne17 p38" Ne 18 p38” Ne 19 p38"
Na30 PGHS2* /7 Ne5 PGHS-2 Ne 38 PGHS 2" Ne 26 PGHS 2"
- > U Rl = U s
’I
[ /] ] e H
Ne 20 p38* Ne 21 p38" Ne 24 p38" Ne 26 p38”
N2 14 PGHS-2" - Ne 32 PGHS2" Ne 20 PGHS-2* N 19 PGHS-2
74 75 ] j 47 _ | 37
I.I'-}l ¢ . e
Na 28 p38” N2 30 p38" Ne 35 p38” Ne 38 p38"
Ne23PGHS-2" ./ NeGPGHS2 .7 N2 29 PGHS-2" mg Ne 35 PGHS-2"

*Posicao no ranking para p38 e PGHS-2.

Figura 24. Estruturas dos compostos imidazo[1,2-a]piridinicos eleitos para sintese e

avaliagao farmacoldgica.
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Grafico 1. AG (Kj/mol) de interagdo com a MAPK p38 X PGHS-2 dos derivados
selecionados para sintese e avaliagcao farmacoldgica.
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3.2. Estratégia Sintética

A analise retrossintética ilustrada abaixo, permite-nos identificar pelas
desconexdes de duas ligacbes C-N (a e a’, Figura 24) e uma ligagao C-C (b,
Figura 25) que os compostos 3-arilamino-imidazo[1,2-a]piridinicos-alvo podem
ser obtidos através da reagcdo de acoplamento multicomponente da 2-
aminopiridina, um aldeido e uma isonitrila. Por sua vez, as isonitrilas
necessarias a preparacao desta familia de derivados heterociclicos podem ser
obtidas a partir das anilinas correspondentes, através de interconversdo de

grupo funcional (IGF).

N

(1 we. -~ _

NN » Ar-CHO * Ar,-Nz=C

S8 cc N" NH,
Arz\N b Ar

H 1

IGF
Ar,NEC )  AryNH2

Figura 25. Analise retrossintética dos compostos 3-arilamino-imidazo[1,2-a]piridinicos-
alvo.
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3.3. Sintese dos Derivados Imidazo[1,2-a]piridinicos

Os novos compostos 3-arilamino-imidazo[1,2-a]piridinicos (37, 38, 41,
42, 43, 45, 47, 50, 51, 55, 56, 58, 60, 61, 62, 65, 66, 69, 70 e 72) foram
sintetizados explorando-se a reagcdo de acoplamento multicomponente (MCR)
com isonitrilas (DOMLING e UGI, 2000) descrita por Groebke (1998), que é
uma variagdo das reagdes de acoplamento multicomponentes classicas

desenvolvidas por Passerini (1921) e Ugi (1961) (Figura 26).

O O

_ .- HR, RO
N=C Passerini 2,73
R1 " Rz)J\Rg " R4)J\OH - > Rl/N%O)LRél
@)
o) - HR, R @
= Ugi 2 3)]\
N=C _ _N
R1 * Rz)LRS * R4)J\OH * ReNHy —— Ry T NI
Rg

Figura 26. Reacbes de acoplamento multicomponentes (MCR’s) de Passerini e Ugi.

A primeira etapa desse trabalho consistiu na obtengdo das isonitrilas
necessarias para a realizacdo das reacdes de acoplamento multicomponentes,
2-piridinilisonitrila (76), p-tiometil-fenilisonitrila (77), p-metoxi-fenilisonitrila (78) e
fenilisonitrila (79). A sintese das isonitrilas foi realizada em duas etapas, a
primeira consistiu na formilacdo das anilinas correspondentes para obtencao
das respectivas formamidas que, posteriormente foram submetidas a reacao de
desidratagdo com POCI; para gerar as isonitrilas desejadas.

A sintese das formamidas foi feita a partir das anilinas, utilizando-se
formiato de etila como agente formilante e trietilamina como base, sob refluxo,
em rendimentos que variaram de 35-90% (Tabela 5). As bandas de absorgéo

em 1691, 1711-1680, 1679 e 1687 cm-1 nos espectros de IV das formamidas
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76, 77, 78 e 79, respectivamente, caracterizam as deformagdes das carbonilas
de amida introduzida na etapa de formilagdo. Nos espectros de IV também
podem ser observadas as bandas caracteristicas da deformagéo axial de NH
de amida secundaria, entre 3200 e 3312 cm™, e deformacao axial da ligacéo

CH do grupo C(=O)H, entre 2700 e 2920 cm™.

Tabela 5. Sintese e propriedades fisico-quimicas das formamidas 76, 77, 78 e 79.

o) EtsN o)

Ar-NH;  * HJJ\OEt refluxo Ar\NJ\H
H
Composto Ar o C=0 NH | C(=O)H
t®) |RO0 [PECO | S5 [ oy | ol
76 ~ 60 2700
>60* -
| A 35 4 1691 | 3269 | 250
%
77 Jij 1680- 2800-
. a8 | 90 [es7o| 050 | 3312 ] 500
%
78 Jij 2833-
24 | 40 | 6264 | 1679 | 3260
oo 2887
79 &
©/ 48 | 80 # 1687 | 3269 | 2877

*Nao houve consumo total do produto de partida (2-aminopiridina).
#Produtos obtidos como 6leo.

As formamidas sintetizadas foram caracterizadas por espectroscopia de

RMN'H e RMN™C (Tabelas 7 e 8). Foi observado que os sinais nos espectros
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de RMN™C e RMN'H aparecem duplicados, como pode ser visto nitidamente
no espectro ilustrado na figura 28. Este fato pode ser explicado pela restricdo
de rotagao da ligagdo amidica, podendo adotar conformacgdes s-trans (l) e s-cis
(Il) (Figura 27), a qual na escala de tempo em que € realizado o espectro de
ressonancia magnética se comporta como uma ligagcdo C=N devido as formas
candnicas (I') e (II), fazendo com que os conférmeros aparegam no espectro
como duas moléculas diferentes (similar a um par de diasteroisbmeros

E/Z)(Figura 26) (PAVIA, 2001).

© 0
Hs J\ H\KI)\H

n =~ ™

ﬂ pseudo (E)

1 x
H< o\ Ho+
N ~0 S-cis N* o)
H
(”) - (r
pseudo (2)

Figura 27. Equilibrio conformacional da formanilida e suas respectivas formas
candnicas.
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Figura 28. Exemplo ilustrativo da duplicidade em padrao formamida no espectro de
RMN'H (CDCI;) da para-tiometilformamida (77).



Tabela 6. Dados de RMN'H (CDCls) das arilformamidas (76, 77, 78 e 79).

l1| H H : H H 6 H H 6 H H
BN 5 5 5
oy O R
5\~ 3 0 H3C\S > @] H3C\O 5 0] 4 2 O
4 3 3 3
(76) (77) (78) (79)
Composto | (C=O)H NH Ho H Ha He e OCHz | _SCHs
7750 | 7.67 0
76" 931(s) | 10,18 -8 L u=r2e | =750 | 222 L i
’ 81Hz | 81Hz :
749 (m | 7.19 (m) 749 | 7.19 (m)
e e e e
[ 833 (s) 865 | 745() | 7.01 () - 7.01(d) | 7.45 ) - 2,46(s)
J=8.1Hz | J= 8,1 Hz J=81Hz | J=81Hz
6.83(m) | 6.83(m) 6.83(m) | 6,83 (m)
e e e e
8 8,25 (s) 885 | 741(a) | 7.00 () - 7.00(d) | 7.41@ |77 -
J=88Hz | J=8.8Hz J=88Hz| J=88Hz
7.58 (d)
79 8,32 (s) 0.07 [ 739m) [ 747 [ S| 747 | 730 (m) i i

*Os dados obtidos estdo de acordo com os previamente descritos na literatura (KREIN, 2002).
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Tabela 7. Dados de RMN'*C (CDCI;) das arilformamidas (76, 77, 78 e 79).

H

6 6
N._H 5 H 5 N__H 5 N._H
ST I @ )il Q ) @ ) g
5N 3 @) Hs,C\S 5 o) H3C\O 5 o) 4 o)
3 3 3
(76) (77) (78) (79)
Composto (C:O)H C; Cg Cs Cs Cs Ce OCH3 SCHs;
N 151,09 e 115 e 139 e 120 e
76 163 e 159 - 151,01 110 138 119 148 e 147 - -
127 e 119 e 1342 e 119e
77 162 e 159 135 128 120 134 4 120 127 e 128 - 16
1218 e 1148 e 1148 e 1218 e
78 157 e 156 | 130 e 129 121.3 114.1 159 114.1 121.3 55 -
. 136,0 e 1289 e 119 e 1244 e 119e 1289 e
19 162 e 155 136,2 128,2 118 123,9 118 128,2 i )

*Os dados obtidos estdo de acordo com os previamente descritos na literatura para a formanilida (76) no Spectral Database for Organic
(http://riodb01.ibase.aist.go.jp/SBDS/)

Compounds

e

2-formamidopiridina

(79)

(KREIN,

2002).
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A despeito do procedimento de formilagao utilizado na preparagao das
formamidas ter levado a obtencdo dos derivados 77, 78 e 79 em bons
rendimentos; a reagcdo de formilagdo da 2-aminopiridina com formiato de etila
durou 96h sem consumo completo do produto de partida, resultando na
obtencao da 2-piridinilformamida em baixo rendimento. Dessa forma tentamos
controlar esta limitagdo através do uso de um agente formilante mais
eletrofilico, conseqlentemente mais reativo que o formiato de etila, e.g. um
anidrido misto formado através de reacdo do acido férmico com anidrido
acético. Posterior adicao de solucéo etérea de 2-aminopiridina (Guo e Mayr,
1997) (Figura 29) levou ao consumo total do produto de partida apdés 48h de
reacao a temperatura ambiente, gerando a 2-piridinilformamida (76) em 78% de

rendimento.

j?\ o o 1- 50-60°C, 2h @ o
_—
HoH o7 AN

N N H
2-@ , éter H

N” "NH, (76)
48h, 78%

Figura 29. Obtencao da 2-piridinilformamida (76) (GUO e MAYR, 1997).
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Em seguida, as formamidas sintetizadas (76-79) foram submetidas a
reacao de desidratagdo com POCI; (UGI, 1985) em trietilamina e diclorometano
para obtengao das isonitrilas correspondentes, através de mecanismo ilustrado
na Figura 30. As isonitrilas (80-83) foram obtidas em rendimentos que variaram
de 40 a 90% (Tabela 8) e todas possuem o odor extremamente desagradavel e
caracteristico dessa classe de substancias (DOMLING e UGI, 2000). Por esta

razao, as isonitrilas sintetizadas foram utilizadas sem purificagdo prévia.

0

@R o il
R\i\? ’ Cl_T_O —» N—<\) (|;| —
i )

H
CI )

Cl
® A (\ C? ® ©
R—N==C » R—N==C

Figura 30. Mecanismo proposto para a formacgao das isonitrilas
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Tabela 8. Rendimentos e propriedades fisicas das isonitrilas aromaticas (80-83).

POCI; Et3N
Ay Ay 2= Ar-NC
H CH,Cl,, 0-2°C
Composto Rendimento | Caracteristica
s UeiED () (%) do produto
80 | N 2 50 Oleo escuro
~-N
J@/‘% ,
Oleo vermelho
81 H,CS 1 80
%, .
g2 1 90 Oleo escuro
H,CO
% : -
83 ©/ 3 35 Oleo laranja

De posse das isonitrilas, a sintese dos compostos 3-arilamino-
imidazo[1,2-a]piridinicos foi realizada através de reacbes de acoplamento
multicomponentes (MCR) com as isonitrilas sintetizadas (80-83), os aldeidos
aromaticos selecionados e 2-aminopiridina. Em principio as reagdes foram
feitas misturando-se quantidades equimolares dos trés componentes a
temperatura ambiente durante cerca de 24h, usando-se metanol como solvente
e dois equivalentes de acido acético glacial (GROEBKE, 1998). Os derivados
imidazo[1,2-a]piridinicos desejados foram obtidos em rendimentos que

variaram entre 25-90% (Tabela 9).
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O mecanismo proposto para essa reagdo envolve a formacédo do ion
iminium (A), o qual sofre posteriormente o ataque da isonitrila para gerar um
intermediario carregado B, o qual sofre ataque nucleofilico do par de elétrons
do nitrogénio piridinico levando a formacédo do intermediario biciclico C. O
heterociclico aromatico desejado €, entdo, gerado por rearomatizagcdo do

intermediario C (Figura 31).

R
NH, H.t ® ©
§ O AcOH N™H R,N=C
PN R)LH - SN
= 1 |
_
(A) l

Figura 31. Proposta mecanistica para a formacdo dos compostos 3-arilamino-
imidazo[1,2-a]piridinicos (GROEBKE, 1998).
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Tabela 9. Rendimentos e propriedades fisico-quimicas dos compostos 3-arilamino-

imidazo[1,2-a]piridinicos (37, 42, 43, 44, 45, 47, 49, 50, 51, 54, 66, 71, 75) obtidos por

acoplamento multicomponente .

()

N MeOH N™ N
fN:LNH + Ar;-CHO + ArxNC CHS—CJOH . )=(

2 ta 2°N Ary

H

Composto Ary Arp t (h) R (%) PE (°C)
Llﬁ_\gssaig)' 2-piridinila | fenila 24 40 235-237
136 (0 | ZPiidinia | 4-SCHw-Ph | 24 40 154-156
I?L'i\f??S(BA,IA?) 4-N(|Sfl1-|3)2- fenila 24 40 >250
Llﬁ_\ggag)' fenila | 4-OCHsPh | 24 35 221-223
L1A1$3»S?4ig)- 4-piridinila | 4-SCHa-Ph 72 0* ;
Lﬁ\gg?gé’)‘ 4-SCHy-Ph | 2-piridinila 24 50 233-235
Lﬁ\fgaf)' 4-piridinila |  fenila 24 0* -
Ll'i‘fls(BAf'g) fenila fenila 24 25 232-234
Llﬁ_\fzs(BSif)' fenila | 4-SCHy-Ph | 24 40 232-234
Liencray | 4-SCHsPh | 4-0CH:-Ph | 24 70 184-186
Llﬁ_\%sgig)' 4-OCHz-Ph | 4-SCHyPh | 24 90 191-193
Llﬁ_\ifa%' 4-SCHs-Ph |  fenila 72 50 232-234
LASSBio- S;ﬁf.‘;'f{fér.ﬁi 4-SCH3-Ph 24 65 258-260
987 (37) i

*Apds isolamento e purificacdo por coluna cromatografica nao foi detectada a
formacgao do produto esperado.

# Composto possui registro CAS (852453-71-5) encontrado em pesquisa no SciFinder
Scholar, porém nao foi encontrado registro de referéncia ou patente para este
composto.
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As reacbes de acoplamento multicomponentes realizadas de acordo
com a metodologia descrita previamente (GROEBKE, 1998), ndo levaram a
obtencdo dos compostos esperados (tentativa de obtengcdo dos compostos
LASSBio-1173 (49) e LASSBio-1140 (41)) quando se empregou O 4-
pridinilcarboxaldeido como eletréfilo. A analise dos respectivos espectros de
RMN'H e RMN'™C mostrou que néo foram obtidos os produtos desejados visto
que nao foram observados os sinais referentes aos hidrogénios do anel
imidazopiridinico. No espectro de RMN'H (Figura 33) dos produtos obtidos
observa-se apenas os sinais referentes aos hidrogénios do anel 4-piridinila, do
anel aromatico proveniente da isonitrila utilizada e um hidrogénio caracteristico
de imina. As mesmas caracteristicas s&o observadas nos respectivos
espectros de RMN'*C (Figura 34). Além disso, nos espectros de infravermelho
pode ser observada banda referente a ligacdo C=N (Figura 35). Com base

nesses dados suspeita-se que os produtos obtidos sdo as iminas 85 e 86

(Figura 32).
H Vi \ H
O~ O
i 2 Wi
(85) (86) ’

Figura 32. Proposta estrutural para os produtos formados na tentativa de obtencao dos
compostos LASSBIio-1140 (41) e LASSBIio-1173 (49), respectivamente.
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Figura 33. RMN'H (400MHz) em CDCl; do produto isolado na tentativa de obtengéo do

composto LASSBio-1140 (41)

des
A B

2eb

Figura 34. RMN™C (400MHz) em CDCl; do produto isolado na tentativa de obteng&o

do composto LASSBio-1140 (41)



70

Figura 35. Espectro de infravermelho do produto isolado na tentativa de obtengao do
composto LASSBio-1140 (41).

A hipoétese estrutural para o produto obtido na tentativa de obtengao de
LASSBIio-1140 (41) foi confirmada através da caracterizacdo do produto (84)
formado pela condensagao comparativa do 4-piridinicarboxaldeido (87) com a
anilina (88). Observou-se que o produto obtido por condensagcdo do 4-
piridinocarboxaldeido (87) com a anilina (88) (Figura 36) e o produto formado
na reagao multicomponente na tentativa de obtencdo de LASSBio-1140 (45)
possuem o mesmo Rf, PF (56-60°C) e seus respectivos espectros de RMN'H
(Figuras 37 e 38) e RMN'C (Figura 39 e 40) s3o idénticos.

Logo, podemos suspeitar que, quando se \utiizou o 4-
piridinocarboxaldeido como eletréflo da reagdo de acoplamento

multicomponente, devido a uma possivel diferenga na cinética desta reacao,
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houve hidrélise parcial da isonitrila gerando a anilina correspondente. Esta por

sua vez, reagiu com o aldeido utilizado formando a imina correspondente.

0] H
/ N
NH, |
Xy, EtoH N N
+ > X
= HCI, t.a, 3h
N H

Figura 36. Obtencdo da imina 84 através da reacdo da anilina (88) com o 4-
piridinocarboxaldeido (87).
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Figura 37. RMN'H (200MHz) em CDCI; do produto obtido na reagéo de acoplamento
multicomponente entre a 2-aminopiridina, 4-piridinocarboxaldeido e fenilisonitrila.
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Figura 38. RMN'H (200MHz) em CDCl; da imina obtida na reacdo entre a anilina (88)
e o0 4-piridinocarboxaldeido (87).
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Figura 39. RMN"3C (200MHz) em CDCl; do produto obtido na reacdo multicomponente
entre a 2-aminopiridina, 4-piridinocarboxaldeido e a fenilisonitrila.
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Figura 40. RMN"*C (200MHz) em CDCI; do produto obtido na reacdo entre a anilina
(87) e o 4-piridinocarboxaldeido (86).

Dada a limitagdo de aplicagdo da metodologia de acoplamento
previamente empregada, um procedimento alternativo foi utilizado na tentativa
de obtengcdo dos compostos LASSBio-1140 (41) e LASSBio-1173 (49)
apresentando as subunidades farmacoféricas 4-piridinila na posicao 2 do
nucleo imidazopiridinico. Neste contexto, utilizou-se tolueno como solvente, ja
que sabidamente solventes nucleofilicos, como o metanol, poderiam levar a
formacgao de produtos colaterais, resultantes da reacado do intermediario imina
com uma segunda molécula de 2-aminopiridina ou alternativamente com o
solvente nucleofilico, reduzindo o rendimento do produto desejado
(PARCHINSKY, 2006). As reacbes foram feitas aquecendo-se quantidades
equimolares de 2-aminopiridina e 4-piridinocarboxaldeido a 50°C por trinta
minutos antes da adigcdo de 2 equivalentes de cloreto de amdnio sélido e 1

equivalente da isonitrila de interesse, e resultaram na obtencdo dos derivados
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LASSBio-1140 (41) e LASSBIio-1173 (49) em 60 e 50% de rendimento,

respectivamente.

