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RESUMO

Os AINEs constituem uma importante classe de faosaom aplicacdes terapéuticas que ja
tém sido utilizadas por mais de um século. A ev@ugo tratamento de doencas inflamatorias
cronicas, tais como artrite reumatoide e a ostatmatém seu marco a partir da indometacina,
um dos representantes dos AINEs tradicionais, pasterior ascensao e mais recentemente o
desuso de inibidores com grande seletividade p@td322. O esfor¢co para a descoberta de
um farmaco mais seguro e eficaz continua a seresafid e a busca por novos agentes anti-
inflamatorios e analgésicos tem levado ao planejgne a obtencdo de inumeras acil e
arilidrazonas ativas de diversos padrdes estrgtugxistem varios ligantes ativos capazes de
atuar sobre a cascata do acido araquidénico cegastados identificaram as subunidades acil
e arilidrazbnicos como grupo farmacoférico importanpara inibicdo do processo
inflamatorio. Apesar da racionalizacdo dos resokadbtidos e de estudos da relagédo
estrutura-atividade no perfil biolégico das subadies acil e arilidrazonas, ndo foi possivel
até o0 momento identificar de fato o mecanismo @ alg tais grupamentos. O safrol, que é
um alilbenzeno de distribuicdo ampla no reino vaggtossui propriedades fisico-quimicas
interessantes para ser utilizado como um produtgaltida para a sintese das novas
moléculas planejadas, sendo amplamente empregag@oogeios de pesquisas no Laboratorio
de Fitoquimica e Quimica Medicinal (LFQM) na Unsidade Federal de Alfenas (Unifal-
MG). Este trabalho descreve o planejamento e sintds novos derivados indano-
hidrazénicos candidatos a protétipos de farmacdsirdlamatoérios. A rota sintética foi
planejada em trés etapas, utilizando reagentesait® busto e metodologias relativamente
simples. Os compostos planejados e obtidos foraatfiages com o intuito de se observar o
efeito anti-inflamatorio a partir de ensaios prétianes (nUmero de contor¢cdes abdominais
induzidas por acido acético) realizadas no InstitBtomédico da Universidade Federal
Fluminense — UFF. Foi possivel identificar que ®@s congéneres apresentaram inibicdo
sendo que o0s mais ativos da série das molécultizadas foram os derivados (1c) e (1e)
com 51,0% e 48,6% de inibicdo das contor¢cdes abwosinduzidas por acido acético,

respectivamente.

Palavras-chave: anti-inflamatérios, safrol, derosd indano-hidrazénicos, avaliacédo

farmacoldgica.



ABSTRACT

NSAIDs are an important class of drugs with therapeutic applications that have already been
used by more than a century. The evolution of treatment of chronic inflammatory diseases
such as rheumatoid arthritis and osteoarthritis has its mark from indomethacin, one of the
representatives of traditional NSAIDS for later rise and more recently the disuse of inhibitors
with high selectivity for PGHS-2. The effort to discover safer and more effective drug remains
a challenge and the search for new anti-inflammatory agents and analgesics have led to the
planning and the discovery of numerous active acyl and aryl-hydrazones. And there are
several active ligands able to act on the arachidonic acid cascade results identified subunits
acyl and aryl-hydrazones as important pharmacophore for inhibition of the inflammatory
process. Despite the rationalization of the results and studies of structure-activity relationship
in the biological profile of the subunits acyl and aryl-hydrazones, we could not yet identify
because of the mechanism of action of such groups. Safrole, which is a allyloenzene wide
distribution in the plant kingdom, has interesting physical and chemical properties for use as
a starting product for the synthesis of new molecules designed and is widely used in
research projects at the Laboratory of Phytochemistry and Medicinal Chemistry . This paper
describes the design and synthesis of new indane-hydrazone candidates prototype anti-
inflammatory drugs. The synthetic route was planned in three stages, using reagents of low
cost and relatively simple methods. The compounds obtained were planned and evaluated in
order to observe the anti-inflammatory effect from preliminary tests (number of writhing
induced by acetic acid) held in the Biomedical Institute of Universidade Federal Fluminense -
UFF. It was possible to identify all congeners showed that inhibition was the most active of
the series of synthesized molecules was derived (1c) and (1e) with 51.0% and 48.6%

inhibition of writhing induced by acetic acid.
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1. INTRODUCAO

Os farmacos anti-inflamatorios ndo esteroidais BdNrepresentam um grupo repleto de
agentes farmacologicos que compartilham as mestivdades terapéuticas e por vezes o
mesmo mecanismo de acgdo, talvez refletindo a siaefio terapéutica na area da dor e das
doencas musculo-esqueléticas, bem como a variatddidndividual na resposta a estes
agentes (PATRONO & ROCCA, 2009).

Ha mais de um século Felix Hoffman sintetizou al@cacetilsalicilico (AAS), que se
tornou um dos primeiros farmacos da classe dosrdi@imatorios ndo esteroidais (AINES),
mas somente na década de setenta foi possivel eeng@r que a aspirina (ou AAS) possui
acao terapéutica por inibir a sintese de prostdgias inflamatérias. Hoje os AINEs estdo
entre os farmacos mais utilizados, sendo que napaurepresentam em torno de 7,7% de
todas as prescrigfes, um valor numérico provavekmgibestimado j& que ndo leva em conta
0 uso destes farmacos sem receituario médico (SBS@&Ril, 2010). Ha relatos de que mais
de 80 milhdes de comprimidos de aspirina sdo commsanualmente nos EUA, sendo que
mais de 37% dos individuos a utilizam para preveodégulos sanguineos. Outro AINE
amplamente prescrito € o diclofenaco ou o seu&idits (Voltaren ®) empregado para o
tratamento da osteoartrose, artrite reumatéid@enelilite anquilosante (GORDEN, 2005).

O uso de AINES € mais frequente entre as mulheraangenta com a idade sendo
relacionado a maior incidéncia das doencas reuasatida verdade mais do que 90% das
prescricdes sao feitas para pacientes acima de®5(8HAHEEN, 2006). O maior problema
relacionado com o uso crénico desses AINES é ailplidade de induzir graves efeitos
gastrointestinais tdéxicos, como sangramento, ujéera perfuracdo, além de complicacdes
cardiacas e renais que limitam consideravelmestgaitilidade terapéutica (SOSTR&S,
2010). De acordo com o relatério de investigacadmresdToxic and Deadly NSAIDs”, as
estimativas apontam que complicagdes no tratoajatstinal sdo responsaveis por mais de
107.000 hospitalizacbes e 16.500 mortes por ance gdacientes com artrite nos EUA
(BYSTRIANYK, 2002).

A necessidade de anti-inflamatérios que sejam egfies, além de mais seguros,
principalmente em relagdo aos eventos gastro-iatess e cardiovasculares, torna essa area a
ser explorada na pesquisa basica com objetivo deejair e sintetizar novas entidades

quimicas promissoras a farmacos anti-inflamatorios.
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1.1. INFLAMACAO

A inflamacédo pode ser definida como uma respostatdcidos a agressao, seja ela
quimica, fisica ou bioldgica, que apesar da conigiéebe dos processos que a desencadeiam,
se manifesta de maneira estereotipada. O proceffamatorio tem como objetivo principal
remover o0 agente etiolégico ou nocivo e reparagoidbd lesado (RAMALHOCet al, 2009;
TRIBUTINO et al, 2009; COTRANet al, 1999,). Em nivel macroscopico, a resposta

inflamatoria € habitualmente acompanhada dos siohiEcos como eritema, edema,
hipersensibilidade e dor (RANQUIN, 2004).