Tabela 10. Rendimentos e propriedades fisicas dos compostos imidazo[1,2-

a]piridinicos LASSBio-1140 (41) e LASSBio-1173 (49).
@
N

AN CHO  1_tolueno, 50°C, 30min
| \_N
— + AN 2- NH4C| —
NH, P
N A {NC

N ArZ\N
H 7\
refluxo, 30h —N
Rendimento
Composto Ar; Tempo (h) PF (°C)
(%)
LASSBio- 5
©/ 30 50 208-210
1140 (45)
LASSBio- %
30 60 189-190
1173 (43) | HiCS

De posse dos compostos imidazo[1,2-a]piridinicos obtidos pelas
metodologias sintéticas descritas previamente, fez-se necessaria a
investigacao da regiosseletividade da reagédo de acoplamento multicomponente
envolvida na etapa de construgdo do sistema heterociclico central. Segundo
Mandair e colaboradores (2002), as rea¢gées multicomponentes entre aldeidos,
isonitrilas e 2-aminoazinas nem sempre geram os produtos esperados. Estes
autores investigaram a sintese de alguns compostos imidazo[1,2-

a]pirimidinicos, usando cinco aldeidos diferentes e duas diferentes isonitrilas e
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observaram a formacao de dois produtos com polaridades diferentes, porém
apresentando espectros de RMN'H e massa idénticos. Apds andlise por
cristalografia de raios X, os produtos obtidos foram identificados como sendo

os regioisdmeros 2-alquilamino (A) e 3-alquilamino (B) (Figura 41).

R,
N+ N-R; HN-R
)'\J‘\HWH NH C N/S/LH N/\S\ 2
N~ N7 "R; R,-NC ML PQ R, —— M R
o) v - > Nl N Ry NI N NI N 1
£, @ @ S
+
NH, N,Rz
N)§N Rq R;//+ R
J wR d 3 -
Z N H RNC N~ H NH N/\S\
N)§N — N|)§N — N/QN+\N|‘? N/&N NH
g (L e U

Figura 41. Proposta mecanistica para a formacado dos regioisbmeros 2- e 3-amino-
imidazo[1,2-a]pirimidinicos, A e B respectivamente (MANDAIR, 2002).

Os compostos imidazo[1,2-a]piridinicos sintetizados através das reagoes
de acoplamento multicomponente com isonitrilas foram completamente
identificados através de seus espectros de RMN'H, RMN'™*C e IV. No entanto
esses experimentos ndo podem ser inambiguamente utilizados para a
determinacao da regioisomeria dos produtos obtidos, haja vista a eventual
semelhanga entre os espectros dos possiveis regioisdbmeros. Entretanto, para
a determinacdo da regioisomeria dos produtos sintetizados decidimos
investigar o efeito NOE (Nuclear Overhauser Enchancement) observado pela
relacdo entre o hidrogénio da fungdo amina com o préton Hs do anel

imidazopiridinico, a qual sé poderia ser observada para os regioisbmeros 3-
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arilamino-imidazo[1,2-a]piridinicos, ja que nos regioisbmeros 2-arilamino-
imidazo[1,2-a]piridinicos a distancia entre os hidrogénios envolvidos seria muito
grande para permitir significativa correlagédo (Figura 46).

Neste contexto, foi realizado o espectro de NOESY 2D 1H/1H do
composto LASSBIio-1142 (51) (Figura 47). Este composto foi escolhido pelo
fato de seu espectro de RMN'H (Figura 38) estar muito bem definido em
relacdo aos hidrogénios do anel imidazo[1,2-a]piridinico (Hs (d) = 7,91 ppm, Hs
(t) = 6,94 ppm, H; (t) = 7,23 - 7,42 ppm e Hg (d) = 7,59 ppm) e, também pelo
fato de terem sido feitos experimentos de COSY (Figura 43, Tabela 12), HSQC
1H/13C (Figura 40) e HMBC 1H/13C (Figura 44), que auxiliaram na elucidagao
estrutural e caracterizagdo inambigua dos assinalamentos de carbonos
quaternarios (143 (Co); 138 (C2); 119 (C3); 127 (Cy); 145 (C1”) e 135 (Cy)).

O experimento de NOESY 2D (Figura 47) para o composto LASSBio-
1142 (51) permitiu a observagdo das relagdes entre o hidrogénio da amina,
sinal que pode ser observado como um singleto caracteristico em 8,27 ppm, e
seus hidrogénios vizinhos (Hs, Hy', Hg’ € Ha), destas relagdes a mais importante
€ aquela observada entre o hidrogénio da amina e o hidrogénio Hs,
considerando que essa correlagdo nao seria observada em se tratando do
regioisdbmero 2-amino-imidazo[1,2-a]piridinico (51a) (Figura 46).

Dessa forma podemos inferir que os compostos sintetizados através das
reagdes de acoplamento multicomponentes com isonitrilas, usando os aldeidos
selecionados e a 2-aminopiridina (GROEBKE, 1998) possuem a regioisomeria
esperada, ou seja, sao derivados 3-amino-imidazo[1,2-a]piridinicos como o

composto LASSBio-1142 (51).
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Figura 42. Espectro de RMN'H/DMSO-d6 do derivado LASSBio-1142 (47), com
destaque para o hidrogénio aminico que aparece como um singleto caracteristico em
8,27 ppm.
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Figura 43. Espectro de COSY 1H/1H em DMSO-d¢/TMS do derivado LASSBio-1142

(51).

Tabela 11. Correlagbes observadas no espectro de COSY 1H/1H em DMSO-ds/TMS
do derivado LASSBIio-1142 (51).

COSY 1H/1H do Composto LASSBi0-1142

Ha — He Hy,Hs e Hs — Ho' e He
He — Hz, Hg e Hs He — He, H7 € Hs
He — Ha Hs — He, H7 e Hs
H, — He, Hs € Hs Hy e He — Hs', Hs' e Hs
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Figura 44. Espectro de HSQC* 1H/13C em DMSO-d6 do derivado LASSBio-1142.

*Agradecimentos ao aluno de doutorado Arthur E. Kummerle (LASSBio-FF-UFRJ) pela
realizagcao (Université Louis Pasteur — Strasbourg) e processamento dos espectros de

ressonancia magnética nuclear bidimensionais
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Figura 45. Espectro de HMBC 1H/13C em DMSO-d6 do derivado LASSBio-1142 (51).

Tabela 12. Correlagdes observadas no espectro de HMBC 1H/13C em DMSO-dg/TMS
do derivado LASSBio-1142 (51).

HMBC 1H/13C do Composto LASSBi0-1142

CH;—C/,” Hs’, Hi' e Hs'— C¢’

Ha—C4" Hs—Co
He—Cs e Cs Hs—Cg

HB_)C']” H2, e HB,_)CZ
H;—Cs e Co NH—Cae C;
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Figura 46. Estrutura do composto LASSBio-1142 (51) e seu respectivo regioisdmero
composto 2-amino-imidazo[1,2-a]piridinico (51a)
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Figura 47. Espectro de NOESY 2D 1H/1H do composto LASSBio-1142 (51), indicando
a correlacao existente entre hidrogénio da amina e Hs, que indica que o regioisbmero
obtido na reacdo multicomponente € o derivado 3-amino-imidazo[1,2-a]piridinico.
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Tabela 13. Correlagdes observadas no espectro de NOESY 1H/1H em DMSO-dg/TMS
do derivado LASSBi0o-1142 (51).

5 4

Correlagdes de NOE do Composto LASSBi0-1142 (51)

S-CHs; — Hg Hs', Hy' e Hs' — Ho e He
Ha — Hg e NH Hs — Hy
Hs — Hz eHs Hs — Hs, H7 e NH
Hs — Hae CHj HyeHe — Hs Hg, Hs e NH
H7 — Hs, Hs e Hg NH — A, Hs, HY e H¢'

Alguns dos compostos 3-amino-imidazo[1,2-a]piridinicos possuindo
como um dos substituintes de seus anéis arila o grupamento metilsulfeto
(compostos LASSBio-1136 (40), LASSBio-1173 (43), LASSBio-1139 (44),
LASSBio-1144 (48), LASSBIio-1175 (49), LASSBio-1143 (50) e LASSBIio-987
(51)), foram submetidos a reacao de oxidagao para obtencao das metilsulfonas
correspondentes. Derivados sulfetos podem ser oxidados a sulfonas ou
sulfoxidos e, freqlientemente ambos os produtos podem ser obtidos com o uso
do mesmo agente oxidante dependendo do numero de equivalentes de
reagente utilizado (VENIER, 1982). Para a obtengao das sulfonas de interesse
(38, 48, 54, 55, 58, 70, 72) foi necessaria a eleicdo de uma metodologia

quimiosseletiva que oxidasse os derivados sulfetos correspondentes. O agente
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oxidante escolhido foi o hidrogénio persulfato de potassio (KHSOs),
comercializado como Oxona®, que € um reagente que apresenta excelente
quimiosseletividade para a conversao de sulfetos (40, 43, 44, 48, 49, 50, 51) as
sulfonas pretendidas (38, 48, 54, 55, 58, 70, 72). Cabe destacar, que este
reagente também tem potencial uso para obtengdo dos sulféxidos
correspondentes, sendo, no entanto, necessario o rigoroso controle do tempo e
temperatura da reacdo. Logo, o uso de Oxona® em excesso (~ 3 equivalentes)
a temperatura ambiente (TROST, 1981) levou a conversdo completa dos
sulfetos as sulfonas correspondentes (38, 48, 54, 55, 58, 70, 72) apdés uma
hora de reacdo e em rendimentos que variaram entre 60-80% (Tabela 20).
Pode-se observar nos espectros de |V das sulfonas obtidas (38, 48, 54, 55, 58,
70, 72), as bandas de absorgdo caracteristicas referentes as deformagdes
assimétrica (1311 a 1319 cm™") e simétrica (1143 a 1151 cm™) do grupamento
sulfona (SO3). Por outro lado, é importante ressaltar que n&o foi observado nos
espectros de IV das sulfonas (38, 48, 54, 55, 58, 70, 72) banda caracteristica
da presenca de grupamento sulféxido (S=0) entre 1060 e 1040 cm™, indicando

a quimiosseletividade do processo oxidativo em tela.
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Tabela 14. Rendimentos e propriedades fisico-quimicas dos derivados imidazo[1,2-

a]piridinicos apresentando grupamento sulfona (38, 48, 54, 55, 58, 70 e 72).

X
2KHSOsKHSO0,4K,S0, @

»

N (Oxona) N™ N
HN — —
— MeOH Ar'o~ .
AVZ\H Ar,  lhta N AN
Composto Ar'y Ar; R (%) | PF(°C)
LASSBio- % %
B O/ 60 | 227-230
1170 (55) -N H;CO,S
LASSBio- % %
©/ 60 >250
1134 (48) | H3CO,S
LASSBio- % %
X
O/ ©/ 80 | 194-196
1172 (54) N~ H3CO,S
LASSBio- %, %,
| N 80 >250
1171 (70) | H3CO,S N
LASSBio- % £
/©/ 60 | 180-182
1145 (72) | H3CO,S H,CO
LASSBio- * %,
HO O/ 60 | 255-257
1002 (38) H3CO,S
LASSBio- % %,
/©/ 60 | 151-153
1174 (58) H,CO H,CO,S
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Além das observagdes dos sinais referentes as bandas de absorcao das
sulfonas nos espectros de IV, também podem ser observadas modificagdes
nos espectros de RMN'H e RMN'3C com relagéo ao deslocamento dos sinais
referentes as metilas do grupamento metilsulfeto (~2,4 ppm no espectro de
RMN'H e em torno de 16 ppm no espectro de RMN'C), para campo mais
baixo, os quais devido ao efeito de desblindagem do grupamento metilsulfona
aparecem em ~ 3,1 ppm no espectro de RMN'H e em torno de 44 ppm no

espectro de RMN'C) (Tabela 15).
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Tabela 15. Diferengas observadas nos espectros de RMN'H e RMN'™*C com relacéo
ao deslocamento dos sinais referentes as metilas do grupamento metilsulfeto e
metilsulfona nos derivados imidazo[1,2-a]piridinicos.

Derivado metilsulfeto Derivado metilsulfona correspondente
RMN-'H | RMN-C RMN-'H RMN-**C
Composto | (SCHjs) (SCHs) | Composto (SO,CHs) (SO2CH3)
(6-ppm) | (8-ppm) (6-ppm) (6-ppm)
LASSBiIo- LASSBio-
2,40 18 3,07 44
987 (51) 1002 (38)
LASSBiIo- LASSBio-
2,50 18 3,07 42
1136 (50) 1170 (55)
LASSBiIo- LASSBiIo-
2,46 14 3,21 43
1139 (44) 1171 (70)
LASSBiIo- LASSBio-
3,02* 15 3,21 43
1143 (47) 1134 (48)
LASSBio- LASSBio-
2,44 14 2,95 44
1144 (48) 1145 (72)
LASSBiIo- LASSBio-
2,35 16 3,09 44
1173 (43) 1172 (54)
LASSBiIo- LASSBio-
2,35 16 3,09 44
1175 (49) 1174 (58)

*Espectro realizado em acido trifluoroacético deuterado (TFA).
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3.4. Avaliacdo Farmacoldogica dos Novos Compostos imidazo[l,2-
a]piridinicos Funcionalizados

Os derivados 3-arilamino-imidazo[1,2-a]piridinicos, LASSSBio-987 (37),
LASSBio-1002 (38), LASSBio-1134 (48), LASSBio-1135 (42), LASSBio-1136 (50),
LASSBio-1140 (41), LASSBio-1141 (43), LASSBio-1145 (72), LASSBio-1170 (55),
LASSBio-1171 (70) e LASSBio-1172 (54), foram eleitos para avaliagédo
farmacologicamente de suas propriedades analgésicas e antiinflamatorias, em
modelos in vivo (Figura 48). Alguns destes compostos foram também
selecionados para avaliagao de atividade inibitoria das enzimas MAP quinase p38

e PGHS-2 em modelos in vitro.

LASSBIi0-987 (37) LASSBIi0-1002 (38) LASSB,Q 1134 (48)
() 1
NN N >N N \ N
S =
HaC QN O QN
H H
OH H3C
LASSBio-1135 (42) LASSBIi0-1136 (50) LASSBi0-1140 (41) LASSBio-1141 (43)
It ) (1 )
NN NN Ny NN
— S _ _ —
@N HaC QN QN
=N
LASSBi0-1145 (72) LASSBio-1170 (55) LASSBio-1171 (70) LASSBi0-1172 (54)
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Figura 48. Padrao estrutural dos derivados imidazo[1,2-a]piridinicos eleitos para avaliagao
farmacoldgica
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O perfil antiinflamatoério e analgésico in vivo dos compostos 3-arilamino-
imidazo[1,2-a]piridinicos foi investigado no modelo de edema de pata de rato
induzido por carragenina (FERREIRA, 1979), contor¢gdes abdominais induzidas
por acido acético (COOLIER, 1968), ensaio de nocicepg¢ao induzida por capsaicina
(SANTOS & CALIXTO, 1997) e hiperalgesia térmica induzida por capsaicina
(MIZUSHIMA, 2005). Em todos os ensaios os compostos testados, assim como os

padrées utilizados, foram administrados por via oral na dose de 100 umol/Kg.

3.4.1. Ensaio de Contor¢cdes Abdominais Induzidas por Acido Acético
(COOLIER, 1968)

O ensaio de contorcdes abdominais induzidas por acido acético’ em
camundongos leva a uma resposta nociceptiva dose-dependente por um
mecanismo que envolve a participacdo de eicosandides e/ou aminas
simpaticomiméticas (DOHERTY, 1985; DUARTE, 1988; SANTOS, 1988). Estes
mediadores, por sua vez, sdo secundarios a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias pelas células residentes tissulares (FERREIRA, 1988, 1993; CUNHA,

1991, 1992).

"Ensaio realizado pelo aluno de iniciagdo cientifica Cleverton Kleiton Lima sob a orientacdo da
Prof. Dr?. Ana Luisa Palhares de Miranda (LASSBio-UFRJ)
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As contor¢cbes abdominais induzidas por acido acético em camundongos podem
ser inibidas pela administragdo prévia de substancias analgésicas narcoéticas e
nao narcoticas, sendo este ensaio amplamente utilizado para o screening
farmacolégico de novos compostos antinociceptivos (COOLIER, 1968; LE BARS,

2001). Os resultados obtidos sdo mostrados no Gréfico 2 e Tabela 16

LASSBIi0-987 (37) LASSBi0-1002 (38)  LASSBi0-1134 (48) LASSBi0-1135 (42)
CL () () )
( N \ N™Y Q
@ OO (O
HsC N QN
H H /N
-0 —
OH HaC™S,
LASSBi0-1140 (41) LASSBio-1141 (43) LASSBi0-1170 (55) LASSBi0-1145 (72)
) )
|
N™® NN
— O —
Oy @S
H 7 \ i :
- .
HSC’Sb

Figura 49. Estruturas dos derivados imidazo[1,2-a]piridinicos avaliados no modelo de
contor¢gdes abdominais induzidas por acido acético.
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Grafico 2. Perfil analgésico dos derivados 3-arilamino-imidazo[1,2-a]piridinicos no modelo
de contor¢gdes abdominais induzidas por acido acético. n= 7-10 animais; os resultados séo
expressos em porcentagem de inibicao obtida pela comparagdo com o grupo controle; *p<
0,05 teste t de student

Tabela 16. Efeito dos derivados 3-arilamino-imidazo[1,2-a]piridinicos no modelo de
contor¢cbes abdominais induzidas por acido acético.

Substancia N° de contor¢gbes | % de inibicéo
Controle 59,2 + 1,33 -
Celecoxibe 31,9+4,7 46*
LASSBIio-987 (37) 31,1+4,12 48*
LASSBio-1002 (38) 54,2 + 2,54 8
LASSBio-1134 (48) 54,8 + 3,38 7
LASSBio-1135 (42) 61,2 + 2,87 -3
LASSBio-1140 (50) 51,5+ 2,34 13
LASSBio-1141 (43) 52,8 + 2,87 10
LASSBio-1145 (72) 27,8 + 3,68 53*
LASSBi0-1170 (71) 39,2 + 3,33 33*

n= 7-10 animais; os resultados s&o expressos em porcentagem de inibigcdo obtida pela comparacao
com o grupo controle; *p< 0,05 teste t de student
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Os resultados obtidos no ensaio de contor¢bes abdominais induzidas por
acido acético mostraram que dos compostos avaliados até entdao, somente trés
tiveram atividade significativa. Sao eles, os derivados LASSBIi0o-987 (32),
LASSBIi0-1145 (72) e LASSBIio-1170 (71). Destes, podemos destacar os derivados
LASSBIio-987 (32) e LASSBio-1145 (72), os quais apresentaram atividade
analgésica de 47% e 53%, respectivamente, comparaveis a do celecoxibe (1), i.e
46%, no mesmo modelo e na mesma dose (Grafico 2; Tabela 16).

Comparando-se os resultados obtidos para os derivados LASSBIi0-987 (37)
e LASSBIio-1002 (38), observa-se que o a modificagcdo do carater eletrénico do
para-substituinte, ou seja, do grupamento metilsulfeto presente no derivado
LASSBIi0-987 (37), pela metilsulfona correspondente no derivado LASSBio-1002
(38), levou a perda da atividade analgésica no modelo em questao.

Observando-se o derivado LASSBio-1145 (72), que apresentou atividade
analgésica superior ao celecoxibe no mesmo modelo, verifica-se que a presenca
do grupo para-metoxi-fenila ligada ao grupo amino parece ser crucial para a
atividade analgésica neste modelo, j4 que o analogo LASSBio-1134 (48), cujo
grupamento N-fenila ndo é substituido, foi inativo. A presenga de grupo aceptor de
ligacdo hidrogénio nesta posicdo parece ser importante para a atividade
analgésica nas contorgdes abdominais induzidas por acido acético, pois quando
comparamos o derivado LASSBio-1170 (71), ativo neste modelo, com o analogo
LASSBIo-1135 (42), o qual ndo possui o grupamento metilsulfona, verifica-se que

a auséncia do substituinte levou a perda de atividade. De forma similar, pode-se
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observar que todos os derivados imidazo[1,2-a]piridinicos possuindo a subunidade

N-fenilica ndo substituida foram inativos neste modelo.

3.4.2. Ensaio de Edema de Pata de Rato Induzido por Carragenina
(FERREIRA, 1979)

O ensaio de edema de pata de rato? induzido por carragenina € um modelo
classico de inflamagdo aguda, que consiste na administragcdo subplantar de
carragenina seguida da medida de variagdo de volume das patas (FERREIRA,
1979). Este modelo é freqlentemente utilizado na investigacdo da atividade
antiinflamatoria de compostos submetidos a screening farmacologico (FERREIRA,
1972), sendo indicativo da participacdo da enzima PGHS-2 na atividade
farmacologica dos compostos testados.

Até o presente momento foram ensaiados neste modelo, os derivados
LASSSBIi0-987 (37), LASSBio-1002 (38), LASSBio-1134 (48), LASSBio-1135 (42),
LASSBio-1140 (41), LASSBio-1141 (43), LASSBio-1145 (72) e LASSBIio-1170
(55). Os compostos testados foram administrados por via oral na dose de 100
umol/Kg assim como o padréo utilizado, celecoxibe (1), e os resultados obtidos

sao mostrados no Grafico 3 e Tabela 17.
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Figura 50. Padrao estrutural dos derivados 3-arilamino-imidazo[1,2-a]piridinicos avaliados
no modelo de edema de pata de rato induzido por carragenina.

“Ensaio realizado pelo aluno de iniciagdo cientifica Cleverton Kleiton Lima sob a orientagdo da
Prof. Dr®. Ana Luisa Palhares de Miranda (LASSBio-UFRJ).
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I Controle
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Grafico 3. Atividade antiinflamatéria dos derivados 3-arilamino-imidazo[1,2-a]piridinicos no

ensaio de edema de pata de rato induzido por carragenina.

Tabela 17. Atividade antiinflamatéria dos derivados 3-arilamino-imidazo[1,2-a]piridinicos
no ensaio de edema de pata de rato induzido por carragenina

Substancia Edema (uL) | % de inibicéo
Controle 520,8 + 17,8 -
Celecoxibe 364,1+ 36,7 30*
LASSBIi0-987 (37) 584,8 + 31,4 -12
LASSBIio-1002 (38) 505,0 + 23,7 3
LASSBio-1134 (48) 373,9 + 41,28 28*
LASSBIio-1135 (42) 346,5 + 51,16 34"
LASSBIio-1140 (50) 260,7 + 33,01 50*
LASSBio-1141 (43) 187,8 + 23,67 64"
LASSBio-1145 (72) 303,2 + 52,69 41*
LASSBIio-1170 (71) 424,0+ 35,82 19

n= 7-10 animais; os resultados sdo expressos em porcentagem de inibicdo obtida pela
comparagao com o grupo controle; * p< 0,05 teste t de student
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Os derivados LASSBio-1134 (48), LASSBio-1135 (42), LASSBio-1140 (50),
LASSBio-1141 (43) e LASSBio-1145 (72) foram capazes de inibir
significativamente a formagdo do edema de pata de rato induzido por carragenina.
Cabe destacar, que os trés ultimos derivados foram mais ativos que o celecoxibe
na mesma dose (100 umol/Kg) (Grafico 3; Tabela 17). A atividade anti-
edematogénica evidenciada para estes compostos pode ser indicativa de atividade
inibitoria sobre a PGHS-2.

Dentre os derivados ativos na inibicdo da formagao do edema destaca-se o
derivado LASSBIio-1141 (43), que apesar de ser um composto n&o funcionalizado
foi o mais ativo, com 64% de inibigao.

Os derivados LASSBIi0-987 (37) e LASSBio-1002 (38) nao foram anti-
edematogénicos neste modelo, mostrando que o grande volume molecular
conferido pela subunidade 3,5-di-terc-butil-4-hidroxi-fenila pode ter carater
deletério para a atividade anti-edematogénica. Cabe destacar, que os resultados
de “doccking” destes compostos no sitio ativo da PGHS-2 (Tabela 5) anteciparam
AG de interacdo comparativamente desfavoravel em relagcdo aos outros
compostos da série.

Comparando-se os derivados LASSBio-1141 (43), mais ativo neste modelo,
e LASSBIio-1135 (42), observa-se que a subunidade 2-piridinila contribuiu para a
reducdo da atividade. Provavelmente devido a alteracdao da conformacéao bioativa,
em consequéncia de possivel ligagdo de hidrogénio intramolecular com o grupo

NH em C3 do anel imidazo[1,2-a]piridinico.Comparando-se estes derivados, com



96

LASSBIio-1140 (50), verifica-se que a subunidade 4-piridinila favorece a atividade
anti-edematogénica, mas nao € essencial visto que o analogo contento uma fenila
na mesma posi¢cao (LASSBio-1140 (50)) foi mais ativo no mesmo modelo.

O perfil de atividade do derivado LASSBio-1145 (72) na inibicdo do edema
de pata de rato induzido por carragenina, mostrou que a presenca de grupos
aceptores de ligagao hidrogénio como para substituintes em ambos os anéis fenila
€ favoravel para a atividade avaliada, visto que o analogo ndao metoxilado,

LASSBIio-1134 (48), foi menos ativo.

3.4.3. Ensaio de Nocicepcédo Induzida por Capsaicina (SANTOS &
CALIXTO, 1997)

A importancia das MAP quinases na transmissdo da dor fisiologica e
fisiopatoldgica vem sendo muito estudada por varios laboratérios (JI, 2002; JIN,
2003). A inibicdo da fosforilagdo da MAPK p38 ou da sua atividade mostrou se
antinociceptiva em varios modelos de dor (SWETZER, 2004).

A capsaicina (89) € um potente indutor da liberacdo de neuropeptideos e
ativacado dos receptores vanildides, além de outras propriedades nao especificas

como a alteragao do estado redox da célula, produzindo hiperalgesia.

CH;  cCapsaicina (89)

Figura 51. Estrutura quimica da capsaicina (89)
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Estudos demonstram a rapida fosforilagado da MAPK p38 apds a injegao ou
aplicagao topica de capsaicina, bem como aumento da proteina do receptor
vaniléde TRPV-1 decorrente da ativacdo da p38. Adicionalmente estes trabalhos
destacam a p38 como um importante mediador da hiperalgesia térmica induzida
por capsaicina, sendo esta, por sua vez, revertida pela utilizacao de inibidores de
MAPK p38 como o composto SB203580 (14) (JI, 2002; SWEITZER, 2004;
MIZUSHIMA, 2005).

Inicialmente a atividade antinociceptiva dos derivados LASSBio-987 (37) e
LASSBIio-1002 (38) foi avaliada no ensaio de nocicepcao induzida por capsaicina®,
os compostos foram veiculados em goma arabica e administrados por via oral na
dose de 100 umol/Kg. Estes compostos foram escolhidos para avaliagédo
antinociceptiva neste modelo, visto que os mesmos foram ativos em ensaios
preliminares de determinagdo da MAP quinase p38 fosforilada de macréfagos
peritoniais por western blott* (FRANTZ, 1988). Indicando que os compostos
LASSBi0-987 (37) e LASSBIio-1002 (38) poderiam atuar na via da MAPK p38
inibindo sua ativacdo. Dessa forma, esperava-se que estes compostos
imidazo[1,2-a]piridinicos fossem ativos no modelo de nocicepgédo induzida por
capsaicina. Os resultados obtidos neste ensaio estdo ilustrados no Grafico 4 e

Tabela 18.

°Ensaio realizado pelo doutorando Daniel |I. de Lacerda sob a orientagdo da Prof. Dr’. Ana Luisa
Palhares de Miranda (LASSBio-UFRJ)
*Ensaio preliminar realizado pelo Prof. Dr°. Luis Eduardo Menezes Quintas (Departamento de
Farmacologia Bésica e Clinica - UFRJ)
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Figura 52. Estruturas dos derivados LASSBIi0-987 (37) e LASSBIio-1002 (38) testados no
modelo de nocicepc¢ao induzida por capsaicina

Tabela 18. Efeito dos compostos imidazo[1,2-a]piridinicos LASSBio-987 (37) e LASSBio-
1002 (38) no ensaio de dor induzida por capsaicina.

Tempo de Resposta (seg)

Veiculo Controle LASSBio-987 | LASSBio-1002
Média + EPM 10,6 + 2,5 55,3+6,3 254 +1,3 349+1,1
70+
I Controle

Tempo de Resposta
N
9

0~
Capsaicina ()

53,9%
*

(+)

I | ASSBio 987
I LASSBio 1002

36,7%

(+)

Compostos (100 umol/Kg/v.o)

Grafico 4. Efeito dos compostos LASSBIi0-987 (37) e LASSBIio-1002 (38) no ensaio de
nocicepc¢ao induzida por capsaicina. (n = 8 a 10 animais; Os resultados sao expressos em
média + EPM; *p < 0,05 (Teste t de Student)).
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Os compostos LASSBIio-987 (37) e LASSBIio-1002 (38), como era
esperado, foram ativos no modelo de dor induzida por capsaicina, com inibicdo de
53,9% e 36,7%, respectivamente (Tabela 20, Grafico 4). Esta atividade pode ser
devida a uma inibicao da via da MAPK p38, porém ndo pode ser descartada que
sua acao seja fruto da inibigdo do receptor vanildéide (TRPV1) ou devido ao
possivel carater antioxidante destas moléculas, conferido pela subunidade di-terc-
butil-4-hidroxifenila.

3.4.4. Ensaio de Hiperalgesia Térmica Induzida por Capsaicina

Confirmada a atividade antinociceptiva dos derivados LASSBio-987 (37) e
LASSBIio-1002 (38) no modelo de dor induzida por capsaicina (89), estes
derivados, bem como os derivados LASSBio-1134 (48), LASSBio-1135 (42),
LASSBio-1136 (50), LASSBio-1140 (41), LASSBio-1141(43), LASSBio-1145 (72),
LASSBio-1170 (55), LASSBio-1171 (70) e LASSBio-1172 (54), foram entéo
avaliados no modelo de hiperalgesia térmica induzida por capsaicina®. Como dito
anteriormente compostos capazes de inibir a ativacdo ou a atividade MAP quinase
p38 sao ativos neste modelo (JI, 2002; SWEITZER, 2004; MIZUSHIMA, 2005).

Utilizou-se como referéncia para este ensaio o inibidor seletivo de PGHS-2,
Celecoxibe (1), e o inibidor de MAPK p38a SB203580 (14). Todos os compostos
avaliados, assim como os padrdes, foram administrados por via oral na dose de
100 pmol/Kg utilizando tween:etanol:agua como veiculo. Os resultados obtidos

neste ensaio estdo ilustrados na Figura 53, Grafico 5 e Tabela 19

® Ensaio realizado pelo aluno de iniciacdo cientifica Leandro Louback sob a orientagdo da Prof. Dr°.
Ana Luisa Palhares de Miranda (LASSBio-UFRJ).
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Figura 53. Efeito dos derivados: A- LASSBIi0-987 (37); B- LASSBIio-1002 (38); C-
LASSBio-1134 (48); D- LASSBIio-1135 (42); E- LASSBio-1136 (50); F- LASSBio-1140
(41); G- LASSBio-1141 (43); H- LASSBio-1145 (72); I- LASSBio-1170 (55); J- LASSBio-
1171 (70) e L- LASSBio-1172 (54) na hiperalgesia térmica induzida por capsaicina por via
oral na dose de 100 umol/Kg; os resultados sdo expressos em porcentagem de inibigdo
obtida pela comparagcido com o grupo controle; *p< 0,05 teste t de student).
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Grafico 5. Efeito dos derivados imidazo[1,2-a]piridinicos na hiperalgesia térmica induzida
por capsaicina (Substancias administradas por via oral na dose de 100umol/Kg;
resultados expressos como percentual de inibigao relativo a area sob a curva (ASC)). *p <

0,05 (Teste t de Student); **p < 0,01 (Teste t de Student);
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Figura 54. Compostos imidazo[1,2-a]piridinicos avaliados no modelo de hiperalgesia

térmica induzida por capsaicina.



Tabela 19. Curso temporal do perfil anti-hiperalgésico dos novos compostos imidazo[1,2-a]piridinicos
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SUEETANTEL n 2 min 5 min age Llaoltr?w?nma S) 30 min 60 min Zﬁosﬁin v Inlblgao
Veiculo + Capsaicina 12 48+04 49+0,3 40+0,2 1,2+0,4 0,3+0,2 36,8+1,7 -
Veiculo + DMSO 10% 11 1,0+£0,2 1,2+0,3 1,0+£0,2 -0,1+£0,2 0,0+£0,2 85+1,5 -
Celecoxibe 9 43+0,7 40+0,3 2,7+0,8 0,8+£04 0,0+£0,2 29,3+3,6 28
SB 203580 6 1,7+0,2 1,4+0,3 1,5+£0,2 0,2+0,2 0,1+0,2 11,7+£1,5 94 **
LASSBio 987 7 3,2+£0,7 1,8 +0,7 2,1+0,7 0,5+0,5 -0,1+0,1 15,0+ 2,6 82
LASSBIio 1002 7 2,4+0,7 21+04 20+x04 -0,3+0,5 -0,4+£0,2 17,0+ 2,5 74 =
LASSBio 1134 8 571204 49+0,8 3,9+0,9 1,004 -0,3+£0,2 38,6 £4,8 -7
LASSBio 1135 10 2,6 £0,7 1,2+0,7 0,1+0,9 0,0+£0,5 -0,5+0,3 12,4 + 3,4 91 ==
LASSBio 1136 8 3,5+£0,6 3,3+£0,7 2,3+0,7 0,5+0,3 0,0+0,1 240247 48 **
LASSBio 1140 8 3,5+0,6 3,004 2,4+0,9 0,8+0,6 -0,3+0,1 24,2 + 3,8 47 *
LASSBio 1141 8 3,7+0,6 3,1+0,6 2,4 +0,7 1,4+0,6 05+04 232+41 51 *
LASSBIo 1145 6 52+0,7 3,3+0,8 41+0,9 0,7+04 -0,1+0,2 31,2+6,1 21
LASSBio 1170 8 3,4+0,6 2,3+0,9 1,1+0,7 -04+0,2 0,0+0,1 241 +4.4 47 *
LASSBio 1171 6 3,0£1,0 2,5+0,9 1,7+0,2 0,20+ 0,1 -0,1+£0,1 16,8 +4,3 75 **=
LASSBIio 1172 6 3,7+0,7 2,4 +0,7 2504 0,6 +0,6 0,2+0,1 214+4.,8 60 ==

Substancias administradas por via oral na dose de 100umol/Kg; resultados expressos como percentual de inibigdo relativo a area
sob a curva (ASC). *p < 0,05 (Teste t de Student); **p < 0,01 (Teste t de Student); **p < 0,001 (Teste t de Student)




104

Os resultados ilustrados na Figura 51, Grafico 5 e Tabela 21 mostram que
somente os compostos LASSBio-1145 (72) e LASSBio-1134 (48) ndo mostraram
atividade significativa neste modelo, sendo todos os demais derivados testados
eficazes como agentes anti-hiperalgésicos. Dentre os compostos ativos destacam-
se os derivados LASSBio-1135 (42), LASSBio-987 (37), LASSBio-1002 (38),
LASSBIio-1171 (70) e LASSBIio-1172 (72) com perfil comparavel ao inibidor
seletivo de p38 SB203580 (14).

A atividade evidenciada neste modelo para os derivados LASSBio-987 (37)
e LASSBIio-1002 (38), ja era esperada visto que ambos foram ativos no ensaio de
nocicepgao induzida por capsaicina, e demonstra que a subunidade 3,5-di-terc-
butil-4-hidroxi-fenila, que apresenta caracteristico perfil seqliestrador de radicais
livres, € importante para a atividade anti-hiperalgésica neste modelo.

O derivado LASSBIio-1135 (42) foi o que mostrou maior atividade neste
ensaio, tendo um perfil anti-hiperalgésico muito similar ao protétipo SB203580
(14), pois ambos foram capazes de reverter a hiperalgesia térmica induzida por
capsaicina. A atividade observada para este derivado mostra a importancia do
grupamento nitrogenado 2-piridinila como substituinte do nucleo heterociclico
central destes derivados, uma vez que quando este grupamento foi substituido
pelos anéis isosteros 4-piridinila em LASSBio-1140 (41) e fenila em LASSBio-1141
(43), a atividade foi reduzida a metade.

Comparando-se o derivado mais ativo neste modelo, LASSBio-1135 (42),

com seu analogo LASSBIio-1136 (50), o qual possui o grupamento para-tiometil
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como substituinte do anel N-fenila, observa-se que a introdugdo desse grupo
acarretou em grande redugao da atividade.

Comparando-se os regioisbmeros LASSBio-1170 (55) e LASSBio-1171
(70), ambos ativos nesse modelo, sendo o primeiro mais ativo que o segundo,
pode-se supor que o grupo 2-piridinila como substituinte do grupo amino é mais
favoravel a atividade do que quando o mesmo esta ligado diretamente ao carbono
C, do nucleo central imidazo[1,2-a]piridinico. Isto pode ser devido a maior
liberdade conformacional da subunidade 2-piridinila de LASSBio-1171 com relacao
a 2-piridinila de LASSBio-1170 (55). Adicionalmente, o grupamento 2-piridinila de
LASSBIio-1170 (55) pode fazer ligacéo de hidrogénio intramolecular com o grupo
NH, o que pode contribuir ainda mais para a restricdo conformacional desta
molécula.

A presenga da subunidade piridinila (2- ou 4-) como substituinte do anel
heterociclico central dos derivados imidazo[1,2-a]piridinicos parece ser bastante
favoravel a atividade anti-hiperalgésica neste modelo, visto que todos os
compostos possuindo esta subunidade, e.g. LASSBio-1135 (42), LASSBio-1136
(50), LASSBio-1140 (41), LASSBio-1170 (55), LASSBio-1171 (70) e LASSBio-
1172 (54), ensaiados neste modelo foram ativos. Este perfil é coerente com os
requisitos estruturais para o reconhecimento molecular de ligantes pelo sitio ativo
da MAP quinase p38, como ja discutido previamente.