A inflamagéo divide-se em padrbes agudo e crordependendo da persisténcia da
lesdo, dos sintomas clinicos e da natureza da sesmxistente. As caracteristicas mais
importantes da inflamacédo aguda incluem o acumellidquiidos e componentes do plasma no
tecido afetado, estimulacdo intravascular de plkaguee a migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares (PMN — principalmente neutr&)l@lo espaco intraluminal até o tecido
extravascular (Figura 1). Por outro lado, os coreptes celulares caracteristicos da
inflamacédo crbnica sdo os linfocitos, plasmocitosnacrofagos. A resposta inflamatoria

cronica é prolongada, com persisténcia de céluldamatérias e dano tissular,
frequentemente resultando em reparo ndo adequaddlRet al, 2006).

timulo
nflamatdério

Células residentes
{macrofagos,

Aminas

vasoativas

plasmaticas

Mediadores
Metabdlitos quimicos
do &cido aracdénico

PAF
Radicaislivres

Inflamac¢aoe dor
(Participag¢do de outros componentes celulares)

o

Figura 1: Os mediadores quimicos desencadeiam oegso inflamatdrio agudo
(abscesso de mandibula, tendinite) ou cronico ifié@edosteoartrite).
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Héa varios mecanismos diferentes envolvidos no gsaénflamatério. A capacidade
de desencadear uma resposta inflamatéria é edseaiciea sobrevida em vista dos patégenos
e das lesbes ambientais, embora, em algumas stiacpatologias, a resposta inflamatoria
possa ser exagerada e duradoura, sem qualquer ban&fica aparente (GOODMAN &
GILMAN, 2005).

Além da participacao direta de células inflamat®rivarios mediadores quimicos sao
gerados durante o processo inflamatorio (Figugzagina 18) tais como as aminas vasoativas
(histamina e serotonina) (BURIG&al, 1996), proteinas plasmaticas (sistema da coaulac
e sistema complemento) (FARSKY al, 2000) juntamente com as cininas (bradicinina e
citocinas), além dos metabdlitos lipidicos deriveado acido araquiddnico (prostaglandinas,
leucotrienos e lipoxinas) (CABRAL, 2005).

A melhor compreensdo dos mecanismos celulares lecatares envolvidos no
processo inflamatério permitiu a descoberta de asuilvos promissores para o0
desenvolvimento de novos farmacos. No entaainoda é um desafio para o quimico
farmacéutico o planejamento de agentes com magaci e menor toxicidade afim de tratar
0s sinais e sintomas da inflamacdo aguda bem cengoreseqiiéncias, em longo prazo, das
doencas inflamatorias cronicas, como artrite reGidef asma e outras patologias
(DINARELLO, 2010).

1.2. BIOSSINTESE DAS PROSTAGLANDINAS

Os prostanoides séo produtos finais do metaboldonacido graxo e sdo produzidos
por meio da acdo enzimatica da prostaglandina emdwiglo-H sintase (PGHS) ou
cicloxigenase (COX). Estes metabdlitos sdo recadbsccomo importantes mediadores
fisiologicos, bem como patolégicos, e estdo endolsinos processos da inflamacéo, dor,
febre, cancer, glaucoma, disfuncédo sexual mascustaoporose, doencas cardiovasculares e
asma (BOUAZIZ-TERRACHE®t al, 2010; ABRANOVITZ & METTERS, 1998).

O acido araquidénico (AA) é um dos trés acidos gsaassenciais e esta incorporado
como éster de fosfolipideo nas membranas celulachgsive dos mastécitos e de outras
células inflamatorias (eosindfilos, macrofagos) (BM et al 2000; SHINOHARA, 1999).
Em resposta a uma variedade de estimulos, o AdeFalilo por fosfolipases secretoras
(sPLAy) ou citoplasmaticas (cPLAe posteriormente é convertido a prostaglandiaiaayés
das duas isoformas da PGHS, por meio de etapasades sequenciais. A sintese das

prostaglandinas inicia-se, portanto, com a atiwdald PGHS catalisando a adicdo do
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oxigénio molecular ao acido araquidénico, para fotminicialmente, o endoperdxido
intermediério prostaglandina,GPGG). A mesma enzima, por sua atividade peroxidase,
catalisa a reducdo desta prostaglandina para foanR®H. As PGG e PGH apresentam
pouca atividade e servem como substrato para aaf@onde diferentes prostaglandinas e
tromboxanos ativos, incluindo PGIPGE, PGk, prostaciclina (PG) e tromboxanos (TX)
(Figura 2). As prostaglandinas formadas a partiradao das cicloxigenases ligam-se a
receptores prostandides que se encontram locaizadomembrana celular, acoplados a
proteina G e a outros receptores. A ativacao dipe G resulta na estimulacdo de sistemas
efetores responsaveis pela liberacdo de segundossagwiros em diversos tecidos
desencadeando processos fisiolégicos ou patologishEIN et al, 2007, CARO &
CEDERBAUM, 2006).

!E E! !E Ei !E E! !E E! Membrana fosfolipidica

1 Fosfolipase A,

12/15-LOX = = COOH 5.1 OX
1215 HPE TE - —pe S . HPETE == | TA,.

acido araquidénico Y

iri aspirina LTB:LTC,,
aspirina ::> COX-1 l COx-2 <:’ indometacina -TD# LTE:

indometacina

Ibuprofeno . 'bll’pr°f‘_5:°
o o \=“—/\/\coon celecoxibe
o y rofecoxibe
SoH
PGG,
PGD sintetase o SN SN gon  TXsintetase
PGD; @ y —— XA,
om
PGH
PGEsintetase : PGF sintetase
1 PGI
sintetase
PGE, PG, PGF,

Figura 2: Representacdo da biossintese de prastiagds (PG) a partir do acido

araquidonico via PGHS-1/PGHS-2 (COX-1/COX-2). O8IBB aspirina, indometacina e

ibuprofeno séo inibidores néo seletivos das isofgrida COX enquanto celecoxibe e
rofecoxibe exibem seletividade para a COX-2. FOR#&O & KNAUS, 2008.
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1.3. PROSTAGLANDINA ENDOPEROXIDO-H SINTASE (PGHS)

A primeira obtencédo da enzima prostaglandina endepmn-H sintase (PGHS), na
sua forma pura, isolada a partir de vesiculas semjifoi relatada em 1976, sendo que mais
de uma década depois, em 1988, a enzima p6de wwdal (MIYAMOTO et al, 1976,
HEYMANN et al, 1976, MERLIEet al, 1988, YOKOYAMA et al 1988, RAO & KNAUS,
2008). A existéncia de uma isoforma induzivel, gassou a ser chamada de PGHS-2, foi
descoberta em meados da década de 90 (BOTTING).28élee-se que a PGHS € a principal
enzima responsavel pela oxidagéo do acido aragemdhA) para prostaglandina,GPGG)

e prostaglandina HPGH,). Ambas isoformas, PGHS-1 e PGHS-2, catalisamagare de
cicloxigenase (bis-oxigenase), pela qual o sulssteaddgeno, o acido araquidénico (AA),
juntamente com duas moléculas de oxigénio moleadllaonvertido para PGGE outra
reacdo de peroxidase em que RB@Qeduzido para PGHEstas etapas reacionais ocorrem
em sitios distintos, mas estrutural e funcionalmémterligados (SMITHt al 2000).