Os resultados obtidos neste ensaio podem ser indicativos de uma possivel
atuacao na via da MAPK p38, uma vez que inibidores da atividade ou da ativacao
da enzima MAPK p38 sao ativos neste modelo, sendo capazes de reverter a

hiperalgesia térmica induzida por capsaicina.
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Adicionalmente, os resultados mostraram que o inibidor seletivo de PGHS-
2, celecoxibe (1) ndo tem atividade significativa neste modelo, exceto uma fraca
atividade no tempo de dez minutos, mostrando que a reducido da biossintese de
prostanoides decorrente da inibicdo de PGHS-2 ndo resulta reversao total ou
parcial da hiperalgesia térmica induzida por capsaicina. Dessa forma podemos
concluir que a atividade evidenciada neste modelo para os derivados LASSBio-
1135 (42), LASSBio-1136 (50), LASSBio-1140 (41), LASSBio-1141(43), LASSBio-
1145 (72), LASSBio-1170 (55), LASSBio-1171 (70) e LASSBio-1172 (54) néo

devem ser atribuidas a uma possivel inibicdo da PGHS-2 .

3.4.5. Ensaio de Inibicéo das Proteinas PGHS-2 e MAP quinase p38a®

Alguns compostos que mostraram boa atividade no ensaio de hiperalgesia
térmica induzida por capsaicina (89), i.e. LASSBio-987 (37), LASSBio-1135 (42),
LASSBi0-1170 (55) e LASSBIio-1171(70), foram avaliados em modelo in vitro de
inibicdo das enzimas MAPK p38 e PGHS-2, a fim de verificarmos se esta atividade
poderia ser decorrente da inibicdo direta da MAPK p38a e se alguns desses
compostos seriam capazes de inibir simultaneamente ambas as enzimas, como
desejavel para o perfil simbiotico pretendido. Todos os compostos foram testados
em seis concentragcdes diferentes e os inibidores seletivos de PGHS-2, NS398
(90), e MAPK p38, SB202190 (13), foram utilizados como referéncia. Os

resultados estao ilustrados nas Figuras 55 e 56 e Tabelas 22 e 23.

°Estudos realizados como prestacgéo de servigos pelo Cerep®, Franca (http://www.cerep.com)
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Figura 55. Compostos imidazo[1,2-a]piridinicos e padroes NS-398 (90) e SB202190 (13)
avaliados nos ensaios in vitro de inibicdo de PGHS-2 e MAPK p38a humanas.
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LASSBio-1135 (42) e D- LASSBIi0-987 (37) sobre a atividade da PGHS-2.
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Figura 57. Efeito dos compostos A- LASSBio-1171 (70), B- LASSBio-1170 (55), C-
LASSBIio-1135 (42) e D- LASSBIi0-987 (37) sobre a atividade da MAPK p38
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Tabela 20. Efeito dos compostos imidazo[1,2-a]piridinicos LASSBio-1171 (70), LASSBio-
1170 (55), LASSBio-1135 (42) e LASSBIi0-987 (37) sobre a atividade da PGHS-2 humana

Composto. Concentracao % do valor controle :
(uM) 1° 2° 32 [Média
LASSBIio-1171 5x 107 109.8 98.6 994 102.6
LASSBIio-1171 1x 107 1235 926 99.1 105.1
LASSBio-1171 5x 107 1111 916 98.8 100.5
LASSBio-1171 1x10™ 1235 957 93.6 104.3
LASSBIio-1171 1,0 88.7 77.2 843 834
LASSBio-1171 10 841 914 86.3 87.3
LASSBIio-1170 5x10 79.7 841 821 82.0
LASSBIio-1170 1x 107 914 839 875 876
LASSBio-1170 5x 107 901 806 911 87.3
LASSBIio-1170 1x10™ 83.6 834 845 839
LASSBIio-1170 1,0 80.6 827 823 819
LASSBIio-1170 10 1074 84.8 87.0 093.1
LASSBIio-1135 5x10 875 692 67.7 74.8
LASSBIio-1135 1x 107 67.7 80.2 86.3 78.1
LASSBio-1135 5x 107 80.8 841 774 80.8
LASSBIio-1135 1x10™ 86.6 90.6 894 88.9
LASSBIio-1135 1,0 745 774 783 76.7
LASSBio-1135 10 61.5 55.2 64.8 60.5
LASSBio-987 5x10° 93.8 836 76.2 845
LASSBIio-987 1x 107 911 773 749 8l.1
LASSBIio-987 5x 107 100.2 709 856 85.6
LASSBIio-987 1x10™ 93.6 86.1 944 913
LASSBIio-987 1,0 704 717 66.5 69.5

LASSBio-987 10 694 66.5 80.3 72.1
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Tabela 21. Efeito dos compostos imidazo[1,2-a]piridinicos LASSBio-1171 (70), LASSBio-
1170 (55), LASSBio-1135 (42) e LASSBIio-987 (37) sobre a atividade da MAPK
p38a humana.

Composto Concentracao % do valor controle :
(UM ) 1° 2 3% | Média
LASSBIio-1171 5x 107 1154 1156 1111 114.0
LASSBIio-1171 1x 107 98.5 113.5 110.5 107.5
LASSBio-1171 5x 107 98.7 101.2 96.4 98.7
LASSBio-1171 1x10™ 120.5 112.0 113.8 1154
LASSBIio-1171 1,0 926 1053 99.8 99.2
LASSBio-1171 10 103.0 115.0 60.3 109.0
LASSBIio-1170 5x 107 112.7 117.2 726 1149
LASSBIio-1170 1x 107 93.8 110.2 118.3 107.4
LASSBio-1170 5x 107 117.2 105.0 103.0 108.4
LASSBIio-1170 1x10™ 86.7 107.2 100.5 98.1
LASSBIio-1170 1,0 101.7 109.1 113.5 108.1
LASSBIio-1170 10 110.5 112.3 108.3 110.4
LASSBIio-1135 5x10 929 1141 1154 107.5
LASSBIio-1135 1x 107 103.7 1221 106.3 110.7
LASSBio-1135 5x 107 111.9 108.1 934 104.5
LASSBIio-1135 1x10™ 103.6 106.9 100.3 103.6
LASSBIio-1135 1,0 946 1019 105.5 100.7
LASSBIio-1135 10 106.5 108.2 108.0 107.6
LASSBIio-987 5x10 93.7 1147 94.2 100.9
LASSBio-987 1x 107 109.0 109.5 106.1 108.2
LASSBIio-987 5x 107 93.8 922 1115 99.2
LASSBIio-987 1x10™ 112.0 956 101.5 103.0
LASSBIio-987 1,0 104.3 914 107.2 100.9

LASSBio-987 10 121.0 109.1 100.2 110.1
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Tabela 22. Efeito dos compostos de referéncia NS398 (90) e SB202190 (13) sobre a
atividade da PGHS-2 e MAPK p38 humanas, respectivamente.

Ensaio com os compostos de referéncia

COX, (h)
NS398 (90 9.8 x 102 1.5

p38a kinase (h)
SB202190 (13) 3.5 x 10°% 1.0
SB202190 (13) 2.7 x 10" 0.9

Coeficiente de Hill

Os resultados obtidos nos ensaios in vitro (Figuras 54 e 55, Tabelas 23, 24
e 25) com os compostos testados, mostraram que 0os mesmos nao sdo capazes
de inibir a atividade da enzima p38a nem da enzima PGHS-2, nas concentracdes
testadas. Com excegdao do composto LASSBio-1135 (42), que mostrou uma
atividade moderada na maior concentragao testada (40% de inibicdo da atividade
PGHS-2 a 10uM) possuindo ICsy > 10° M. Estes resultados mostram que a
atividade anti-hiperalgésica evidenciada para os compostos LASSBio-987 (37),
LASSBio-1135 (42), LASSBIio-1170 (55) e LASSBio-1171 (70) no modelo de
hiperalgesia térmica induzida por capsaicina n&o pode ser atribuida a inibigdo
direta da atividade MAP quinase p38q. Estes resultados, no entanto, ndo excluem
a possibilidade destes compostos estarem atuando na via da MAPK p38 inibindo

sua ativacao.
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4. Conclusdes e Perspectivas

Os resultados obtidos neste trabalho permitem-nos concluir que a estratégia
adotada no planejamento, bem como os critérios adotados na eleicdo dos novos
derivados 3-arilamino-imidazo[1,2-a]piridinicos a serem sintetizados, lograram
sucesso, visto que foram obtidos novos protétipos candidatos a farmacos
analgésicos e antiinflamatorios, ativos por via oral em modelos in vivo.

A estratégia de sintese empregada na obtencdo dos novos derivados 3-
arilamino-imidazo[1,2-a]piridinicos funcionalizados, envolvendo a classica reacéo
de acoplamento multicomponente com isonitrilas, mostrou ser robusta e
reprodutivel para a obtencdo de uma grande variedade de derivados
heterociclicos através da utilizacao de diferentes isonitrilas e aldeidos aromaticos.

Os resultados obtidos nos ensaios in vitro de inibicdo da MAPK p38a e
PGHS-2 humanas mostrou que os derivados LASSBIio-1135 (42), LASSBIi0-987
(37), LASSBI0-1170 (55) e LASSBI0-1171 (70) ndo sdo capazes de inibir a
atividade da MAPK p38a e, com excecao do derivado LASSBIi0-1135 (42), o qual
foi capaz de inibir em 40% a atividade da PGHS-2 na concentracdo de 10uM,
também n&o inibem a atividade da PGHS-2. LASSBIi0-1135 também se mostrou
capaz de inibir em 33% a formacdo do edema de pata de rato induzido por
carragenina, apresentando perfil similar aos inibidores seletivos de PGHS-2.
Adicionalmente, este derivado apresentou perfil anti-hiperalgésico similar ao do

prototipo inibidor de MAPK p38a SB-203580 (14), revertendo a hiperalgesia
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térmica induzida por capsaicina quando administrado por via oral na dose de 100
umol/Kg. Por sua vez, o inibidor seletivo de PGHS-2, celecoxibe (1), ndo foi capaz
de reverter completa ou parcialmente a hiperalgesia térmica induzida por
capsaicina.

Dessa forma, pode-se supor que o perfil de atividade antiinflamatoria e anti-
hiperalgésica in vivo evidenciado para o derivado LASSBIi0-1135 (42) envolva
mais de um alvo farmacolégico, sendo este derivado um protétipo de farmaco
simbidtico com propriedades analgésicas e antiinflamatdrias.

Os derivados LASSBI0-987 (36) e LASSBI0-1170 (55) nao foram ativos no
modelo de edema de pata de rato induzido por carragenina, resultado que se
correlaciona com suas discretas acdes inibitorias da PGHS-2 nos ensaios in vitro.
Adicionalmente, a atividade anti-hiperalgésica destes derivados, bem como de
LASSBI0-1135 (42) e LASSBIi0-1171 (70), ndo pode ser atribuida a inibi¢cdo direta
da atividade p38a. Porém ndo pode ser descartada uma possivel atuacado na via
da MAPK p38, pela inibicdo de sua ativagdo ou por uma inibicdo substrato-
especifica, ou mesmo através da modulacdo de receptores vanildides.

Os derivados LASSBIi0-1140 (41), LASSBIio0-1141 (43) e LASSBi0-1145 (72)
mostraram excelente atividade anti-edematogénica, i.e. 50%, 64% e 41% de
inibicdo, respectivamente, sendo mais ativos neste modelo do que o inibidor
seletivo de PGHS-2, celecoxibe (1) (30% de inibicdo) na mesma dose.

Adicionalmente, LASSBIi0-1145 (72) também se mostrou mais ativo que o
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celecoxibe (1) no modelo de contor¢cbes abdominais induzidas por acido acético
(53% de inibicdo na dose de 100 umo/Kg, p.o.).

O perfil de atividade destes derivados mostra que 0S mesmos S&ao
promissores candidatos a protétipos de farmacos antiinflamatérios e analgésicos,
visto que os derivados LASSBIi0-1140 (41) e LASSBIio-1141 (43), além da
excelente atividade anti-edematogénica, também foram anti-hiperalgésicos no
modelo de hiperalgesia térmica induzida por capsaicina.

Como perspectivas desse trabalho, tém-se a avaliagdo do perfil
antiinflamatdrio e analgésico in vivo dos demais compostos da série sintetizada, e
a avaliacdo do perfil inibitério sobre a enzima PGHS-2 dos derivados LASSBio-
1140 (41), LASSBIio-1141 (43) e LASSBI0-1145 (72), através da dosagem de
PGE-2 de mondcitos em ensaio de sangue total estimulado com lipopolissacarideo
(LPS) (BRIDEAU, 1996). Se for confirmada uma ac¢éo inibitéria de LASSBIi0o-1140
(41) e LASSBI0-1141 (43) sobre a PGHS-2, estes poderdao ser considerados
protétipos de farmacos simbidticos analgésicos e antiinflamatérios, uma vez que a
atividade destes derivados no ensaio de hiperalgesia térmica induzida por

capsaicina ndo pode ser atribuida & possivel inibicdo da PGHS-2.
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5. Parte Experimental

5.1. Metodologia Sintética

As reacOes foram rotineiramente monitoradas por cromatografia em
camada fina (CCF) em silica gel (placas F245 Merck) e os produtos visualizados
com luz ultravioleta (254 e 365 nm). Espectros de ressonancia magnética nuclear
(RMN) de *H e *3C foram determinados em solucdes de DMSO-dg ou CDClz com
um espectrémetro Bruker AC-200. Os deslocamentos quimicos (6) sdo dados em
partes por milhdo (ppm) a partir do tetrametilsilano (TMS) como padréo interno, e
os valores de constante de acoplamento (J) sdo dados em Hz. Os espectros da
regido do infravermelho (IV) foram obtidos em um espetrometro Nicolet Magna IR
760. As amostras foram examinadas sob a forma de pastilhas de brometo de
potassio ou filme liquido em placa de cloreto de sodio (NaCl). Os pontos de fuséo
foram determinados em um aparelno Quimis e n&o foram corrigidos. As
purificacbes por cromatografia em coluna foram realizadas utilizando-se silica gel
Merck 230-400 mesh. Todos os produtos descritos apresentaram espectros de
RMN de *H e *3C de acordo com as estruturas assinaladas. As solu¢des organicas
foram secas sobre sulfato de sédio anidro e os solventes organicos foram

removidos sob pressédo reduzida em evaporador rotatério.
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5.2. Sintese das Formamidas

5.21. Sintese da para-tiometil-fenilfformamida (77) (HARTMAN &

WEINSTOCK, 1979)

2 H
NH, j\ Et,N 3 1 NWH
/©/ + H OEt refluxo, 20h 4 s O
H,CS 90% H,CS .

Em baldo de duas bocas, acoplado a um condensador de refluxo e funil de
adicao, adiciona-se a 4-metilmercaptoanilina (5 g; 0,0359 mmol) e formiato de etila
(18,1 mL). A mistura é agitada e aquecida até o refluxo. Adiciona-se a trietilamina
(5,5 mL) através do funil de adicdo. A mistura é mantida sob refluxo por 20h. Ao
término da reacao, o formiato de etila é evaporado sob vacuo, adiciona-se agua e
o produto é extraido com diclorometano. A para-tiometil-fenilformamida (5) foi
obtida como um sélido branco em 90% de rendimento apos evaporacdo do

solvente sob pressao reduzida.

para-tiometil-fenilfformamida: Sélido branco, PF= 68-70°C

RMN-'H (200 MHz) CDCl3/ TMS (3-ppm): 2,46 (s, 6H, SCHs); 7,03 (d, 2H,
J=8,1Hz, H3z e Hs); 7,23 (m, 4H, Hs, H4, Hs € Hg); 7,47(d, 2H, J= 8,1Hz, Hs e Hy);
7,85 (s, NH); 8,33 (s, 1H, CHO); 8,65 (s, 1H, CHO)

RMN-"C (50 MHz) CDCls / TMS (5-ppm): 16,42 (S-CHs); 162,70 e 159,17
(CHO); 135,19 (-C-NHCHO); 134,38 e 134,24 (C.); 128,33 e 127,74 (C, e Co);

120,60e 119,55 (Cs e Cs).
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I.V. Max. (KBr) y - cm™": 3312 (-NHCHO); 2800 (C(=O)H); 1711 (C=0).

5.2.2. Sintese da fenilformamida (79) (HARTMAN & WEINSTOCK, 1979)

NH, j\ Et,N 3 \H/
@/ + H ot refluxo, 20h 4 & O
80% 5

Em baldo de duas bocas, acoplado a um condensador de refluxo e funil de
adicao, adiciona-se a anilina (5g; 0,054 mol) e formiato de etila (55 mL). A mistura
€ agitada e aquecida até o refluxo. Adiciona-se a trietilamina (12,24 mL) através
do funil de adi¢do. A mistura € mantida sob refluxo por 20h. Ao término da reacéo,
o formiato de etila é evaporado sob vacuo, adiciona-se agua e o produto é
extraido com diclorometano. A fenilformamida (2) foi obtida como um éleo amarelo
(que pode se solidificar) em 80% de rendimento apds evaporacdo do solvente sob
pressao reduzida.

Fenilformamida — 6leo amarelo

RMN-'H (200 MHz) CDCl; / TMS (5-ppm): 7,13 — 7,26 (m, 4H, Hs e Hs);
7,31 — 7,42 (m, 4H, H, e He); 7,60(m, 2H, Ha); 8,38 (s, 2H, CHO); 8,76 (d, 1H);
9,13 (s, 1H, NH).

RMN-"3C (50 MHz) CDCl3 / TMS (5-ppm): 162,79 e 159,33 (CHO); 136,71 e
136,50 (-C-NHCHO); 129,37 e 128,70 (C, e Cg); 124,91 e 124,42 (C,); 118,44 e

119,83 (C3 e Cy).
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I.V. Max. (KBr) y - cm™: 32690 (-NHCHO); 2700-2800 (C(=O)H); 1687

(C=0).

5.2.3. Sintese da 2-piridinilformamida (76) (Metodologia 1) (HARTMAN

& WEINSTOCK, 1979)

1
o] Et;N N H
| P H~ SOoEt refluxo,96h s\ __J3 ©
4

Em baldo de duas bocas, acoplado a um condensador de refluxo e funil de
adicao, adiciona-se a 2-aminopiridina (5g; 0,053 mol) e formiato de etila (26 ml). A
mistura é agitada e aquecida até o refluxo. Adiciona-se a trietilamina (8 ml) através
do funil de adicdo. A mistura foi mantida sob refluxo por 96h, mas o produto de
partida ndo foi completamente consumido. Apds isolamento, que consistiu na
evaporacao do formiato de etila, adicdo de agua e extracdo com diclorometano, o
produto obtido se encontrava misturado com material de partida que nao foi
consumido.

2-Piridinilformamida: Oleo amarelo.

RMN-"H (300 MHz) CDCl;/ TMS (5-ppm): 10,31 (s, 1H, NH); 10,16 (s, 1H,
NH); 9,32 (d, 1H, J = 8,1Hz); 8,51 (s, 1H, C=0); 8,29 (m, 2H); 8,26 (d, 1H, 8,1Hz);
7,73 (t, 1H, 8,1 e 7,2Hz); 7,6 (t, 1H, 8,1 e 7,5Hz); 7,06 (m, 2H); 6,93 (d, 1H, J =

8,1Hz).
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RMN-"3C (50 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): 163,27 e 159,78 (C=0); 151,14 e
151,06 (Cy); 148,56 e 147,26 (Ce); 139,13 e 138,80(C4); 120,26 e 119,92 (Cs);
115,31 e 110,74 (Cs).