As isoformas da PGHS sdo hemoproteinas que apaesediferentes perfis de
expressao e de funcdes em distintos processo®djgios. A estrutura primaria da PGHS-1 &
composta de 602 aminodcidos, enquanto que a PGté812604 aminoacidos (RAO &
KNAUS, 2008). Por convencéo, os residuos sdo nutosrde acordo com a sequéncia da
PGHS de ovinos ou murinos para se padronizar cappes estruturais e funcionais entre as
espécies. As isoformas PGHS-1 e PGHS-2 compatrtileantorno de 60-65% da mesma
sequéncia de aminoacidos intra-espécies e cer88-86% na homologia da sequéncia dos
residuos de aminoéacidos para as diferentes isofoimerespécie (YOKOYAMAet al, 1988;
OTTO & SMITH, 1996, RAO & KNAUS, 2008). A primeirastrutura cristalina da PGHS-1
de ovinos complexada com o AINE flurbiprofeno felatado em 1994 (PICOT, LOLL &
GAVARITO, 1994, RAO & KNAUS, 2008). Destes estudfis possivel definir que as
isoformas da PGHS sdo homodimeros, com cada moobooenposto de trés dominios
estruturais, o dominio do fator de crescimento @pmico (EGF), localizado na regido N-
terminal, o dominio de ligacdo a membrana (MBD) @ominio catalitico C terminal. Este
altimo, o maior deles, contém os sitios peroxidaseicloxigenase (Figura 3, pagina 22)
(LAGESet al 1998, PICOT, LOLL & GAVARITO, 1994).
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Figura 3: A) Diagrama em fita do homedimero da P@H$8e ovino com o
fluorbiprofeno ligado no sitio ativo. B) Diagramanefita da PGHS-1 com o
fluorbiprofeno como ligante indicando os locais dsifos ciclooxigenase (COX) e
peroxidase (POX) além dos dominios EGF e MBD. @rbiprofeno esta representado
como modelo de bolas cheias em amarelo. Fonte: TBMDEWITT & GAVARITO,
2000)

As unidades monomeéricas da PGHS-1 e PGHS-2 contérranal hidrofobico longo
e estreito que se origina no dominio MDB e se ésteté o nucleo do dominio catalitico. A
regido do sitio ativo responsavel pela reacéo dexigenase, tanto para PGHS-1 como na
PGHS-2, esta localizado no canal hidrofobico senelndo em direcdo ao centro do dominio
catalitico, enquanto o sitio peroxidase esta Ipadb na regido contendo o grupo heme e
proximo da superficie da proteina. O MBD é compagauatro hélices alfa sendo que uma
dela, a hélice D, emerge para o dominio cataliitssas hélices cercam uma abertura que
possivelmente, através dela, o substrato endogescANEs alcancam o sitio ativo. Ambas
isoformas estédo ligadas ao reticulo endoplasmdE€) e ao envelope nuclear e uma N-
glicosilacdo € necessaria para haver o desdobrantantatividade enzimética (SMITH,
DEWITT, & GARAVITO, 2000). As isoformas da PGHS té&mstruturas muito semelhantes
no sitio de ligacdo, nos mecanismos cataliticosseyem 0s mesmos produtos de biossintese.
Algumas das diferencas entre PGHS-1 e PGHS-2 dearmsnpodem ser visualizadas na
Tabela 1 (pagina 23).

A isoforma PGHS-1 é constitutivamente expressaléra niveis em células e tecidos,
tais como o endotélio, mondcitos, plaquetas, tiguémais coletores e vesiculas seminais
(SMITH& DEWITT, 1996). A PGHS-2 é induzida por madores da inflamacéo, tais como
lipopolissacarideos (LPS), interleucina-1 (IL1)tofade necrose tumoral (TN&); em uma

ampla variedade de células e tecidos, como endotékcular, osteoclastos, mondcitos e
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macréfagos. Varios estudos ja indicaram que a P@&HB8nstitutivamente expressa exerce
fungbes especificas na reproducao, fisiologia reredbsorcdo 6ssea e neurotransmissao
(SMITH, W.L & DEWITT, 1996, LIMet al, 1997, CHENGet al, 1999, BREDER, DEWITT

& KRAIG, 1995).

Tabela 1: Comparacao entre as isoformas PGHS-IHSPG

Propriedades PGHS-1 PGHS-2
Tamanho do gene 22 kb 8,3 kb
Cromossomo 9032-¢g33.3 1g925.2-925.3
RNA mM 2,8 kb 4,1 kb
Regulagcdo do RNA m Constitutiva Induzida
Localizagéo Reticulo Membrana nuclear e
endoplasmético reticulo endoplasmatico
Peso molecular 70 kDa 70-72 kDa
Co-fator 1 mol de heme 1 mol de heme
Glicosilacao -N, 3 sitios -N, 3 ou 4 sitios
Atividade 23 mmol de AA/mg/mL 12 mmol de AA/mg/mL

Nota: (kb)-kilobases KD , kDa (kilodaltons).
Fonte: Adaptado de RAO & KNAUS, 2008.

Os AINEs tradicionais possuem ac¢do anti-inflamat@rianalgésica por inibicdo ndo
seletiva da atividade da PGHS. E ao inibir a isnfoda PGHS-1 responsavel pela sintese das
PGs gastroprotetoras apresentam efeitos colatevaisato gastrointestinal (PRITCHARD &
PIRMOHAMED, 2009, HARRAKEet al, 2007, VANEet al, 1998). Durante a inflamacéo, o
RNAm da PGHS-1 e a atividade da enzima ndo seaaltaguanto que, um aumento drastico
nos niveis de PGHS-2 intracelular ocorre, levangooaucédo elevada de PGs associadas ao
processo inflamatério (SOSTES al, 2010). A expressao da PGHS-2 tem sido estudada
extensivamente em modelos animais de inflamacaofarnecem fortes evidéncias de que a
inducdo da enzima PGHS-2 esta associada com anatfo diferentemente do que ocorre
com a PGHS-1. Além disso, as prostaglandinas prddsiatravés da PGHS-2 como a RGE
e PG} amplificam os eventos do processo inflamatorigiamio por outros mediadores da

inflamacéo, tais como histamina e bradicinina lelaa um aumento da permeabilidade
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vascular e ao edema (RAZal , 1989, FUet al 1990; MASFERRER al, 1990). Outro fato
que corrobora com a existéncia da relagdo da PGEt8r20s processos inflamatorios € que
inibidores seletivos para esta isoforma apresentaa atividade anti-inflamatoria e

analgésica em varios modelos animais (BOTTING, 2006

Por longo tempo questionou-se a suspeita de qoetoaminofeno (paracetamol), um
analgésico e antitérmico amplamente utilizado, ssrva sua agdo terapéutica por inibir
uma isoforma da PGHS que era especificamente eadanho cérebro (BOTTING, 2000).
Seria a existéncia de uma terceira isoforma catalita PGHS que poderia explicar as acdes
farmacoldgicas do paracetamol e outros antipirétatalgésicos que sao fracos inibidores de
PGHS-1 e PGHS-2, mas penetram facilmente no sistemaso central (COURADE al,
2001, BOTTTING & AYOUB, 2004). Em 2002, a partirglestudos do grupo de pesquisa de
Daniel Simmons, foi possivel se ter a caracterzagd® clone de uma enzima PGHS no
cérebro de caes que, ao contrario da PGHS-1 e PGINBTCHELL, 1993) foi sensivel a
inibicdo com acetaminofeno (CHANDRASEKHARAN, 2000 entanto, 0 entusiasmo
inicial em torno da descoberta da PGHS-3 como wm dtencial do farmaco foi contestado
quando se descobriu que ndo se pode generalizelagdo inter-espécie da presenca de
PGHS-3 em céegrsus o homem. Estudos mais recentes tém revelado gsega€ncias de
aminoacidos que codificam a PGHS-3 sdo completafdarentes das PGHS-1 ou PGHS-2
em roedores e humanos e o que poderia contradizeu gapel na causa da dor e febre.
Apesar da relevancia clinica da PGHS-3 como um pdwva farmacos ser questionavel ainda
sdo necessarios estudos mais elaborados (KIS, SNIREBUSIJA, 2005, HINZ,
CHEREMINA & BRUNE, 2008).