V. Max. (KBr) y - cm™: 3200 (-NHCHO); 2700-2800 (C(=O)H); 1691

(C=0).

5.2.4. Sintese da 2-piridinilfformamida (76) (Metodologia 2) (GUO &

MAYR, 1997)

1- 50-60°C, 2h 4

48h, 78%

Uma mistura de acido férmico (2,4mL; 6,6mmol) e anidrido acético (6,0mL;
6,6mmol) fica sob agitacdo a 50 - 60°C durante 2h. Apds esse tempo a mistura é
resfriada a t.a, e a 2-aminopiridina (2,8g; 30mmol) é adicionada em porcdes.
Adiciona-se éter (90mL) e a mistura fica sob agitacdo durante 48h. O éter é
evaporado, adiciona-se 4gua e solucao de bicarbonato de sodio 10%. O produto é
extraido com diclorometano. O produto € obtido como cristais castanhos em 78%
de rendimento.

2-Piridinilformamida: Cristais amarelados, PF= 34 — 36°C (Ponto de fuséo

descrito: 71°C).
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RMN-"H (300 MHz) CDCl3/ TMS (8-ppm): 10,31 (s, 1H, NH); 10,16 (s, 1H,
NH); 9,32 (d, 1H, J = 8,1Hz); 8,51 (s, 1H, C=0); 8,29 (m, 2H); 8,26 (d, 1H, 8,1Hz);
7,73 (t, 1H, 8,1 e 7,2Hz); 7,6 (t, 1H, 8,1 e 7,5Hz); 7,06 (m, 2H); 6,93 (d, 1H, J =
8,1Hz).

RMN-"3C (50 MHz) CDCl; / TMS (5-ppm): 163,27 e 159,78 (C=0); 151,14 e
151,06 (C,); 148,56 e 147,26 (Ce); 139,13 e 138,80 (C.); 120,26 e 119,92 (Cs);
115,31 e 110,74 (Ca).

I.V. Max. (KBr) y - em™": 3200 (-NHCHO); 2700-2800 (C(=O)H); 1691 (C=0)

5.2.5. Sintese da para-metoxi-fenilformamida (78) (HARTMAN &

WEINSTOCK, 1979)

6

H
NH, o EtsN 5 N\[r"'
©/ + H)koa refluxo °
H;CO HiCO™4

20h, 95% 3

[

N

Em baldo de duas bocas, acoplado a um condensador de refluxo e funil de
adicdo, adiciona-se a p-metdxianilina (5g; 0,042mol) e formiato de etila (21mL). A
mistura é agitada e aquecida até o refluxo. Adiciona-se a trietilamina (6,4mL)
atraves do funil de adicdo. A mistura € mantida sob refluxo por 20h. Ao término da
reacdo, o formiato de etila é evaporado sob vacuo, adiciona-se dgua e o produto é

extraido com diclorometano. A para-metoxi-fenilformamiida foi obtida como um
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0leo negro em 95% de rendimento apds evaporacdo do solvente sob pressao
reduzida.

para-metoxi-fenilformamida: sélido, PF= 62 - 64°C.

RMN-"H (200 MHz) CDCl3/ TMS (3-ppm): 3,7 (s, 6H, OCHz); 6,8(m, 4H, H,
, Hz , Hs e Hg); 7,0 (d, 2H, J= 8,5Hz, H3 e Hs); 7,4 (d, 2H, J= 8,5Hz, H, ou Hg); 8,2
(s, 1H, CHO); 8,3 (s, 1H, CHO); 8,8 (s, 1H, NH).

RMN-"3C (50 MHz) CDCls; / TMS (5-ppm): 159,17(C,); 157,20 e 156,29
(CHO); 129,84 e 129,41 (-C-NHCHO); 121,58 e 121,11 (Cse Cs); 114,53 € 113,83
(C4); 55,12 (O-CHjg)).

V. Max. (KBr) y - cm™: 3260 (-NHCHO); 2833-2887 (C(=O)H); 1677

(C=0).

5.3. Sintese das Isonitrilas

5.3.1. Sintese da para-tiometil-fenilisonitrila (81)

(UG, 1985).
H NC
N H POCI,, Et,N
/©/ T CHCl, /©/
H,CS 2h,0€,78%  HCS

Em baldo com bola de nitrogénio contendo 0,013 mol da 4-

tiometilformanilida, 4,5 ml de trietlamina e 13 ml de diclorometano sob
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temperatura de 0-2°C, adiciona-se 1,2 mL de POCI; (a temperatura é mantida a
0°C). Ap6s 2 h de reacdo, o banho é removido e substituido por banho de agua-
gelo. A agitacdo continua enquanto é adicionada uma solucdo de 100g de
carbonato de sédio em 400mL de agua (a temperatura é mantida entre 25-30°C).
A mistura é agitada durante meia hora. ApOs extracdo com acetato de etila,
obtém-se o produto como um 6leo marrom em 78% de rendimento, com odor
muito desagradavel caracteristico das isonitrilas.

para-tiometil-fenilisonitrila: Oleo marrom, odor caracteristico.
5.3.2. Sintese da 2-piridinilisonitrila (80) (UGI, 1985)

N

H
Ny N\H/H POCI; Et;N @NC
| J o CH,CI,, 0°C =

Em baldo com bola de nitrogénio contendo 0,04mol da 2-formamidopiridina,
13,8mL de trietlamina e 40mL de diclorometano sob temperatura de 0-2°C,
adiciona-se 3,7mL de POCI; (a temperatura € mantida a 0°C). Apos 2 h de reacéo,
o banho é removido e substituido por banho de agua-gelo. A agitacdo continua
enquanto é adicionada uma solucao de 100g de carbonato de sddio em 400mL de
agua (a temperatura é mantida entre 25-30°C). A mistura € agitada durante meia

hora. Apds extracdo com acetato de etila, obtém-se o produto como um oOleo
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escuro em 48% de rendimento, com odor muito desagradavel caracteristico das
isonitrilas.

2-piridinilisonitrila: Oleo escuro, odor caracteristico.

5.3.3. Sintese da Fenilisonitrila (83) (UGI, 1985).

H NC
N._H POCI; Et;N [ j
T —
O  CH,Cl,, 0°C

4h, 30%

Em baldo com bola de nitrogénio contendo 0,0357mol da formanilida (2),
12,35mL de trietilamina e 36mL de diclorometano sob temperatura de 0-2°C,
adiciona-se 3,33mL de POCI; (a temperatura é mantida a 0°C). Apdés 4h de
reacdo, o banho é removido e substituido por banho de agua-gelo. A agitacéo
continua enquanto € adicionada uma solucéo de 100g de carbonato de sédio em
400mL de &gua (a temperatura € mantida entre 25-30°C). A mistura é agitada
durante meia hora. Apds extracdo com acetato de etila, obtém-se o produto como
um oOleo vermelho em 30% de rendimento apdés separacdo por coluna
cromatografica. O produto possui odor muito desagradavel, caracteristico das
isonitrilas.

Fenilisonitrila: Oleo vermelho, odor caracteristico.
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5.3.4. Sintese da para-metoxi-fenilisonitrila (82) (UGI, 1985)

H
N._H POCI; Et;N NC
@ T onen o I
CH,Cl,, 0°C
H,CO 22 H;CO

2h, 90%

Em baldo com bola de nitrogénio contendo 0,017 mol da 4-
metoxiformanilida, 5,9mL de trietilamina e 17mL de diclorometano sob temperatura
de 0-2°C, adiciona-se 1,6 mol de POCI; (a temperatura é mantida a 0°C). Apds 2 h
de reacao, o banho é removido e substituido por banho de agua-gelo. A agitacéo
continua enquanto é adicionada uma solucdo de 100g de carbonato de sddio em
400mL de agua (a temperatura € mantida entre 25-30°C). A mistura é agitada
durante meia hora. Apds extracdo com acetato de etila, obtém-se o produto como
um 6leo negro em 90% de rendimento, com odor muito desagradavel
caracteristico das isonitrilas.

para-metoéxi-fenilisonitrila: Oleo escuro, odor caracteristico.
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5.4. Sintese dos Compostos 3-amino-imidazo[1,2-
a]piridinicos
5.41. Sintese da N-fenil-2-(2-piridinil)imidazo[1,2-a]piridin-3-amina

(LASSBio-1135) (42) (GROEBKE, 1998)

6
D N MeOH 5 94

~ + R ' 6"
N"ONH, ~F NC CH;COOH 4@

t.a, 48h, 40% 3" .

Quantidades equimolares 2-piridinocarboxaldeido, 2-aminopiridina e
fenilisonitrila (1mmol) sio dissolvidos em 3mL de metanol. Acido acético glacial
(2mmol) é adicionado. A mistura é durante 48h a temperatura ambiente, entdo
acidificada com HCI 1N até pH1 e agita-se por 30min para destruir a isonitrila
residual. A mistura € levada a secura por evaporacdo. No residuo é adicionado
NaHCOs; e feita extragdo com acetato de etila. O 6leo bruto obtido foi purificado
em coluna cromatografica (gradiente hexano-acetato de etila) fornecendo o
produto como um sélido amarelo em 40% de rendimento.

N-fenil-2-(2-piridinil)imidazo[1,2-a]piridin-3-amina (LASSBio-1135):
Sélido amarelo, PF= 235-237°C.

RMN-"H (200 MHz) CDCl3/ TMS (8-ppm): 6,65 (d, 2H, J= 7,8Hz, H" e Hg");

6,75 ( t, 1H, J= 6,2Hz e 7,2Hz, He); 6,91 (t, 1H, J= 7,3Hz e 7,3Hz, Ha); 7,10 (m,
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4H, H3", H5", Hs e Hg); 7,26 (M, 2H, H4' e Hs); 7,61 (td, 1H, J= 1,6 e 7,8Hz, Hy);
8,18 (d, 1H, J= 8Hz, Hg); 8,29 (S, 1H, NH); 8,55 (d, 1H, 4,4Hz, He);

RMN-"3C (50 MHz) CDCI; / TMS (8-ppm): 111,83 (Cg); 116,61 (Cs" e Cs");
117,85 (Cg); 120,70 (C4"); 120,84 (C4); 121,46 (Cs); 123,84 (C."); 123,92 (C7);
125,21 (C3); 129,34 (C," e C¢"); 131,89 (Cy); 136,57 (C3); 141,35 (Co); 143,40
(Cs) ; 148,75 (Cs'); 154,34 (Cy).

L.V. Max. (KBr) y - cm™: 3208 (NH); 1601, 1562 e 1495 (C=C aromatico);

774, 753 e 737 (C=C-H angular fora do plano).

5.4.2. Sintese da N-(4-(tiometilfenill)-2-(2-piridinil)imidazo[1,2-a]pyridin-

3-amina (LASSBio-1136) (50) (GROEBKE, 1998)

MeOH

\ A
s NC o S
N NH © ' <> CH;COOH H,C 4@
2

t.a, 48h, 40%

Quantidades equimolares 2-piridinocarboxaldeido, 2-aminopiridina e 4-
tiometil fenilisonitrila (6) (Immol) sdo dissolvidos em 3mL de metanol. Acido
acético glacial (2mmol) é adicionado. A mistura é agitada durante 24h a
temperatura ambiente, entdo acidificada com HCI 1N até pH1 e agita-se por 30min
para destruir a isonitrila residual. A mistura € levada a secura por evaporacao. No

residuo é adicionado NaHCO3; e feita extracdo com acetato de etila. O Oleo
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vermelho obtido foi purificado em coluna cromatogréfica (gradiente hexano-acetato
de etila) fornecendo um sélido amarelo que foi recristalizado em diclorometano-
hexano, produto foi entdo obtido em 40% de rendimento.

N-(4-(tiometilfenill)-2-(2-piridinil)imidazo[1,2-a]pyridin-3-amina
(LASSBi0-1136)- sdlido amarelo, PF= 154-156 °C

RMN-'H (200 MHz) CDCl;/ TMS (8-ppm): 2,66 (s, 3H, SCHs); 6,59 (d, 2H,
J=8,6Hz, Hg); 6,74 (t, 1H, J=6,7Hz e 6,7Hz, Hg); 7,08 -7,26 (m, 4H, Hp, Hs € Hg);
7,60 (m, 2H, Hs" e Hs"); 7,74 (td, 1H, J= 1,7Hz e 7,8Hz, H-); 8,18Hz (d, 1H, J=
8Hz, H3'); 8,27 (s, 1H, NH); 8,53 (d, 1H, 4,8Hz, Hg¢").

RMN-"3C (50 MHz) CDCl; / TMS (5-ppm): 18,06 (S-CHs); 112,24 (Cq);
117,69 (Ca); 118,25 (Cg); 121,01 (Cs); 121,83 (C7);124,04 (Cs); 124,28 (Ca);
125,36 (C4"); 129,49 (C,); 130,18 (Cg); 132,24 (Cy’); 136,92 (C3'); 142,01 (Co);
149,07 (Ce'); 154,64 (Cy));

.V. Max. (KBr) vy - cm™: 3305 (NH); 3036 (CH de aromatico); 2927 (CHs);

15921 e 1490(C=C aromatico); 784 e 738 (C=C-H angular fora do plano).
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5.4.3. Sintese da N-(2-(4-(dimetilamino)fenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-N-

fenilamina (LASSBio-1137) (44) (GROEBKE, 1998)

t.a, 48h,40% 3

CHO
N MeOH 5
N~ "NH, CH3;COOH
/N\

Quantidades equimolares 4-dimetilaminobenzaldeido, 2-aminopiridina e
fenilisonitrila (4) (Lmmol) s&o dissolvidos em 3mL de metanol. Acido acético glacial
(2mmol) é adicionado. A mistura é agitada durante 24h a temperatura ambiente,
entdo acidificada com HC| 1N até pHl1l e agita-se por 30min para destruir a
isonitrila residual. A mistura é levada a secura por evaporacdo. No residuo €
adicionado NaHCOg3 e feita extracdo com acetato de etila. O produto foi obtido
como um solido amarelo que foi filtrado e posteriormente lavado com metanol.

N-(2-(4-(dimetilamino)fenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-N-fenilamina
(LASSBIi0-1137): sdlido amarelo, PF>250°C.

RMN-'H (200 MHz) TFA / TMS (5-ppm): 3,30ppm (s, 6H, N(CHs)y); Sinais
dos hidrogénios aromaticos entre 6,20 e 8,27ppm sdo mal definidos devido ao
solvente utilizado (4cido trifluoroacético).

RMN-3C (50 MHz) TFA / TMS (8-ppm): 49,65 (N(CHs),); 114,52(C);
116,14 (Cs); 120,66 (C4); 123,74 (C,’ e Cg'); 125,47(Cp); 127,88 (C."); 130,95 (C»);

132,37 (C5' e Cs); 132,47 (Cs); 138,28 (C3); 140,70 (Cy); 144,13 (Co); 145,66
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(C4"); Cg e Cs ndo aparentes devido aos sinais do solvente utilizado (acido
trifluoroacético) .
.V. Max. (KBr) y - cm™: 3156 (NH); 3083 (CH aromatico), 2903 (CHs); 1599

e 1491 (C=C aromatico), 1344 (C-N de amina terciaria aromatica).

5.4.5. Sintese da N-(4-(metoéxifenil)-2-fenilimidazo[1,2-a]piridin-3-amina

(LASSBio-1138) (45) (GROEBKE, 1998)

(\/L MeOH
CH3COOH

t.a, 24h, 35%

Quantidades equimolares benzaldeido, 2-aminopiridina e 4-metoxi-
fenilisonitrila (1mmol) sio dissolvidos em 3mL de metanol. Acido acético glacial
(2mmol) é adicionado. A mistura € agitada durante 24h a temperatura ambiente,
entdo acidificada com HCl 1N até pHl1l e agita-se por 30min para destruir a
isonitrila residual. A mistura € levada a secura por evaporacdo. No residuo é
adicionado NaHCO3 e feita extragcdo com acetato de etila. O produto foi obtido
como um solido branco (R= 35%) apds evaporacdo do acetato de etila e lavagem

do solido obtido com CH,Cls.
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N-(4-(metoxifenil)-2-fenilimidazo[1,2-a]piridin-3-amina (LASSBio-1138):
soélido branco, PF=221-223 °C

RMN-'H (200 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 3,61 (s, 3H, O-CHs); 6,44 (d,
2H, J= 8,8Hz, 2xCH, Hg); 6,75 (d, 2H, J= 8,8Hz, 2xCH, Ha); 6,89(t, 1H, J= 6,7 e
6,7Hz, Hg); 7,24-7,41(m, 4H, H;, H3', Hy' e H5'); 7,60 (d, 1H, 9Hz, Hg); 7,91 -7,93
(m, 2H, NH e Hs) e 8,06 (d, 2H, H,' e Hg)).

RMN-"3C (50 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 55,60 (O-CHs); 112,54 (Cq);
114,22 (Cg); 115,45 (Ca); 117,47 (Cs); 120,19(Cs); 123,44 (Cs); 125,42 (Ca);
126,84 (C, e Cg); 127,83 (C7); 128,81 (C3' e Cs'); 134,14 (Cy); 137,70 (C; 139,57
(Co); 142,06 (Cyr); 152,76 (C4”).

L.V. Max. (KBr) y - cm™: 3200 e 3171 (NH); 2960 (CH3); 1620, 1509 e 1441
(C=C aromatico); 1237 (C-O-C axial assimétrica); 1032 (C-O-C axial simétrica);

779, 754 e 700 (C=C-H angular fora do plano).
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5.4.6. Sintese da N-(2-(4-(tiometill)fenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-N-(2-

piridinil)amina (LASSBio-1139) (66) (GROEBKE, 1998)

6
' 5
Q MeOH 43
5/ \
NC CH COOH _
t.a, 48h, 20% ©' 2‘,2'

Quantidades equimolares de p-tiometil-benzaldeido, 2-aminopiridina e 2-
isocianopiridina (1mmol) sdo dissolvidos em 3mL de metanol. Acido acético glacial
(2mmol) é adicionado. A mistura é agitada durante 48h a temperatura ambiente,
entdo acidificada com HC| 1N até pHl1l e agita-se por 30min para destruir a
isonitrila residual. A mistura é levada a secura por evaporacdo. No residuo €&
adicionado NaHCO3 e feita extracdo com acetato de etila. O produto foi obtido
como um sdlido branco amarelado (R= 20%) apds evaporacdo do acetato de etila
e lavagem do solido obtido com CH,Cl..

N-(2-(4-(tiometill)fenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-N-(2-piridinil)amina
(LASSBi0-1139): Solido branco-amarelado, PF= 233-235°C.

RMN-'H (200 MHz) CDCl3/ TMS (3-ppm): 2,46 (s, 3H, S-CHs); 6,57 (d, 1H,
J=8,3Hz, Hs"); 6,71 (m, 1H); 6,87 (t, 1H, J= 6,7 e 6,7Hz, He); 7,27 (m, 3H); 7,57 —

7,61 (m, 2H); 7,87 (d, 1H, J= 6,8Hz, Hs): 7,96 (m, 3H); 8,88 (s, 1H, NH).
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RMN-"*C (50 MHz) CDCI; / TMS (3-ppm): 14,50 (SCHa); 107,86 (C3"):;
111,84 (Ce); 114,57 (Cg); 116,74 (Cs); 117,82 (Cs); 123,19 (C;); 124,77 (C4);
125,57 (A); 126,81 (B); 130,35 (C4); 136,82 (C1”); 137,29 (Cs'); 137,95 (C);
141,69 (Co); 148,08 (Cs'); 156,88 (C>)).

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3107 e 3057 (NH); 2905, 2009 e 2831 (CHs); 1592

(C=C aromatico); 736 (C=C-H angular fora do plano).

5.4.7. Sintese da N,2-difenilimidazo[1,2-a]pyridin-3-amina (LASSBio-
1141) (43) (GROEBKE, 1998)

7

N 8
CHO 5| 9
N MeOH 5" 6"4N \Nl
P ' @NC CH;COOH
N~ "NH, 3

N
t.a, 48h, 25% 3+ - 1'H

Quantidades equimolares benzaldeido, 2-aminopiridina e fenilisonitrila
(Immol) s&o dissolvidos em 3mL de metanol. Acido acético glacial (2mmol) é
adicionado. A mistura é agitada durante 48h a temperatura ambiente, entédo
acidificada com HCI 1N até pH1 e agita-se por 30min para destruir a isonitrila
residual. A mistura é levada a secura por evaporacao. No residuo € adicionado
NaHCO; e feita extracdo com acetato de etila. O produto bruto obtido apds

evaporacdo do acetato de etila foi lavado com diclorometano gelado e o solido
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obtido foi filtrado sob vacuo fornecendo o produto como um sélido branco-
esverdeado em 25% de rendimento.

N,2-difenilimidazo[1,2-a]pyridin-3-amina (LASSBio-1141): Sélido branco-
esverdeado, PF= 232-234 °C.

RMN-'H (200 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 6,49 (d, 2H, J= 7,8Hz, H," e
He"); 6,71 (t, 1H, J= 7,2Hz e 7,2Hz, H4"); 6,91 (t, 1H, J= 6,7 e 6,7Hz, He); 7,12 (m,
2H, H3" e Hg"); 7,26 — 7,41(m, 4H, H7, H3',4’ e 5"); 7,61 (d, 1H, j= 9,0Hz, Hg); 7,92
(d, 1H, J= 6,7Hz, Hs); 8,04 (d, 2H, J= 7,2Hz, H,' e He'); 8,21 (S, 1H, NH).

RMN-"*C (50 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 111,94 (Ce); 112,51 (C," e
C¢"); 116,69 (Cg); 118,21 (Cy); 118,57 (Cs); 122,64 (Cs); 124,87(Cx); 126,08 (C,' e
Ce); 127,18 (C;); 128,08 (Cs' e Cs); 129,17 (C5” e Cs”); 133,20 (Cy); 137,08 (Cy);
141,44(Co);145,14 (Cy").

V. Max. (KBr) y - cm™: 3196 e 3155 (NH), 3097 e 3059 (CH's
aromaticos); 2989, 2922 (C-H de aromatico); 1599, 1562 e 1495 (C=C aromatico);

774,753, 737 (C=C-H angular fora do plano).
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5.4.8. Sintese da N-(4-(tiometil)fenil)-2-fenilimidazo[1,2-a]piridin-3-

amina (LASSBio-1142) (51) (GROEBKE, 1998)

Q MeOH H3C\
S
CH3COOH 4"

t.a, 24h, 40% B

Quantidades equimolares de benzaldeido, 2-aminopiridina e p-tiometil-
fenilisonitrila (1mmol) sdo dissolvidos em 3mL de metanol. Acido acético glacial
(2mmol) é adicionado. A mistura é agitada durante 24h a temperatura ambiente,
entdo acidificada com HCI 1N até pH1l e agita-se por 30min para destruir a
isonitrila residual. A mistura € levada a secura por evaporacdo. No residuo é
adicionado NaHCO3 e feita extragdo com acetato de etila. O sélido bruto obtido
apos evaporacao do solvente foi solubilizado em diclorometano a quente, e entédo
se adicionou hexano. A mistura foi resfriada e filtrada, fornecendo o produto como
um sélido branco em 40% de rendimento.

N-(4-(tiometil)fenil)-2-fenilimidazo[1,2-a]piridin-3-amina (LASSBio-
1142): Solido branco, PF= 232-234 °C.

RMN-'H (200 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 2,34 (s, 3H, CHs); 6,47 (d,
2H, J= 8,5Hz, A); 6,91 (t, 1H, J= 6,1Hz e 6,7Hz, He); 7,13 (d, 2H, J= 8,5Hz, B);
7,27 -7,42 (m, 4H, H3', Hy', Hs' e Hy); 7,62 (d, 1H, 9Hz, Hg); 7,93 (d, 1H, 6,7Hz,

Hs); 8,03 (d, 1H, J= 7,1Hz, Ho’ e Hg): 8,27Hz (s, 1H, NH).
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RMN-*C (50 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 18,00 (CHs); 113,19 (Cq);
114,62(Cg); 118,06 (Cg); 119,60 (Cs); 123,94 (Cs); 126,03 (Cu); 126,46 (Cu);
127,32 (C;' e C¢'); 128,41 (Cy); 129,36 (C3s' e Cs'); 130,94 (Ca); 134,55 (Cy) ;
138,36(C>); 142,70 (Co) e 144,90 (C,").

.V. Max. (KBr) y - cm™: 3190 e 3142 (NH), 3036 (CH aromaticos), 2943
(CHg), 1597, 1583, 1495 e 1386 (C=C aromatico), 755, 742 e 695 (C=C-H angular

fora do plano).

5.4.9. Sintese da N-(4-(metoxi)fenil)-2-(4-(tiometil)fenil)imidazo[1,2-

aJpiridin-3-amina (LASSBio-1144) (74) (GROEBKE, 1998)

\ B 3
(\/L _MeOH o@
CH,COOH *\ T

t.a, 24h, 68%

Quantidades equimolares de p-tiometil-benzaldeido, 2-aminopiridina e p-
metdxi-fenilisonitrila (Lmmol) sdo dissolvidos em 3mL de metanol. Acido acético
glacial (2mmol) é adicionado. A mistura é agitada durante 24h a temperatura
ambiente, entdo acidificada com HCI 1N até pH1 e agita-se por 30min para

destruir a isonitrila residual. A mistura é levada a secura por evaporacdo. No
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residuo é adicionado NaHCO3 e feita extracdo com acetato de etila. O produto foi
obtido como um sélido branco (R= 68%) ap0s evaporacdo do acetato de etila e
lavagem do sélido obtido com CH,Cl..

N-(4-(metoxi)fenil)-2-(4-(tiometil)fenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-
amina (LASSBio-1144): Sélido branco, PF= 184-186°C

RMN-'H (200 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 2,46 (s, 3H,S-CHs);
3,62 (s, 3H, O-CHs); 6,43 (d, 2H, J= 8,5Hz, 2xCH, Hp); 6,75 (d, 2H, J= 8,5Hz,
2xXCH, Hg); 6,89 (t, 1H, J= 6,7 e 6,7Hz, Hg); 7,27 (m, 3H); 7,59 (d, 1H, 8,9Hz, Hg);
7,92 (m, 2H); 8,01 (m, 2H).

RMN-"*C (50 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 14,35 (S-CHs); 54,99 (O-
CH5);111,84 (Ce); 113,59 (Cpg’); 114,82 (Cp); 116,76(Csg); 119,27 (Cg); 122,76 (Cs);
124,71 (C4"); 125,59 (Cg); 126,61 (Ca)); 130,15 (C;); 136,77 (C1"); 137,13 (Cy);
138,90(Co); 141,41 (Cy); 152,14 (Cy).

V. Max. (KBr) y - cm™: 3217 (NH); 2959 (CHs); 1508(C=C aromatico);
1239 (C-O-C axial assimétrica); 1024(C-O-C axial simétrica); 755 (C=C-H angular

fora do plano).
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5.4.10. Sintese da N-(2-(4-(metoxi)fenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-N-(4-

(tiometil)fenill)amina (LASSBio-1175) (75) (GROEBKE, 1998).

\ 4 A4
(\/L _MeOH s@
"CH,COOH i

t.a, 24h, 90% A

Quantidades equimolares 4-metéxibenzaldeido, 2-aminopiridina e 4-
tiometilfenilisonitrila(11mmol) sdo dissolvidos em 33mL de metanol. Acido acético
glacial (1,3mL; 22mmol) é adicionado. A mistura € agitada durante 24h a
temperatura ambiente, entdo acidificada com HCI 1N até pH1 e agita-se por 30min
para destruir a isonitrila residual. A mistura € levada a secura por evapora¢ao. No
residuo € adicionado NaHCO;3; e feita extracdo com acetato de etila. Apos
evaporacdo do solvente obteve-se um sélido amarelado que foi lavado com
diclorometano gelado, fornecendo o produto como um solido branco em 90% de
rendimento.

N-(2-(4-(metoxi)fenill)imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-N-
(4(tiometil)fenill)amina (LASSBio-1175) — Sdlido branco; PF = 191-193°C.

RMN-"H (200 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 2,34 (s, 3H, S-CHs); 3,75 (s,

3H, O-CH3); 6,47 (d, 2H, J= 8,0Hz, 2xCH, Hg’); 6,96 (m, 3H, He € Ha); 7,13 (d, 2H,
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J=7,9Hz, 2xCH, HA); 7,27 (t, 1H, J= 7,3 e 7,9Hz, H;); 7,59 (d, 1H, 8,9Hz, Hg); 7,95
(m, 2H, Hs e Hg); 8,23 (s, 1H, NH).

RMN-"3*C (50 MHz) DMSO-d6é / TMS (3-ppm): 16,75 (S-CHs); 54,67 (O-
CHs); 111,66 (Cs); 113,30 (Cg); 113,53(Cg’); 116,48 (Cs); 117,29 (Cg); 122,46(Cs);
124,45 (C,); 125,08 (C;); 125,78 (Cy'); 127,35 (CA'); 129,69 (Cp); 137,26 (Cy);
141,32 (Cs); 143,74 (C1"); 158,43(Cy).

L.V. Max. (KBr) y - cm™: 3208 (NH); 2959, 2009 e 2830 (CHs); 1598 e 1501
(C=C aromatico); 1249 (C-O-C axial assimétrica); 1026(C-O-C axial simétrica); 730

e 662 (C=C-H angular fora do plano).

5.4.11. Sintese da N-(2-(4-(metoéxi)fenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-N-

fenilamina (LASSBio-1143) (47) (GROEBKE, 1998).

CHO NC
X MeOH
| + + T e
N/ NH CH;COOH
2 S t.a, 24h, 50%
“CH;

Quantidades equimolares 4-tiometilbenzaldeido, 2-aminopiridina e
fenilisonitrila (4) (Lmmol) s&o dissolvidos em 3mL de metanol. Acido acético glacial
(2mmol) é adicionado. A mistura é agitada durante 24h a temperatura ambiente,
entdo acidificada com HCl| 1N até pHl1l e agita-se por 30min para destruir a

isonitrila residual. A mistura é levada a secura por evaporacdo. No residuo €
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adicionado NaHCO3; e feita extracdo com acetato de etila. O produto foi obtido
como um solido branco por filtrac&o.

N-(2-(4-(metoxi)fenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-N-fenilamina (LASSBio-
1143): Sélido branco, PF= 232-234°C.

RMN-'H (200 MHz) TFA / TMS (5-ppm): 3,02 (s, 3H, SCHs); Sinais dos
prétons aromaticos entre 7,21 e 8,92ppm sédo mal resolvidos devido ao solvente
utilizado (&cido trifluoroacético).

RMN-"*C (50 MHz) TFA / TMS (5-ppm): 15,64ppm (SCHs), sinais dos
aromaticos sdo mascarados pelos sinais do solvente (acido trifluoroacético).

V. Max. (KBr) y - cm™: 3200 (NH); 3000 (CH aromatico); 2900 (CH de
metila); 1597 e 1493 (C=C aromatico); 750 e 693 (C=C-H angular fora do plano);

510 (C=C angular fora do plano).

5.4.12. Sintese da 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-(3-((4-
(tiometil)fenil)Jamino)imidazo[1,2-a]piridin-2-il)fenol (LASSBi0-987) (37)

(GROEBKE, 1998).

;
')
CHO NC he B 5
o4 —A
N . MeOH S\Q\
- CH;COOH  \</p.
N" NH; t.a, 24h, 65% A
OH S.
CH;
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Quantidades equimolares do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido, 2-
aminopiridina e 4-tiometilfenilisonitrila (Immol) sdo dissolvidos em 3 ml de
metanol. Acido acético glacial (2mmol) é adicionado. A mistura é agitada durante
24h a temperatura ambiente, entédo acidificada com HCI 1N até pH1 e agita-se por
30min para destruir a isonitrila residual. A mistura é levada a secura por
evaporacao. No residuo é adicionado NaHCO3; e feita extracdo com acetato de
etila. O produto € purificado em coluna cromatografica (gradiente hexano —
acetato) e obtido como um sélido branco em 65% de rendimento.

2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-(3-((4-(tiometil)fenil)amino)imidazo[1,2-
a]piridin-2-il)fenol (LASSBi0-987): Sdlido branco, PF= 258-260°C.

RMN-'H (3008 MHz) CDCls/ TMS (3-ppm): 1,38 (s; 18H; 2(C(CHzs)3)); 2,40
(s; 3H, S-CHsa); 5,29 (s; 1H; NH ou OH); 5,59 (s; 1H; NH ou OH); 6,54 (d, 2H; J=
8,4Hz; A); 6,77 (t, 1H, J= 1,1Hz; 6,6Hz e 6,6Hz; Hg); 7,17 — 7,28 (m, 3H, H; e B);
7,62 (d, 1H; 9,0Hz; Hg); 7,78 (s; 2H; 2’ e 6°); 7,87 (d, 1H, J= 6,6Hz, Hs).

RMN "C (50 MHz) CDCl; / TMS (5-ppm): 18,95 (S-CHs); 30,49(CHa)s;
34,68 (C(CHs)s)2; 112,26 (Ce); 114,38 (Cp); 117,04(Cy’); 117,81 (Cg); 122,68 (C7);
124,71 (C, e Cg); 124,85 (Cs); 127,84 (Cu); 131,65 (Cg); 136,37 (C3' e Cs);
141(C,); 141,08 (Ce); 144,28 (C."); 154,28 (C4).

L.V. Max. (KBr) y - cm™: 3618 (OH), 3263 (NH), 2965 (CHs), 1495 e 1383

(C=C aromatico); 807 e 735 (C=C-H angular fora do plano).
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5.4.13. Tentativa de Obtencdo do N-fenil-2-(4-piridinil)imidazo[1,2-

a]piridin-3-amina (LASSBio-1140) (41) (GROEBKE, 1998).

Qe O O o, %

Quantidades equimolares do 4-piridinocarboxaldeido, 2-aminopiridina e
fenilisonitrila (4) (Lmmol) s&o dissolvidos em 3mL de metanol. Acido acético glacial
(2mmol) é adicionado. A mistura € agitada durante 48h a temperatura ambiente,
entdo acidificada com HC| 1N até pHl1l e agita-se por 30min para destruir a
isonitrila residual. A mistura é levada a secura por evaporacdo. No residuo €

adicionado NaHCOg; e feita extracdo com acetato de etila.
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5.4.14. Tentativa de Obtencao do derivado N-(4-(tiometil)fenil)-2-(4-

piridinil)imidazo[1,2-a]piridin-3-amina (LASSBio-1173) (49) (GROEBKE, 1998).

| N
N \N
SEECENeor Sose
N
CH.COOH
H,CS ta. 24h H 7\
=N

Quantidades equimolares do 4-piridinocarboxaldeido, 2-aminopiridina e 4-
tiometilfenilisonitrila  (Lmmol) sdo dissolvidos em 3mL de metanol. Acido acético
glacial (2mmol) é adicionado. A mistura é agitada durante 48h a temperatura
ambiente, entdo acidificada com HCI 1N até pH1 e agita-se por 30min para
destruir a isonitrila residual. A mistura é levada a secura por evaporacdao. No

residuo € adicionado NaHCOj3; e feita extracdo com acetato de etila.
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5.4.15. Sintese da N-fenil-2-(4-piridinil)imidazo[1,2-a]piridin-3-amina

(LASSBio-1140) (41) (PARCHINSKY, 2006).

CHO
X o .
| + | X, 1-Tolueno, 50°C, 30min
—
N~ "NH, = >

N° 2. NH4cCl, refluxo, 30h, 50%
e

Quantidades equimolares de 2-aminopiridina e 4-piridinocarboxaldeido

(Immol) sdo agitados em tolueno (15mL) a 50°C durante 30min. Apds este
periodo a fenilisonitrila (4) (1 equivalente) e NH4Cl (2 equivalentes) sédo
adicionados. A mistura reacional é levada ao refluxo, o progresso da reacédo é
monitorado por CCF. Apos 30 horas (término da reacdo) a mistura ainda quente é
diluida com hexano. A mistura foi evaporada. O produto foi separado por extracdo
acido-base. Ao final desse procedimento o sdlido obtido foi recristalizado em
mistura hexano-acetato de etila, obteve-se o produto como um sélido castanho em
40% de rendimento.

N-fenil-2-(4-piridinil)imidazo[1,2-a]piridin-3-amina (LASSBio-1140):
Sdlido castanho, PF= 208-210°C.

RMN-"H (200 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 6,68(d, 3H, 8,2Hz, H,', H¢');
6,86 — 6,96(m, 2H, Hs, Hy"); 7,21 — 7,36(m, 3H, H7, Hs’ e H3"); 7,68(d, 1H, 9Hz, Hg);

7,94(d, 1H, 6,8Hz, Hs); 8,03(d, 2H, 5,6Hz, Ha); 8,49(d, 2H, 5,4Hz, Hg).
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RMN-"3C (50 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 112,80 (C¢); 113,43 (Ca, C,”
e Cg"); 117,93 (Cg); 120,24 (C4"); 120,28 (Cs3); 121,09 (Cs) ; 125,91 (C-); 129,91
(Cs" e Cs"); 136,17 (C4); 141,12 (Cy); 142,96 (Cq); 144,07 (C1"); 149,55 (Cg);

L.V. Max. (KBr) y - cm™: 3246 (NH); 3029 (CH de aromatico), 1601 e 1493

(C=C aromatico), 756 (C=C-H angular fora do plano).

5.4.16. Sintese da N-(4-(tiometil)fenil)-2-(4-piridinil)imidazo[1,2-

aJpiridin-3-amina (LASSBio-1173) (49) (PARCHINSKY, 2006).

N CHO
| + X 1-Tolueno, 50°C, 30min HaC
S

/ —_—

N~ NH, |
N~ 2- NH4CI, refluxo, 30h, 60%

HsC,

Quantidades equimolares de 2-aminopiridina e 4-piridinocarboxaldeido

(Immol) sdo agitados em tolueno (15mL) a 50°C durante 30 min. Apds este
periodo a 4-tiometilfenilisonitrila (4) (1 equivalente) e NH4Cl (2 equivalentes) séo
adicionados. A mistura reacional é levada ao refluxo, o progresso da reacdo é
monitorado por CCF. Apos 30 horas (término da reac&o) a mistura ainda quente &
diluida com hexano. A mistura foi evaporada. O produto foi separado por extracdo
acido-base. Ao final desse procedimento o sélido obtido foi lavado com acetato de

etila, obteve-se o produto como um sélido castanho em 60% de rendimento.