1.4. A DOR INFLAMATORIA

Evidéncias clinicas sustentam a idéia de que ensesshervoso central desempenha um
papel importante na fisiopatologia das doencasudaties inflamatérias como na artrite
reumatéide. Embora os mecanismos espinhal e cépbtecipem na geracao e perpetuacao
da dor, o conhecimento sobre 0os mecanismos ped&aumentou consideravelmente nos
altimos anos, sugerindo novas possibilidades dent@nto. Entre as medicacbes amplamente
utilizadas por reumatologistas no tratamento deieptes com inflamacdo ou doengas
imunologicas, eles atribuem especial importanciatisacdo e sensibilizacdo das fibras

nervosas que estdo envolvidas na dor (COUTAUA, 2005).
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Os sinais nociceptivos sdo gerados por Orgaos saissgeriféricos chamados
nociceptores (fibras da “dor”) que sao as termieagde fibras nervosas de pequeno diametro
responsaveis pelo ambiente tissular. As terminagéegsas das fibras nociceptivas & C
(nociceptores) sdo capazes de traduzir um estiagussivo de natureza térmica, quimica ou
mecanica, em estimulo elétrico que sera transmitithh o sistema nervoso central e
interpretado no cortex cerebral como dor. A vardedde mediadores quimicos capazes de
ativar ou sensibilizar os nociceptores podem atuaiconjunto ou em um dado momento no
processo inflamatério provocado pelo estimulo mmciproduzindo mudancas sutis que
resultam em hiperalgesia, alodinia ou “dor” espoeta(COUTAUXet al, 2005; LINLEY et
al, 2010). A dor inflamatoria € proveniente de unsfiteou injaria tecidual, sendo que tanto
as regides periféricas e 0 sistema nervoso centmalribuem significativamente para a
hiperalgesia. Durante a inflamacdo o0s nociceptopesiféricos estdo sensibilizados
(sensibilizacdo periférica), e sobre a acdo lesiesenvolvem descargas ectopicas
provenientes do local da lesdo. Como consequénuia esposta complexa neuronal é
mediada na medula espinhal, onde os neurdniopseesbnsibilizam (sensibilizacéo central) o
que amplifica a atividade periférica (SCHAIBLE, 200

O primeiro grupo dentre as substancias endogenasmdas por células que sofreram
alguma espécie de lesdo, os ions de potassip idhs de hidrogénio (B, e trifosfato de
adenosina (ATP), sdo aquelas que possuem acdatéxeit as demais atuam principalmente
através de sensibilizacdo dos nociceptores. A pcasee H altera as condi¢cdes do ambiente
tissular no local da leséo, ativando os canai®d®sensiveis ao pH acido (ASIC); a ligacao
do ATP aos seus receptores resulta na aberturaatwds de cations que despolariza as
terminacbes das fibras nervosas (Figura 4, pagila Ba sensibilizacdo o limiar de
despolarizacdo dos nociceptores é reduzido, o guerna mais sensiveis aos estimulos de
baixa intensidade sendo que, um estimulo que eraatmente indquo, passa a ser doloroso
(alodinia) (BARTFAI, 2001). Além disso, as termidag de fibras sensoriais sdo protegidas
pelo perineuro, que isolados do tecido endoneumng@lede a passagem de moléculas de massa
molar elevada que sejam hidrofébicos como os pempsidEK et al, 2001). Nos sitios da
inflamacéo, esta barreira € quebrada, de modo gjpemideos tenham acesso aos seus alvos
potenciais (COUTAUXet al, 2005).
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Figura 4: Receptores nociceptivos e a inflamacé®.f&ores que podem ativar os
nociceptores no sitio da inflamacao séo represestpdr seta continua e aqueles que
sensibilizam, por seta pontilnada. Na figura, fbitsogénio (H) trifosfato de adenosina
(ATP), canal ibnico sensivel ao pH acido (ASICremor vanildide 1 (VR-1), receptor
de ATP ionotrépico, prostaglandina & b (PGER, PGE), prostaglandina endoperoxido
sintase 2 (PGHS-2) fator de crescimento neuron@RJ\serotonina (5-HT) e receptores
de serotonina, canais de sddio resistente e sérsivetrodotoxina (TTX TTXs),
receptor de NGF, tirosina quinase A (TrKA), subsiarP (sP), peptideo relacionado ao
gene calcitocina (CGRP). Glicocorticoides bloqueiamenzima fosfolipase A2 e,
portanto, 0 metabolismo dos leucotrienos e prostaphas. Os antiinflamatérios néo-
esterdides (AINES) bloqueiam apenas a prostaglangimioperéxido sintase (PGHS-2)
Fonte: (COUTAUXet al, 2005).

Ja o segundo grupo de espécies moleculares reda@eisrao processo inflamatério, as
cininas representadas pela bradicinina, que prorsogamento da permeabilidade capilar,
esta dentre as mais potentes substancias algogéaiaentificadas (CALIXTO, CABRINI
& CAMPOS, 2000; COUTUREet al , 2001). As prostaglandinas (P&SEPGL), os
leucotrienos (LTB), as citocinas proé-inflamatoérias (TMFIL-1B, IL-6, IL-8), e o fator de
crescimento neuronal (NGF) exercem efeitos espesifsensibilizando os receptores para a
acdo de outros mediadores, promovendo a hiperalgesnaria (CARTMELLet al, 2000;

SARAGOVI & GEHRING, 2000). Também pode ser citadaeaotonina (5-HT), liberada
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durante a agregacao plaquetéria e degranulacéd@stécitos além da histamina, igualmente
liberada pelos mastécitos. A histamina induz payriseguido por dor com o aumento das
suas concentracfes e juntamente com 5-HT, se ligeceptores especificos, induzindo
fosforilacdo das proteinas quinases A e C (PKA €PKteriorizadas na fibra neuronal. Isso
reforca a eficacia dos canais de sédio tetrodotesesistentes (TTXr) e diminui o limiar de
receptores transdutores tais o como vanildide (YRKUMAR, 2005) contribuindo para a
sensibilizacao periférica. O complexo entre o fatercrescimento neuronal (NGF) e o seu
receptor TrkA (tirosina quinase A) é interiorizaddransportado para o corpo celular dos
neurdnios no ganglio espinhal, que induz mudangassintese protéica, incluindo um
aumento na producdo dos canais TTXr favorecendpeaidigesia priméria (Figura 4, pagina
26) (PEZET, MALCANGIO & MCMAHON, 2005).

As substancias liberadas pelos nociceptores comgee® o terceiro grupo de
mediadores envolvidos na hiperalgesia e alodieiage que a substancia P (sP) e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CRGP) podemnitselos. Essas substancias sdo capazes
de ativar os nociceptores direta ou indiretamestargio um circulo vicioso que amplifica a
sensibilizacao periférica (MANTY, 2002; NISSAL&al, 2002) (Figura 4, pagina 26). Todos
0s eventos bioquimicos que envolvem a sensibilzaediférica dos nociceptores conduzem
entdo a hiperalgesia primaria. A medida que o atonda resposta a estimulos dolorosos se
estende para areas adjacentes, ocorre a hipesakgEsindaria, que se deve a sensibilizacdo
espinhal A hiperalgesia secundaria é de natureza progreeséa longo prazo € responsavel
por alteracdes plasticas do sistema nervoso qaenlévcronificacdo da dap.envolvimento
do sistema nervoso central (sensibilizacdo centmaf)lica em alteracées dos impulsos
periféricos com adaptacfes positivas ou negatWasrre reducdo do limiar ou aumento da
resposta aos impulsos aferentes, descargas petssstgp0Os estimulos repetidos e ampliacédo
dos campos receptivos de neurdnios do corno ddasahedula espinhal (ALAN, 1999,
ROCHAEet al, 2005, BENANIet al, 2003).

1.4.1 PROSTAGLANDINAS E SUAS ACOES NOCICEPTIVAS

As prostaglandinas produzidas apés a indugdo daSPZldm células imunes no
tecido inflamado contribuem para o processo inftén@ pois promovem vasodilatacdo e
potencializam o efeito edematoso de outros medizdenvolvido na inflamacéo, levando ao
desenvolvimento de rubor, calor e edema no tecekado, e contribuindo para a

hipersensibilidade a dor, agindo em terminais paabs dos nociceptores (VARDE# al,
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2009). A ligagéo das prostaglandinas (RGE>SL) com receptores especificos (EPP; e IP)
acoplados a proteina G, induz a fosforilacdo dagsisadnicos que se tornam hipersensiveis a
acdo de outros mediadores. A fosforilacdo € indupdr uma proteina quinase A que é
ativada pela adenilato ciclase, ou através da ipatquinase C (PKC), ativada por uma
fosfolipase (PLC) que promove a abertura dos cahassreceptores vaniléides VR-1, dos
canais de calcio (incluindo N e P / Q), e dos cadai sodio voltagem-dependentes (TTXr)
além de fechar os canais de potassio (Figura 2)cad destes eventos leva a despolarizacao
da membrana, a reducdo do limiar do potencial di® a& ao atraso na repolarizacéo,
resultando na sensibilizacéo periférica (SMYditdl, 2009; COUTAUXet al, 2005).

AMBIENTE TISSULAR

Lesdoe
inflamagao

AMPc ATP ADP

NOCICEPTOR

Figura 5: Acdo das prostaglandinas nos nocipetdtasfigura, prostaglandinas; & b
(PGE: e PG}), receptores de prostaglandinas B, e I(E:P, &P, IP), proteina quinase
A (PKA), adenilato ciclase (AC), proteina quinase(RKC), fosfolipase C (PLC),
trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de ademw$ADP), monofosfato de adenosina
ciclica (AMPc), trifosfato de guanosina (GTP), difato de guanosina (GDP), receptor
vaniloide (VR-1), canal de calcio N e canal de icale/Q (N, P/Q), canais de sédio
voltagem dependente - tetroxido resistente (TTXligcilglicerol (DAG), fosfatidil
inisitol difosfato (PIR), inositol trifosfato (IRB) Fonte: (COUTAUXet al, 2005).

A PGHS-2 apo6s a inflamagéo periférica também éziudunos neurdnios do SNC,
onde ajuda a desenvolver um componente centraipdesknsibilidade a dor inflamatoria,

aumentando a excitabilidade neuronal. A maior cotnaedo de PGEno SNC depois da
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inflamacé&o periférica medeia um aumento generalizasensibilidade & dor mecénica devido
a sensibilizacdo das sinapses dos ganglios medutasailtante da maior liberacdo de
mediadores pro-inflamatorios, da ativacdo dos sade@icalcio e do bloqueio dos receptores
centrais de glicina. A presenca de B@Entral também produz o estado febril e o uso de
inibidores de PGHS-2 pode assim diminuir a hipesibdidade & dor inflamatoria
(VANEGAS & SCHAIBLE, 2001; SAMAD, SAPIRSTEIN & WOOE, 2002, VARDEHet

al, 2009).

1.5 ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS (AINES)

Historicamente os farmacos anti-inflamatorios tsnas origens na descoberta de
plantas e seus extratos. A busca para o alivicodafebre e inflamacéo remonta a cerca de
400 AC, guando Hipdcrates, um médico grego, utibza extrato da casca e das folhas do
salgueiro. No inicio do século dezoito a salicil{@a (Figura 6, pagina 30), foi isolada como
principio ativo da casca do salgueiro e a produg@omassa do acido salicilico sintético
ocorreu por volta de 1860 por uma empresa alemaadia Kolbe (RAO & KNAUS, 2008)
Desde 1893, quando o quimico alemao Felix Hoffmativou a Bayer a produzir o acido
acetilsalicilico (AAS, 3), patenteado como Aspifinas agentes anti-inflamatoérios néo
esteroidais (AINES) passaram a estar dentre osat@rsnmais prescritos e usados em todo o
mundo. (CARVALHOet al,2004; SHUGset al, 2003). O glicosideo salacilina (2) foi entdo o
protétipo natural para descoberta do AAS (3), unm&to centenario que apesar de sua
estrutura simples de apenas nove atomos de cambommpregado até hoje e apresenta
importantes propriedades farmacoterapéuticas (BARRE: FRAGA, 2008).

Embora os primeiros anti-inflamatérios, como osc#atos, sejam bastante eficazes
como analgésicos, antipiréticos e anti-inflamagrio uso destes compostos por periodos
prolongados é limitado, na grande maioria dos p&ese por desenvolverem efeitos
gastrintestinais desagradaveis, como dispepsialmtiyminal, sangramento, além de ulcera e
perfuracéo gastrica ou duodenal (LAINE, TAKEUCHIT®&MAWSKI, 2008, CARVALHO
et al, 2004 RANG & DALE, 1995) (Figura 6, pagina 30). Os efsitmlaterais dos derivados
do acido salicilico e outros AINES sob o trato gastestinal €, em parte devido a sua

natureza acida,
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Figura 6: (a) Descoberta do acido acetilsalicib®®) a partir do glicosideo salicilina
(b) e exemplos de AINES derivados do acido satifsalicilatos).

como é o caso da Aspirina (3), indometacina (18)profeno (18), diclofenaco (15), dentre
outros (SOSTRES®t al, 2010, MUSUMBA, PRITCHARD & PIRMOHAMED, 2009). Mas

ainda que se esperasse que AINES com carater uesatritasico, como os derivados

quinolinicos guafenina (10) e floctafenina (1{figura 7) pudessem ser destituidos dos

efeitos colaterais, a sua acdo nociva sobre o agidm o rim € preponderante por inibirem a

biossintese de prostaglandinas tanto quanto a ieidama (13), um dos representantes dos
AINEs tradicionais (ABADIet al, 2005, MOHAMEDet al, 2000).
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Figura 7: Estrutura da guafenina (10) e floctaferfiil).
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E possivel citar dois periodos na descoberta did&#\ aquele que vai até a década de
1970, que foi a era “pré-prostaglandina” e, posterente, até a ultima parte do século vinte,
no qual os efeitos envolvidos na producdo de pytesidinas passaram a fazer parte do
processo de desenvolvimento de novos farmacosndlamatorios (RAINSFORD, 2007).
Foi entdo, a partir de 1970, que se tornou conbegice a acdo terapéutica dos AINES é
devida a inibicdo da enzima PGHS, também chamadzOd€ e que catalisa a converséo do
acido araquidénico (Figura 2, pagina 20) a varieesanoides, incluindo prostaglandinas
(PGs) e tromboxanas (TXA(VANE, 1971, RAO & KNAUS, 2008).