146

N-(4-(tiometil)fenil)-2-(4-piridinil)imidazo[1,2-a]piridin-3-amina
(LASSBIio0-1173): Solido castanho, PF= 189-190°C.

RMN-'H (200 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 2,35 (s, 3H, S-CHs); 6,51 (d,
2H, 8,2Hz, Hy'); 6,96 (t, 1H, J= 6,5 € 6,5Hz, He); 7,15 (d, 2H, J= 8,3Hz, Hg'); 7,36
(t, 1H,J=7,4 e 7,9Hz, Hy); 7,67 (d, 1H, 9Hz, Hg); 7,94 — 80,1 (m, 3H, Hs e Ha); 8,42
(s, 1H, NH); 8,58 (d, 2H, 4,5Hz, Hp).

RMN-"*C (50 MHz) DMSO-dg / TMS (5-ppm): 16,92 (S-CHa); 112,80(Cq);
113,87 (Cg); 117,49 (C,); 120,47 (Cg); 120,89 (Ca); 123,26 (Cs); 125,89 (Ca);
126,09 (C;); 129,91 (Cg'); 134,65 (C4"); 140,65 (Co); 142,14 (C4) 142,39 (Cy");
149,91 (Cg);

.V. Max. (KBr) vy - cm™: 3208 (NH); 3033 (CH de aromatico); 2936 (CHs);

1598 e 1493 (C=C aromatico); 798 e 741 (C=C-H angular fora do plano).

5.5. Sintese dos Derivados Sulfonas
5.5.1. Sintese da N-(4-(metilsulfonil)fenil)-2-(2-plridinil)imidazo[1,2-

a]piridin-3-amine (LASSBio-1170) (55) (TROST, 1981).

X
Q 2KHSOsKHSO,4K,S0,

\ N" NN (Oxone) O B
S — E— \é/
N MeOH, t.a, 1h, 60% I g
H N 0 "

7 N\ B
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A uma solucéo do derivado sulfeto (LASSBio-1136) (100mg; 0,30mmol) em
4mL de MeOH, em banho de gelo, adiciona-se uma solugcéo de 560mg de Oxone®
em 4mL de agua gota-a-gota. ApO0s uma hora de agitacdo a temperatura
ambiente, o término da reacao foi evidenciado por CCF. A mistura foi vertida sobre
agua e gelo, adicionou-se solucao saturada de bicarbonato de sédio e extraiu-se o
produto com acetato de etila. O mesmo foi purificado em coluna cromatografica
(diclorometano- metanol gradiente), sendo obtido como um sélido amarelo em
60% de rendimento.

N-(4-(metilsulfonil)fenil)-2-(2-piridinil)imidazo[1,2-a]piridin-3-amina
(LASSBIi0-1170): Solido amarelo, PF= 227-230°C.

RMN-'H (200 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 3,06(s, 3H, S-CHs); 6,63(d,
2H, 8,6Hz, A); 6,97(t, 1H, J= 6,7 e 6,7Hz, He); 7,24-7,36(m, 1H, 4' e 5'); 7,65(m,
3H, Hg e B); 7,86(td, 1H, J=1,7 e 7,7Hz, H;); 7,93(d, 1H, J=6,8Hz, Hs); 8,13(d, 1H,
7,9Hz, 3'); 8,52(d, 1H, J= 3,9Hz, 6'); 9,0(s, 1H, NH).

RMN-"C (50 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 42,54 (SCHs); 151,37 (Cy);
148,72 (Cs'); 147,66 (Cy”); 140,08 Cs); 135,03 (Ca); 134,71 (C4"); 127,87 (Co);
127,32 (Cg); 123,97 (Cs); 121,71 (Ce); 120,75 (C,); 119,75 (Ca); 118,28 (Cs);
116,05(Cg); 111,57 (Ce); 111,29 (C3).

L.V. Max. (KBr) y - cm™: 3133 (NH); 2900-2800 (CHs); 1591, 1505 e 1400
(C=C aromaético); 1288 e 1145 (S0O,); 772 (C=C-H angular fora do plano); 543 e

530 (C=C angular fora do plano).



148

5.5.2. Sintese da N-(4-(metilsulfonil)fenil)-2-(2-piridinil)imidazo[1,2-

a]piridin-3-amina (LASSBio-1171) (70) (TROST, 1981).

\
2KH805KHSO4K2304 4'

(9] .
y \ ( xone) y @\
MeOH, t.a, 1h, 85% _ '

A uma solucéo do derivado sulfeto (LASSBIi0-1139) (1,3g; 3,8 mmol) em 16
mL de MeOH, em banho de gelo, adiciona-se uma solucdo de 560 mg de Oxone®
em 16 mL de Agua gota-a-gota. Apés uma hora de agitacdo a temperatura
ambiente, o término da reacéo foi evidenciado por CCF. A mistura foi vertida sobre
agua e gelo, adicionou-se solugéo saturada de bicarbonato de sédio e extraiu-se o
produto com acetato de etila. O mesmo foi purificado em coluna cromatogréfica
(diclorometano- metanol gradiente), sendo obtido como um sélido branco em 60%
de rendimento.

N-(4-(metilsulfonil)fenil)-2-(2-piridinil)imidazo[1,2-a]piridin-3-amina
(LASSBio-1171): Sélido branco, PF> 250°C.

RMN-'H (200 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 3,21(s, 3H, SO,-CHa);
6,67(d, 1H, 8,3Hz, Hs'); 6,74(m, 1H, He); 6,92(t, 1H, J= 6,7 e 6,7Hz, He); 7,34(td,
1H, J=0,8 e 6,7Hz, Hy); 7,54 - 767(m, 2H, H4' e H5s"); 7,94(d, 4H, J=8,5Hz, A, Hs e

He); 8,26(d, 2H, J= 8,5Hz, B); 9,04(s, 1H, NH).
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RMN-*C (50 MHz) DMSO-dg / TMS (5-ppm): 43,00 (CHs); 107,79 (C3);
111,93 (Ce); 114,41 (Cg); 116,73 (Cs); 119,31 (Cs); 123,17 (C;); 125,11 (C4");
126,34 (Cp); 126,70(Cg); 134,88 (C4); 137,66 (C.”); 138,26 (Cs'); 138,66 (Cy);
141,57 (Co); 147,66 (C¢'); 156,17 (C>).

L.V. Max. (KBr) y - cm™: 3142 (NH); 2920 (CHs); 1700, 1600 e 1476 (C=C
aromatico); 1310 e 1147 (SO,); 772 (C=C-H angular fora do plano); 536 (C=C

angular fora do plano).

5.5.3. Sintese da N-4-metoxifenil-2-(4-(metilsulfonil)fenil)imidazo[1,2-

a]piridin-3-amina (LASSBio-1145) (72) (TROST, 1981).

\

2KHSO;KHSO4K,S0,
(Oxone)

/
@ / /2 MeOH, t.a, 1h, 60%

A uma solucao do derivado sulfeto (LASSBi0-1144) (2,5g; 6,4mmol) em 25

mL de MeOH, em banho de gelo, adiciona-se uma solucédo de 11,8g de Oxone®
em 25 mL de agua gota-a-gota. Apos uma hora de agitacdo a temperatura
ambiente, o término da reacao foi evidenciado por CCF. A mistura foi vertida sobre

agua e gelo, e o precipitado formado foi filtrado sob vacuo. O produto foi obtido
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como um sélido branco esverdeado em 60% de rendimento apdés coluna
cromatografica gradiente diclorometano-metanol.

N-4-metoxifenil-2-(4-(metilsulfonil)fenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-amina
(LASSBio-1145): Solido branco-esverdeado, PF= 180-182°C.

RMN-'H (200 MHz) CDCls; / TMS (5-ppm): 2,95(s, 3H, SO,CHs); 3,72 (s,
3H, O-CHas); 6,60(d, 2H, J= 8,9Hz, 2xCH, A); 6,76(d, 2H, J=8,9Hz, 2XCH, B);
7,13(t, 1H, J= 6,7 e 6,7Hz, He); 7,58(t, 1H, J= 7,1 e 8,8Hz, H;); 7,71 (m, 3H, Hg e
A’); 7,99(d, 1H, Hs ); 8,25(s, 1H, NH); 8,36(d, 2H, J= 8,4Hz, B).

RMN-"3C (50 MHz) CDCl; / TMS (5-ppm): 44,90 (OCHs); 54,85 (SO,CHs);
112,19 (Ce); 113,80 (Cg e Cg'); 115,91 (Cs); 116,73 (Cg); 122,65 (Cs); 125,01
(C1"); 125,57 (C7); 127,47 (Cn)); 129,59 (Cp); 129,11 (C4); 137,59 (C.); 141,76
(Co); 150,07 (Cy); 158,74 (Cu);

.V. Max. (KBr) vy - cm™: 3232 (NH); 2931 e 2828 (CH de metila); 1598 e
1510 (C=C aromaético); 1311 e 1151 (S0O,); 1237 (C-O-C axial assimétrica); 1035
(C-O-C axial simétrica); 770 e 760 (C=C-H angular fora do plano); 538 (C=C

angular fora do plano).
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5.5.4. Sintese da N-(2-(4-metilsulfonilfenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-N-

fenilamina (LASSBio-1134) (48) (TROST, 1981).

7

1 iyt
2KHSOsKHSO,K,SO, &5 5 O

4N N1

(Oxone) @3\
@ )\bMeOH ta 1h, 60% =~/ T}

A uma solucéo do derivado sulfeto (LASSBio-1143) (1g; 2,75mmol) em 10
mL de MeOH, em banho de gelo, adiciona-se uma solucédo de 5,1g de Oxone® em
10 mL de agua gota-a-gota. Apdés uma hora de agitacdo a temperatura ambiente,
o término da reacao foi evidenciado por CCF. A mistura foi vertida sobre agua e
gelo, adicionou-se solucdo de bicarbonato de sodio saturada e o produto foi
extraido com acetato de etila. O produto foi obtido em 60% de rendimento, como
um solido branco apés purificacdo em coluna cromatogréfica gradiente hexano-
acetato de etila.

N-(2-(4-metilsulfonilfenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-N-fenilamina
(LASSBio0-1134): Solido branco, PF> 250°C

RMN-"H (200 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 3,21(s, 3H, SO,CHs); 6,51(d,
2H, J= 7,7Hz, Ho' e Hg); 6,73(t, 1H, J=7,1 e 7,2Hz Hy4); 6,95(t, 1H, J= 6,6 e 6,6Hz,
He); 7,14(t, 2H, J= 7,6 e 7,6Hz, H3' e Hs"); 7,35 (t, 1H, J= 7,1 e 8,3Hz, H;); 7,66(d,

1H, J=8,9Hz, Hg): 7,95(m, 3H, Hs e Hx ); 8,30(d, 2H, 8,2Hz, Hg); 8,37 (s, 1H, NH).
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RMN-C (50 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 43,44 (CHs); 112,68 (Cq);
112,97 (Cg); 117,37 (Cs); 118,80 (Cy); 120,50 (Cs); 123,26 (Cs); 125,80 (Cy);
126,73 (C2 e C¢'); 127,19 (Cp); 129,56 (C3" e Cs"); 135,56 (C4"); 138,51 (Ci1)) ;
139,16 (C4’); 142,03 (Co) e 145 ,08(C").

.V. Max. (KBr) vy - cm™: 3198 e 3161 (NH); 30950 (CH aromaético); 2981 e
2911 (CH de metila); 1596 e 1495 (C=C aromatico); 1314 e 1149 (SO2); 760 e 695

(C=C-H angular fora do plano); 538 (C=C angular fora do plano).

5.5.5. Sintese da 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-(3-(4-
(metilsulfonilfenil)Jamino)imidazo[1,2-a]piridin2-il-2-fenol (LASSBio-1002) (38)

(TROST, 1981).

()

N NN /(/) B
8 = 2KHSO5;KHSO,K,S0, H3°7§;@
N (Oxone) o ;
E— B

MeOH, t.a, 1h, 60%
OH

A uma solucao do derivado sulfeto (LASSBIi0-987) (330mg; 0,74mmol) em

4 mL de MeOH, em banho de gelo, adiciona-se uma solucdo de 1,4g de Oxone®
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em 4 mL de agua gota-a-gota. Apds uma hora de agitacdo a temperatura
ambiente, o término da reacao foi evidenciado por CCF. A mistura foi vertida sobre
agua e gelo, o precipitado formado foi filtrado sob vacuo. O produto foi obtido
como um salido violeta em 60% de rendimento.
2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-(3-(4-(metilsulfonilfenil)amino)imidazo|[1,2-
a]piridin2-il-2-fenol (LASSBio-1002): Sdlido violeta, PF= 255-257°C.
RMN-"'H (200 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 1,22 (18H, s, 2(C(CHa)s); 3,07 (3H,
s, SCHs); 6,88 (d, 2H); 7,47 (t, 1H, Hy); 7,59( 2H, s, Hy' e Hg'); 7,71(d, 2H, J =
8,7Hz, A ou B); 7,99 (m, 3H); 8,42 (d, 1H, J = 6Hz, Hs); 9,2 (1H, s, NH).
RMN-"C (50 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 29,74 (((CHs)3)2); 34,41((C(CHs)3)2);
44,13 (SO,CHa); 113,47 (Ce); 117,29m (Cg); 119,95(C;); 123,90 (A); 124,45;
128,31; 129,12 (B); 130,87; 138,48 (C3' e Cs’); 139,55 (C,' e C¢'); 149,80; 155,52
(Cs).
.LV. Max. (KBr) vy - cm™: 3612 (OH); 3100 (NH); 2957 (CH's das metilas); 2800-
2900 (C-H de aromatico); 1659, 1594 e 1529 (C=C aromaético); 768 (C=C-H

angular fora do plano).
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5.5.6. Sintese da N-(4-(metilsulfonil)fenil)-2-(4-piridinil)imidazo[1,2-

a]piridin-3-amina (LASSBio-1172) (54) (TROST, 1981).

7
5
N"SN  2KHSOSKHSOK;SO, o f F—A 4
S — o) 3V=§
/ (Oxone) ham
H )\ MeOH, ta, 1h, 88% g U H
—N

A uma solucao do derivado sulfeto (LASSBIio-1173) (500mg; 1,5mmol) em
6 mL de MeOH, em banho de gelo, adiciona-se uma solugao de 2,7g de Oxone®
em 6 mL de Agua gota-a-gota. Apdés uma hora de agitacdo a temperatura
ambiente, o término da reacéo foi evidenciado por ccf. A mistura foi vertida sobre
agua e gelo, adicionou-se solucdo de bicarbonato de sédio saturada e a mistura
foi extraida com acetato de etila. Apds evaporacdo do solvente, o solido castanho
obtido foi submetido a recristalizacdo em diclorometano-metanol 5%. O produto foi
obtido como cristais castanhos em 85% de rendimento.

N-(4-(metilsulfonil)fenil)-2-(4-piridinil)imidazo[1,2-a]piridin-3-amina
(LASSBi0-1172): Cristais castanhos, PF=194-196°C.

RMN-'H (200 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 3,09(s, 3H, SO,-CHa);
6,70(d, 2H, 7,2Hz, Ha); 6,99(t, 1H, 6,2 e 6,2Hz, He); 7,39(t, 1H, J= 6,8 e 8,0Hz, H;);
7,70(d, 3H, J= 7,9Hz, contém Hg e Hg); 7,93(s, 2H, Ha"); 8,03(d, 1H, J=6,4Hz, Hs);

8,59(d, 2H, 6,4Hz, Hg'); 9,12(s, 1H, NH).
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RMN-"3C (50 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 44,01 (SO,CHs); 112,83 (Cq);
113,11 (C4"); 117,55 (Cg); 119,23 (Cy); 120,36 (Cs); 123,22 (Cs); 126,18 (C7);
129,29 (Ca); 130,23 (Ca’); 134,86 (C4'); 140,32 (C1"); 142,36 (Co); 149,61 (Cg);
146,99 (Cp).

L.V. Max. (KBr) y - cm™: 3201 (NH); 3034 (CH de aromaético) 2962 e 2918
(CHs); 1594, 1503 e 1415 (C=C aromatico); 1310 e 1145 (SO,); 750 (C=C-H

angular fora do plano); 536 (C=C angular fora do plano).

5.5.7. Sintese da N-(2-(4-metoxifenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-N-4-

(metilsulfonilfenil)amina (LASSBio-1174) (58) (TROST, 1981).

\ N 2KHSO5KHSO4K2304

\Q\ (Oxone)

MeOH t.a, 1h, 60%

A uma solucéo do derivado sulfeto (LASSBIi0-1175) (500 mg; 1,4 mmol) em
6 mL de MeOH, em banho de gelo, adiciona-se uma solucdo de 1,4 g de Oxone®
em 6 mL de agua gota-a-gota. Apdés uma hora de agitacdo a temperatura
ambiente, o término da reacéo foi evidenciado por CCF. A mistura foi vertida sobre

agua e gelo, o solido amarelo obtido foi filtrado. O produto foi purificado em coluna
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cromatografica gradiente diclorometano-metanol, sendo obtido como um sélido

branco em 60% de rendimento.

N-(2-(4-metoéxifenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-N-4-(metilsulfonilfenil)Jamina
(LASSBio-1174): Solido branco, PF= 151-153°C.

RMN-'H (200 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 3,19(s, 3H, SO,-CHa); 3,75
(O-CHs); 6,65(d, 2H); 6,92(t, 1H, J= 6,6 e 6,9Hz, He); 7,98(d, 2H, J= 8,1Hz); 7,32(t,
1H, J= 7,3 e 7,8Hz, H); 7,63(d, 1H, J=9,6Hz, Hg); 7,68(d, 2H, J= 8,3Hz); 7,94(d,
3H, J= 7,2Hz, Hs); 8,98(s, 1H, NH).

RMN-"*C (50 MHz) DMSO-d6é / TMS (5-ppm): 44,18 (OCHs); 55,13
(SO,CHs); 112,47 (Ce); 114,08 (Cs e Cg'); 116,19 (Cs); 117,01 (Cs); 122,93 (Cs);
125,29 (C;'); 125,85 (C;); 12776 (Ca’); 129,39 (Ca); 129,87 (C4"); 137,87 (Co);
142,04 (Co); 150,04 (C1"); 159,02 (Cy4);

.V. Max. (KBr) y - cm™: 3204 e 3163 (NH); 2959 e 2926 (CH3); 1595 e
1502 (C=C aromaético); 1309 e 1142 (SO,); 1253 (C-O-C axial assimétrica); 1031
(C-O-C axial simétrica); 764 (C=C-H angular fora do plano); 530 (C=C angular fora

do plano).



157

5.6. Protocolo Farmacolégico

5.6.1. Ensaio de Contorgdes Abdominais Induzidas por Acido Acético 0,1 N
(COOLIER, 1968).

Apoés a injecao intraperitonial de um agente nocivo em camundongo, estes
apresentam uma resposta estereotipada que consiste em uma sequéncia de
contorcbes e extensbes ao longo da parede abdominal, algumas vezes
acompanhada por tor¢cdes do tronco e extensdo dos membros posteriores do
animal.