A Figura 8 na pagina 32 ilustra alguns AINEs tcamhais e além do AAS (3) (figura
6, pagina 18) que é um inibidor irreversivel da BGbl mefenamato (16), diclofenaco (15) e
ibuprofeno (18) sdo exemplos de inibidores compestreversiveis de ambas as isoformas,
concorrendo com a ligacdo do acido araquidbnicguflei 2, pagina 20) no sitio ativo da
PGHS. O flurbiprofeno (18) e a indometacina (12presentam a classe dos AINEs
tradicionais com inibicdo reversivel lenta e termdppendente da PGHS-1 e PGHS-2,
resultado da formacdo de uma ponte salina entagbmxilato do farmaco e a arginina no sitio
ativo, seguida por alteracdes de conformacéo delexm ligante-enzima (HINZ & BRUNE,
2002).

A descoberta da isoforma PGHS-2 como uma enzimazidd pelo estimulo anti-
inflamatorio fez dela um alvo terapéutico atragraea o desenho de nova geracao de AINEs,
inibidores seletivos desta enzima, chamados debesxique atuariam sem os efeitos
gastroirritantes, mecanismo de acdo dependentiep tfims AINEs classicos ou tradicionais
(BEZERRA NETTO, 2004).0s coxibe representam a primeira classe de AINES
desenvolvidos baseando-se no raciocinio mecanisitid@gicamente plausivel para melhorar
a seguranca do uso de anti-inflamatérios, poupaxiduncdes fisiolégicas da PGHS-1
principalmente na mucosa gastrointestinal e plagu@ATRONO & ROCCA, 2009).

A primeira geracdo propriamente dita dos inibidoespecificos da PGHS-2 é
representada pelo derivado acido indolacéticopdodco (20), bem como pelo meloxicam
(21), que pertence a classe do acido endlico, disnsulfonilidas, como o nimesulido (22)
(RABASSEDA, 1996) e o flosulido (23) (KLEIN, 1994Figura 9, pagina 33). O composto
NS-398 (24) planejado a partir de modificagcbes dmesulido também apresentou
propriedades anti-inflamatérias com melhor seldtide para a PGHS-2 (HUFEal, 1995;
WARNER & MITCHELL, 2004). A descoberta da espeddede destes produtos foi

constatada apos a comercializacdo, sendo decoderdbservacdes clinicas e experimentais
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Figura 8: Exemplos de AINES tradicionais, fenillasiaa (12) um derivado pirazolénico,
indometacina (13) e sulindaco (14), derivados dndo& indolacético e indenoacético,
diclofenaco (15) derivado do acido fenilacéticagédaneclofenamico (16) um fenamato,
o piroxicam (17) da classe do acido endlico, ibtgo (18) e flurbiprofeno (19) que sao
derivados do acido arilpropiénico.

da reduzida incidéncia de efeitos colaterais niw tgastrintestinal, que foi posteriormente
averiguada por estudasvitro. O nimesulido (22), além de exibir seletividadeagéo sobre

a PGHS-2, apresenta adicionalmente outros efeiigsigtensificam sua atividade anti-

inflamatoria, como a inibicdo da ativacdo de ndili® e propriedades antioxidantes. A

modificagcdo molecular, notadamente do nimesulitggndo o aumento de sua seletividade
sobre a PGHS-2, originou estruturas sem um grup@ancamboxilico e com a presenca de
grupos sulfonamida ou sulfona, caracteristicos thilsidores especificos de segunda

geracao, os coxibes (KULKARNI, JAIN & SINGH, 2000).
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Figura 9: Estrutura do etodolaco (20), meloxicad),(além dosulidos (22, 23, 24).

Uma variada série de inibidores seletivos da P@Hi8scritos na literatura sao diaril-
heterociclicos (FRIESEN,1998). O grupamento farf@m diaril-heterociclico tem sua
origem histérica a partir do derivado da 5-piramaloa fenilbutazona (25), unfladicetona
potencialmente endlica que garante sua propriedadt, e que estimulou os quimicos
medicinais a explorar compostos com o farmacofgBbis-arila (Figura 10, pagina 34).
Neste contexto, pesquisadores da DuPont iniciaranextenso programa para avaliar novos
derivados diaril-heterociclicos como agentes anitasmatorios levando a descoberta de um
potente e inibidor seletivo de PGHS-2, o DuP-6%) {fbssuindo um anel central de cinco
membros (RAO & KNAUS, 2008, TALLEY, 1999) (Figura0O21 pagina 34). Uma
caracteristica comum dessas moléculas triciclicaprsenca de uma substituicdo 1,2 diaril
no anel central de cinco membros. Os estudos dgaelestrutura-atividade indicam que a
presenca de um substituinte 4-metilsulfonila ofiosdmida no derivado cis-estilbeno em um
dos anéis fenila € necessario para a especific@@&@HS-2 e a atividade vivo geralmente
aumenta com o atomo de flior na posipara em um dos anéis. O estado de oxidacao do
atomo de enxofre presente no grupo metilsulfonaaeessario para a inibicdo seletiva da
COX-2 porgue sulféxidos ou sulfetos sao inativosnéo apresentam seletividade (PRASIT
& RIENDEAU, 1997(ver ref 15), MARNETT & KALGUTKAR1999).
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Figura 10: Estrutura quimica da fenilbutazona (@3)up-697 (26). O valor de Ig
refere-se a concentracédo do farmaco necessariangaireb0% da populacédo enzimatica,
testein vitro. Da relacdo matematica entre o valor dg léara PGHS-1 e do kg para
PGHS-2 se obtém o indice de seletividade (IS) (RAKNAUS, 2008).

No desenho dos mais diversos inibidores selefpana a PGHS-2 o0 sistema de anéis
fundidos ao cis-estilbeno pode incluir além de toefielicos com cinco ou seis membros,
heterociclicos fundidos, tanto quanto carbociclicosio ciclobuteno ou ciclopentenona. A
estrutura do Dup-697 (26) serviu como modelo parairdese da familia de diaril-
heterociclicos inibidores seletivos da PGHS-2, deglies o primeiro farmaco aprovado para a
clinica, foi o celecoxib (27) (Celebrex ®), um dawdo benzenosulfonamida possuindo o
pirazol como anel central na sua estrutura tricaclalém do rofecoxib (28) (Vioxx ®) um
derivado 3,4-diarilfuranona (MARNETT & KALGUTKAR, 999, RAO & KNAUS, 2008)
Tanto o celecoxibe (27) quanto o rofecoxibe (28aro licenciados pela FDA para a dor
cronica associada a osteoartrite, artrite reumatéich dor aguda na dismenorréia primaria.
(RAMALHO et al, 2009) (Figura 11, pagina 35).