Os compostos LASSBIio foram administrados por via oral na dose de 100
umol/Kg do animal utilizando-se como veiculo goma arabica 5%. Uma hora apos a
administracdo do composto teste, € feita a indugdo do estimulo algésico através
da injec@o de acido acético 0,1 N na cavidade peritonial dos animais (0,1 puL/10 g
de peso do animal). Dez minutos apds a administracdo do acido acético inicia-se a

contagem das contor¢cfes durante vinte minutos.

5.6.2. Ensaio de Edema de Pata de Rato Induzido por Carragenina
(FERREIRA, 1979)

Os compostos testados foram administrados por via oral, na dose de 100
umol/Kg, utilizando-se como veiculo uma solugdo de goma arabica 5%. Uma hora
apos a administracdo, foi realizada a inducdo do edema pela administracédo
subplantar de carragenina 1% (1000 ug/pata). Na pata contralateral foi feita a

administracdo de NaCl 0,9% (0,1 mL/pata). A leitura foi realizada 3 horas apos a
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administracdo subplantar de carragenina, utilizando-se um pletismografo acoplado
a uma bomba peristéltica de fluxo continuo. O edema foi expresso pela variacédo
de volume das patas, obtida pela diferenca entre as patas com carragenina e

salina.

5.6.3. Ensaio de Nocicep¢ao Induzido por Capsaicina (SANTOS & CALIXTO,
1997).

O ensaio de capsaicina consiste na administracdo subplantar de 10 uL de
capsaicina (1,6 pg/pata, DMSO 10%) em camundongos. O estimulo doloroso é
entdo caracterizado pelo tempo em que o animal permanece lambendo a pata que
recebeu o estimulo irritante. As substancias teste foram administradas na dose de
100 umol/Kg por via oral, usando goma arabica 5% como veiculo, 1 hora antes da

injecdo de capsaicina e a resposta € medida por um periodo de 25 minutos.

5.6.4. Ensaio de Hiperalgesia Térmica Induzido por Capsaicina (MIZUSHIMA,
2005)

Os animais (ratos wistar de ambos os sexos pesando 130-200g) sao
tratados com o veiculo ou compostos LASSBio (100 umol/Kg, por via oral) uma
hora antes da injecdo intraplantar de capsaicina (5 mg/s5mL/pata) na pata traseira
direita. Sao realizadas leituras de laténcia da pata do animal em placa quente
(52°C) instantes antes do tratamento oral, da injecdo intraplantar (tempo zero) e

nos tempos 2, 5, 10 e 30 minutos apds a injecdo de capsaicina. A variacdo de
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laténcia € calculada diminuindo-se a laténcia (s) do tempo zero da laténcia dos

tempos 2, 5, 10 e 30 minutos.

5.6.5. Ensaios in vitro de inibicao das enzimas MAPK p38a (FRANTZ, 1998) e
PGHS-2 (GLASER, 1995)

Foram utilizadas as proteinas PGHS-2 recombinante humana e MAPK p38a
recombinante humana. Os compostos de referéncia utilizados foram o inibidor
seletivo de PGHS-2 NS398 e o inibidor de MAPK p38 SB202190.

O substrato utilizado no ensaio inibicho da PGHS-2 foi o &cido
araquidonico, este foi incubado com a enzima durante cinco minutos a 22°C e a
PGE,, produto da reacao, foi detectado por EIA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) ou ELISA.

No ensaio de inibicdo da MAPK p38a, a enzima foi incubada durante trinta
minutos a 22°C com o ATP e ATF-2, este Ultimo é um fator de transcric&o utilizado
como substrato da MAPK p38a. E, determina-se o produto da reacao, fosfo-ATF-2,
por HTRF® (homogenous time-resolved fluorescence).

Os resultados sdo expressos como percentual de atividade especifica
((atividade especifica medida/atividade especifica controle) x 100) obtida na
presenca dos compostos testados.

Os valores de ICso e coeficiente de Hill (nH) foram determinados por
regressao nao-linear das curvas de inibicdo geradas com valores significativos

replicados usando a equacdo da curva de Hill (Y = D + [(A — D)/(1 + (C/Cso)"™)],


http://pt.wikipedia.org/wiki/ELISA
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onde Y + atividade especifica, D = atividade especifica minima, A = atividade
especifica maxima, C = concentracdo do composto, Csp = ICs0, € NH = fator de
inclinacdo. Estas analises foram realizadas usando o programa desenvolvido pelo
Cerep (Hill software) e validadas por comparacdo com dados gerados pelo

programa comercial SigmaPlot® 4.0 para Windows® (© 1997 by SPSS In.)

5.7. Modelagem Molecular

Todos os calculos foram realizados com o sistema operacional Linux, no
Red Hat Enterprise versdo 3.0. Manipulacdes estruturais foram feitas no SYBYL

7.3.

5.7.1. Obtencao das Estruturas das Proteinas-alvo

Para os estudos de ancoramento molecular (docking) e obtencdo de
informacBes através dos complexos inibidores-enzimas, € necessario utilizar
estruturas de raios X das proteinas-alvo deste trabalho, que estdo disponiveis no
banco de dados do RCSB Protein Data bank, PDB (BERMAN, 2000)
(http://www.rcsb.org/pdb/). As estruturas de melhor resolucdo (menor valor da
resolucdo, em angstrons) foram selecionadas.

Para a realizacdo do estudo de ancoramento molecular, foi utilizada a
estrutura tridimensional do dominio catalitico da isoforma o da MAPK p38, com
resolucdo de 1,55 A, obtida do PDB sob o cédigo 1A9U (WANG, 1998). E

estruturas tridimensionais do dominio catalitico da PGHS-2, obtidas do PDB,
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codigos: 1CX2, 4COX, 1PXX e 3PGH (KURUMBAIL, 1996). Cabe ressaltar que o
critério de selecdo dessas estruturas foi a boa resolucéo, de preferéncia abaixo de

3A.

5.7.2. Preparagao dos Ligantes

As estruturas dos compostos planejados foram construidas no programa
Spartan Pro, versao 4.0 e a analise conformacional foi realizada no modulo de
pesquisa sistematica de angulos de torcdo. Em seguida, as estruturas de minimo
de energia foram entéo, reotimizadas utilizando-se o método semi-empirico Austin
Model 1 (AM1) (DEWAR, 1985). Cada molécula foi armazenada num banco de
dados com cargas MMFF-94 (HALGREN,1996), Gasteiger-Huckel (GH)
(PURCELL, 1967), AM1 (DEWAR, 1985) e Parametric Method 3 (PM3)

(STEWART, 1989) (Carvalho, 2003; Rodrigues, 2001).
5.7.3. Preparacao das Estruturas 3D das Proteinas

As estruturas da PGHS-2 e MAPK p38 selecionadas no PDB foram
analisadas no programa Biopolymer para o ajuste de parametros geomeétricos,
como comprimento de ligacdo, angulos internos e bloqueios estéricos, entre
outros. A seguir, foram adicionados os atomos de hidrogénio e as cargas
atbmicas, com o campo de forca AMBER F99 (WEINER, 1984), um campo de

forca especifico para peptideos, proteinas e acidos nucléicos.
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5.7.4. Estudos de Ancoramento Molecular (docking)

Os compostos planejados foram submetidos ao ancoramento molecular
com a PGHS-2 utilizando-se o programa FlexE (Clauben, 2001) e com a MAPK
p38 utilizando-se o programa FlexX (RAREY, 1996). Em ambas as metodologias,
a funcdo de pontuacédo ou “score” utilizada € a funcéo nativa do programa FlexX,

como exemplificado na Equacéo 2.

5.7.4.1. Metodologia de Ancoramento Molecular do Programa FlexX (RAREY,

1996)

O ancoramento molecular pode ser definido como uma metodologia usada
para a geracdo e avaliacdo de complexos receptor-ligante, sendo o receptor
normalmente uma proteina e o ligante podendo ser tanto uma molécula pequena
quanto uma outra proteina.

O programa de ancoramento molecular FlexX inicia a sua metodologia
através da selecdo de um “Fragmento Base”, que corresponde a uma subunidade
da molécula, o mais rigida possivel, e que contém o maior numero de grupos
funcionais passiveis de realizar interacbes especificas com residuos de
aminoacidos no sitio receptor.

A seguir, o “Fragmento Base” da molécula é posicionado no sitio ativo do
receptor. Esta etapa € repetida varias vezes e, a cada posicionamento, €
calculada a energia de interacdo associada. Para cada “posicdo” calculada em

que a energia de interacdo é favoravel, a molécula é “reconstruida” no sitio ativo
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com a adicdo dos fragmentos de maior liberdade conformacional restantes ao
“Fragmento Base” selecionado.

Estes fragmentos restantes sédo adicionados em varias conformacdes que
se encontram armazenadas em um banco de dados, e as energias de interacao
sao recalculadas. Desta forma o programa inclui a flexibilidade conformacional do
ligante na analise da energia de interacdo. Os fragmentos que contém grupos que
podem formar ligagdes de hidrogénio ou pontes salinas sdo colocados primeiro, ja
que essas ligagbes sdo mais direcionais e, portanto, melhor definidas

geometricamente.

Os principais termos de energia (variacdo da energia livre de ligacéo,

(AGiigagao) avaliados pelo programa FlexX, estéo descritos na equacao 2:

AG‘Iig:]a(,:.’?lo= AG‘pareamento + AGIipofilica + AGambigua + AG‘estérica + AG‘rotacional

(Equacéo 2)

Nessa equagdo, AGigacao € a energia livre de ligagédo e é representada
pelo termo Score Total, gerado nos estudos de ancoramento molecular do
FlexX. AGpareamento COrresponde & soma de pontos para interagoes direcionadas
entre o receptor (a proteina) e o ligante, e consiste de contribuicdes de energia
individuais, como intera¢ges por ligacdo de hidrogénio, interacdes aromaticas,

etc.
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O termo AGipefiico, POr sua vez, € uma medida dos “contatos” da
superficie hidrofébica em funcéo dos pares de &tomos apolares do ligante e da
proteina. Adicionalmente, o termo AGampigua COrresponde a mesma medida,

porém envolvendo pares em que um atomo € polar e o outro apolar.

O termo AGeswirico COrresponde a uma funcédo de penalidade energética
para a sobreposicao entre o ligante e a proteina, que é baseada em valores do
raio de Van der Waals. Ele corresponde, portanto, a penalidade energética para

interagdes estéricas.

Finalmente, o termo AGoacionar Pretende ser uma medida do custo
entropico de “congelamento” dos graus internos de liberdade ou, resumindo, do
congelamento conformacional (implicito em complexos ligante-receptor devido a
fatores limitantes da flexibilidade conformacional do ligante pelo “ambiente” do

sitio ativo).

5.7.4.2. Metodologia de Ancoramento Molecular do Programa FlexE

(CLAUBEN, 2001)

A metodologia de preparacdo das estruturas das proteinas do FlexE é
exatamente a mesma do FlexX, como descrito no item 5.7.3.. Entretanto, ao
contrario do que ocorre na metodologia de ancoramento molecular do programa
FlexX, que considera o biorreceptor rigido, o FlexE (CLAUBEN, 2001) utiliza

multiplas estruturas de proteinas para representar a flexibilidade do sitio ativo,
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de forma indireta. Isso € feito através da sobreposicdo de um conjunto de
conformacdes disponiveis para o biorreceptor de interesse e pela “fusdo” das

regides semelhantes das estruturas das proteinas.

As subestruturas (e.g. rotameros das cadeias laterais dos residuos de
aminoacidos das proteinas) que séo diferentes sdo tratadas como alternativas
independentes e o FlexE (CLAUBEN, 2001) seleciona a combinacdo de
rotdmeros que apresenta a melhor complementaridade para um dado ligante,
considerando-se a funcdo de “scoring”. Na pratica, o resultado € a geracdo de
conformacdes alternativas do receptor que néo estavam presentes no conjunto

inicial.
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32- Espectro de RMN'H(200MHz) do LASSBio-1141 (43) (DMSO-d6/TMS)
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33- Expanséo do espectro de RMN*H(200MHz) do LASSBio-1141 (43) na regido de 6,5 a 8,3ppm (DMSO-d6/TMS)
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34- Espectro de RMN**C(200MHz) do LASSBio-1141 (43) (DMSO-d6/TMS)
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36- Espectro de RMN*H(200MHz) do LASSBi0-1142 (51) (DMSO-d6/TMS)
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37- Expanséo do espectro de RMN*H(200MHz) do LASSBi0-1142 (51) na regido de 6,2 a 8,5ppm (DMSO-d6/TMS)
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38- Espectro de RMN**C(200MHz) do LASSBio0-1142 (51) (DMSO-d6/TMS)
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39- Espectro de COSY (200MHz) do LASSBi0-1142 (51) (DMSO-d6/TMS)
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40- Espectro de HMBC (50MHz) do LASSBi0-1142 (51) (DMSO-d6/TMS)
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41- Espectro de HSQC (50MHz) do LASSBi0-1142 (51) (DMSO-d6/TMS)
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42- Espectro de NOESY do LASSBIi0-1142 (51) (DMSO-d6/TMS)
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43- Espectro de infravermelho do LASSBi0-1142 (51) (KBr)
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44- Espectro de RMN'H(300MHz) em DMSO-d6/TMS do LASSBio-1144 (74)
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45- Expanséo do espectro de RMN'H(300MHz) do LASSBio-1144 (74) na regido de 6,0 a 8,5 ppm (DMSO-d6/TMS)
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46- Espectro de RMN**C(300MHz) do LASSBio-1144 (74) (DMSO-d6/TMS)
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47- Espectro de infravermelho do LASSBi0-1144 (74) (KBr)
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48- Espectro de RMN*H(200MHz) do LASSBi0-1175 (75) (DMSO-d6/TMS)
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49- Expanséo do espectro de RMN*H(200MHz) do LASSBio0-1175 (75) na regido de 6,3 a 8,5 ppm (DMSO-d6/TMS)
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50- Espectro de RMN**C(200MHz) do LASSBio0-1175 (75) (DMSO-d6/TMS)
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52- Espectro de RMN'H(200MHz) do LASSBi0-1143 (47) (TFA/TMS)
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53- Espectro de RMN**C(200MHz) do LASSBio0-1143 (47) (TFA/TMS)
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54- Espectro de infravermelho do LASSBi0-1143 (47) (KBr)
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55- Espectro de RMN*H(300MHz) do LASSBIi0-987 (37) (expans&o da regido de 5,2 a 8,0ppm) (CDCl3/TMS)
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56- Espectro de RMN*3C do composto LASSBi0-987 (37) (CDCls/TMS)
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57- Espectro de COSY (300MHz) de LASSBIi0-987 (37) (CDCI3/TMS)

57



2] )
(=]
=
a_|
5 .I T S | i
E b ] -
i ! 1
B - b3 :
]
] . i
] oD o =
| @
o -
o _|
3 o
¥ i
- B
J 4 1
2 ¥ ]
J lr
-1 L]
2 - I ir
J - b
4 5 ]
g
J : i
g i
4 g
&) © : e
i ol a N ;:
g o ]
- L= ;
o | '-H: 1
o
- n{: S 5
- - o
ol .
] . 3
] § 1
_ o ; ) —
W A F
E § 1
%- - T 7 T T T T T T T T L|—r—
Lot 7 & 4 2 1 o 510

Parameters
aeknoesy 4 (HMBC 1HF13C)

Fl

= Size : 1024 points real
Speciral Width @ 15094.34 Hz

= Carrier Frequency : 7547602
Mucheus | 130

Fd:
= Size : 2048 points real

MHz

= Spectrel Width - 2997 6018 Hx

= Carrier Frequency : 300.1315
= Muchews ; IH

Type : HMBC
Spectra @ BRUKER
Probe 5 marn M
ate - Fri May 25 01
Emperature @ 3000 K

300 MEHLE

MHz

Auclear inverse
0846 CEST 2007

58- Espectro de HMBC de LASSBIi0-987 (37) (CDCI3/TMS)
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59- Espectro de HSQC de LASSBi0-987 (37) (CDCI3/TMS)
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61- Espectro de NOESY do LASSBi0-987 (37) (CDCl3/TMS)
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61- Espectro de infravermelho do LASSBIi0-987 (37) (KBr)
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62- Espectro de RMN'H(200MHz) do LASSBi0-1140 (41) (CDCI3/TMS)
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63- Expans&o do espectro de RMN'H(200MHz) do LASSBi0-1140 (41) na regido 6,4 a 8,6ppm (CDCIs/TMS)
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64- Espectro de RMN**C(200MHz) do LASSBio0-1140 (41) (CDCIl3/TMS)
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65- Espectro de infravermelho do LASSBi0-1140 (41) (KBr)
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66- Espectro de RMN'H (200MHz) do LASSBi0-1173 (DMSO-dg/TMS)
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67- Expansao do espectro de RMN'H(200MHz) do LASSBi0-1173 (DMSO-d¢/TMS)

67



149.452
142932
141.676
140.196
125.636
122,798
120435
120.008
117.036
113.409
112.338

Im3

16.477

I

134.187
129.454

150 100 50

pprm ()
68- Espectro de RMN**C(200MHz) do LASSBio0-1173 (DMSO-dg/TMS)
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69- Espectro de Infravermelho do Composto LASSBi0-1173 (KBr)
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71- Expansdo do espectro de RMN*H (300MHz) do Composto LASSBi0-1170 (55) (DMSO-de/TMS)
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72- Espectro de RMN*C (300MHz) do Composto LASSBi0-1170 (55) (DMSO-de/TMS)
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73- Espectro delnfravermelho do Composto LASSBi0-1170 (55) (KBr)
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74- Espectro de RMN'H (200MHz) do Composto LASSBi0-1171 (70) (DMSO-dg/TMS)
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75- Expansdo do espectro de RMN*H (200MHz) do Composto LASSBi0-1171 (70) (DMSO-d¢/TMS)
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76- Espectro de RMN*C (200MHz) do Composto LASSBio-1171 (70) (DMSO-de/TMS)
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78- Espectro de RMN*H (200MHz) do Composto LASSBi0-1145 (72) (CDCl3/TMS)
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80- Espectro de RMN*C (200MHz) do Composto LASSBio-1145 (72) (DMSO-ds/TMS)
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81- Espectro de Infravermelho do composto LASSBi0-1145 (72) (KBr)
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82- Espectro de RMN'H (300MHz) do Composto LASSBio-1134 (48) (DMSO-dg/TMS)
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84- Espectro de RMN™®C (300MHz) do Composto LASSBi0-1134 (48) (DMSO-de/TMS)
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85- Espectro de Infravermelho do Composto LASSBi0-1134 (48) (KBr)
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86- Espectro de RMN'H (200MHz) do Composto LASSBi0-1002 (38) (DMSO-dg/TMS)
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87- Espectro de RMN*C (200MHz) do Composto LASSBio-1002 (38) (DMSO-de/TMS)
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89- Espectro de RMN'H (200MHz) do Composto LASSBi0-1172 (54) (DMSO-dg/TMS)
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91- Espectro de RMN*C (200MHz) do Composto LASSBio0-1172 (54) (DMSO-ds/TMS)
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92- Espectro de Infravermelho do Composto LASSBio-1172 (54) (KBr)
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93- Espectro de RMN'H (300MHz) do Composto LASSBio-1174 (58) (DMSO-dg/TMS)
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94- Expansao do espectro de RMN*H (300MHz) do Composto LASSBi0-1174 (58) (DMSO-de/TMS)
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95- Espectro de RMN**C (300MHz) do Composto LASSBio-1174 (58) (DMSO-ds)
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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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