Dentre os estudos da classe de compostos digatiebo valdecoxibe (29) (Bextra®)
foi lancado no mercado representando a segundgagede inibidor seletivo da PGHS-2,
possuindo um rapido inicio de acdo e propriedadekyésicas significantes. Em estudos da
acao analgésica para tratamento pds-operatérioagmarpes que passaram por cirurgia oral,
valdecoxibe (29) demonstrou ser mais eficaz quecmfibe (FRICKEet al, 2002). O
parecoxibe (Dynastat ®) (30) um pro-farmaco de eeddibe (29), com a propriedade de ser
soluvel em agua, foi lancado no mercado na formatéwel possuindo acdes anti-
inflamatdrias e analgésicas (JOUBERT, LORTHIOIS & REAU, 2003) (Figura 11, pagina
35).
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A partir de estudos da atividade de derivadosdiaBlpiridina e 3,4-diarilpiridina, as
Merck et al puderam lograr com sucesso um inibidor mais selé&i?GHS-2 que os demais
coxibes (rofecoxibe, valdecoxibe ou celecoxibegtaricoxibe (Arcoxia ®) (31) que embora
nao tenha sido aprovado como farmaco nos EUA ed2ati@vido a sua toxicidade cardiaca,
foi comercializado em outros 63 paises. Possui eficia similar ao diclofenaco em
pacientes com osteoartrite, além de uma eficaaiapacavel a indometacina em pacientes
com gota aguda, e ao naproxeno em mulheres conenlisndia primaria (CAPONEt al,
2007, CANNONEet al, 2006).

\ O H4C
0 H N
48 CHy4 /\ 2 \Syo
/ V4
Q O O } O Q
M AN
o O HLC O/
celecoxibe (27) rofecoxibe (28) valdecoxibe (29)
Celebrex ® Vioxx ® Bextra ®
PGHS-2 ICs= 0,04uM PGHS-2 ICs= 0,02uM PGHS-2 1Cs0 = 0,005uM
PGHS- 1 ICs= 13 pM PGHS- 1 ICs > 15 pM PGHS- 11Cs= 140 uM
IS = 325 IS > 750 ® IS = 28000

\F
/>/NU ° 07
/S
H.C 2 / \

3 (0]

\ PGHS-2 ICso = 0,08uM / \N
/ N PGHS- 1 IC50= 12 pM P
/ -_—
HaC o IS = 150
Cl
parecoxibe (30) etoricoxibe (31)
Dynastat ® Arcoxia ®

Figura 11: Estrutura quimica de farmacos diarietaticlicos seletivos a PGHS-2. Fonte:

(RAO & KNAUS, 2008).

Em curto periodo de tempo apds ser comercializadto tcelecoxibe (27) quanto
rofecoxibe (28) tornaram-se farmadmeckbuster, sendo que suas vendas excederam bilhdes
de dolares em 15 meses apos o lancamento (PENMING 1997, PRASITet al, 1999)
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(Figura 11, pagina 35). Apesar do sucesso nas seadaidos posteriores puderam confirmar
as suspeitas dos efeitos cardiovasculares doslamés seletivos da PGHS-2, j& que podem
desfavorecer o equilibrio entre tromboxana pré-béca (TXA) e prostaciclinas
antitrombdticas (PG), aumentando potencialmente a possibilidade de ewento
cardiovascular (SOLOMONt al, 2004). Em setembro de 2004, a Merk Sharp e Dohme
retirou do mercado o anti-infamatoério Vioxx® (rofeib) (28) e da mesma forma, a Pfizer®
sob orientacdo da FDA (Food and Drug Administragti@uspendeu, no dia 11 de abril de
2005, a venda do medicamento Bextra® (valdecox{@@) devido ao aumento do risco
cardiovascular para os pacientes com histéria @mgio cardiaca e também por provocar
reacbes cutaneas raras, porém graves. A FDA redwuea colocacdo de tarja preta no
medicamento Celebra® (celecoxib) (27), também déazeRf por apresentar risco
cardiovascular (Figura 11, pagina 35) (DOGNE, SURNR PRATICO, 2005).

Os eventos cardiovasculares associados aos ingsideeletivos da PGHS-2, com
consequente retirada do mercado de alguns destesacids, deixa em destaque a necessidade
que ainda se tem no desenvolvimento de anti-infiénos e analgésicos que apresentem
menor injdria gastrointestinal, e que também sepesprovidos dos efeitos adversos
cardiovasculares. Existem trabalhos recentes ggeresmm a PGE Sintase-1 Microssomal
(mPGES-1) como alvo atraente e que os inibidorsgadenzima podem apresentar atividade
anti-inflamatoria eficaz sem as reacdes colatel@ésPGHS-2 seletivos (CHENgal, 2006).
Outra abordagem ja explorada desde a década de @agejamento de AINES doadores de
oxido nitrico (NO), ja que € uma molécula que dgsarha papel importante em uma ampla
variedade de condicdes fisiologicas e patoldgiéakberacdo de NQOn vivo a partir de um
pro-farmaco AINE-NO fornece um método oportuno pacambater o0s riscos
cardiovasculares associados com inibidores setetilao PGHS-2. O NO apresenta efeitos
cardiovasculares benéficos, tais como vasodilatagiibicdo da agregacédo plaquetaria, além
da defesa e cicatrizacdo da mucosa gastrointeSBANDARAGE et al, 2000, NEMANI et
al, 2009). O composto 31 (Figura 12, pagina 37) éaxemplo de uma nova classe de
analogos de inibidores pirazolinicos seletivos &1B&, contendo nitrato como um hibrido
NO-doador, desenvolvido pela NitroMed. Este composxibe consideravel inibicdo e
seletividade da PGHS-2 (10 e 100% de inibicao dafoimas da PGHS-1 e PGHS-2,
respectivamente) e boa tolerancia gastrointeiRANATUNGE et al, 2004).

As lipoxigenases catalisam a incorporacdo da rut@éde oxigénio ao acido
araquidénico (AA) para formar hidroperoxidos comodutos, como por exemplo a 5-LOX
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que metaboliza o AA para formar leucotrienos (LTgp-inflamatérios que podem
desempenhar um papel importante nas doencas casdidares uma vez que sdo potentes
vasoconstritores. Ainda se forma por essa mesmaavi@isteinil-LTs que podem estar
envolvidas no dano a mucosa gastrica (CHARLIER &MHAUX, 2003; LAUFERet al,
1994). E é por isso que cresce o interesse enmanejat moléculas que possam ser inibidoras
tanto da COX quanto da LOX fornecendo candidatpsottipos de anti-inflamatorios com
reduzido efeito cardiovascular e gastrointestibah exemplo de inibidor dual da COX e 5-
LOX é o licofelone (32) (Figura 12) e estudos pnaiares em humanos tém mostrado que o
composto poderia se tornar um AINE alternativoratatnento da osteoartrite (FIORUCEI

al, 2001).
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Figura 12: Exemplo de NO-AINE (30) e inibidor dda COX e 5-LOX (31).

Outra abordagem para o tratamento de doencas atfigias € o desenvolvimento de
inibidores de metaloproteinases de matriz (MMP)us@ de proteinas injetaveis que visam o
fator de necrose tumoral{TNF-u). A terapia anti-TNFe tem sido utilizada com sucesso no
tratamento de condi¢bes inflamatorias, tais comartdte reumatdideE exemplos de
farmacos que podem ser citados é o etanercept dEfr infliximab (Remicade ®) e
adalimumab (Humira ®) que tém um papel importadenapia anti-inflamatoria. O uso de
anticorpos monoclonais anti-ThFexercem sua acdo benéfica por capturar a citquida
inflamatoria TNFe. primaria, conhecida por ser capaz de ativar outigzcinas pro-
inflamatdrias tais como a intereleucina- 1 (IL-1p@miocininas (PALADINOet al, 2003
TANSEY & SZYMKOWSKI, 2009).
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1.6 A BASE MOLECULAR DA INIBICAO DA PGHS

Embora ja se conhecesse que a atividade anti-iaftam e analgésica dos AINES era
devido a inibicdo da PGHS, a partir de 1994 é aiepbssivel estabelecer uma visédo
estrutural mais clara dos modos de ligacéo (PIGQAILL & GAVARITO, 1994, RAO &
KNAUS, 2008). O estudo de Garavito e colaboraddf€¥4), que descreve a estrutura
cristalina da PGHS-1 complexada com o AINE flurbfpno (33), mostrou que o sitio ativo
da enzima consiste de um longo e estreito canabfdisico que se estende do dominio de
ligagdo a membrana (MBD) para o centro do mondnuxoPGHS (PICOT, LOLL &
GARAVITO, 1994, DANNHARDT & KIEFER, 2001). No apicdo canal do sitio ativo ha o
residuo de aminoacido Tyr385 que se posiciona pr@xo grupo heme, e logo abaixo esta o
residuo Ser530, que na presenca do AAS (3) atuemwcho inibidor, se encontra acetilado
(ALAGHA et al, 2009). A abertura do canal da PGHS-1 é compastagsiduos polares como
Arg120 e Glu524. O grupo carboxilato do flurbipmdeesta orientado em direcédo a abertura
do sitio ativo da PGHS em uma posicao favoraveh [ateragir com os residuos polares
(Arg120 e Glu524) (DANNHARDT & KIEFER, 2001, RAO KNAUS, 2008).
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Figura 13: A) Sitio ativo da PGHS-1. B) Sitio atd@ PGHS-2
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As interagfes de AINES no sitio ativo da PGHS t&lha estudadas exaustivamente, e
a maioria dos farmacos de primeira geracado saalords de ambas isoformas, sendo que,
aqueles que sao seletivos para a PGHS-2, apreséortanigacdo no sitio ativo desta ultima
isoforma. Os AINES tradicionais exibem um dos ttdsrentes modos de ligacao: a) ligacao
reversivel (por exemplo: ibuprofeno), b) ligacépida, reversivel de baixa afinidade seguida
por tempo-dependente, alta afinidade, ligacdo séwer lenta, ¢) ou uma rapida ligacédo
reversivel seguido por uma modificacdo covalenterdgama (ex: aspirina) (DANNHARDT
& KIEFER, 2001). Os inibidores seletivos para PGH&presentam uma inibicdo tempo-
dependente para esta isoforma, mas nao para a RGRISO & KNAUS, 2008). A presenca
dos residuos de aminoacidos Arg120, Glu524, TyebbBs90 formam uma rede de ligacdes
de hidrogénio que atuam como um portdo de entramta p sitio ativo da PGHS
(BHATTACHARYA, D, K. et al, 1996). Os AINES geralmente se ligam no apice da
subunidade do canal préximo a Tyr385 e Argl20. pamento carboxilico de AINES,
como fluorbiprofeno (33) interage com Argl120 em amisoformas da PGHS, por meio de
ligacdes de hidrogénio ou interacdes eletrosta(BsNCINI, J. A. et al, 1995). As demais

interac®es do ligante com a proteina séo de cdriatefobico.

As diferencas estruturais nos sitios de ligacdoistaiermas da PGHS ja tém sido
vastamente exploradas inclusive para a concepcambitdores seletivos da PGHS-2. No sitio
ativo da PGHS-2, devido a presenca de um residuardeodcido menor, uma valina na
posicdo 523 (isoleucina na PGHS-1) e outra (isabeusa COX-1) na posicao 434, criam um
bolso extra no sitio catalitico que pode ser agekdtsta diferenca aumenta o volume global
do sitio ativo da PGHS-2 (394 A) quase 20% a ma@ndo comparado & PGHS-1 (316 A,
Figura 13, pagina 34) (WARNER & MITCHELL, 2004). @a diferenca esta no residuo de
aminoacido 513, no qual na PGHS-1 a histidina (ldes¥az presente e na PGHS-2 esta a
arginina (Arg). E € por estas diferencas estrudumgile o substrato encontra maior
flexibilidade no sitio ativo da PGHS-2. O estudoedarutura cristalina do inibidor SC-558 (6)
(KURUMBAIL, R. et al.1996), um diarileterociclico, complexado com a PGH&stabeleceu
a base estrutural para a inibicdo seletiva da lis@oda enzima exibido por esta classe de

compostos (Figura 13, pagina 38).

O grupo farmacoférico sulfonamidabstituido na posicdoara do 1,5-diarilpirazol
(SC-558, 34) desempenha um papel crucial na selatie para PGHS-2 através do encaixe
no bolso lateral onde faz interagGes favoraveis pestduos de aminoacidos no fundo deste

bolso, tais como His90, Arg513, Phe518 e GIn19gu& 13, pagina 32). O carbono cinco do
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anelpara-bromofenil de SC-558 (34) é orientado em diregééice do sitio ativo da PGHS-
2, onde sofre interagBes hidrofébicas com Phe3§138b, Phe513, Trp387 e Leu384. O
grupo CEk na posicdo C-3 do anel pirazélico liga-se a umaabbidrofobica consistindo de
Metl13, Valll6, Val349, Tyr355, Leu359 e Leu53lamélise da estrutura do cristal mostrou
a importancia de farmacoforos como 0,88, ou SGQMe, como substituintes na posicéo
para de um dos anéis fenila no desenho de inibidodeterociclicos ou diarilcarbociclicos
que sejam seletivos para PGHS-2 (KURUMBAdLal.1996).

1.7 O USO DO SAFROL COMO MATERIA-PRIMA PARA DESENVO LVIMENTO
DE FARMACOS

O uso de produtos naturais como fonte de novascoomal® candidatas a protétipos
com potencial atividade biolégica possui um impueaescopo na area da Quimica
Medicinal. Entretanto o isolamento de moléculas aémidade farmacolégica, mas que apos
transformacao quimica ou enzimatica passam a sstittontes ativos farmacologicamente,
também é uma ferramenta aliada para o planejanessitiese de novos protétipos candidatos
a farmacos (SIMOES® al, 2008).

Como exemplo, pode-se citar o uso do safrol (38intese parcial de prostaglandinas
modificadas Figura 14 (pagina 41). E importante ¢ciwrar que foi a partir dos estudos
sintéticos para a sintese de prostaglandinas roadés que ocorreu a introducdo na
terapéutica do farmaco misoprostol (Cytotec ® zéli (35), derivado prostandide que atua
como agonista de receptores gastro-intestinais @E,,Psendo utilizado no tratamento e
prevencdo de Ulceras gastricas e duodenais. Umgueep misoprostol (35) foi classificado
pela FDA como farmaco teratogénico, medicamentos gucontém estdo restritos aos
estabelecimentos hospitalares devidamente cadastpaoto ao 6rgdo de vigilancia sanitaria
competente, principalmente quando sua finalidadgéaitica esté relacionada a ginecologia e
obstetricia (WEEKS & FAUNDES, 2007; MINISTERIO DAASDE, 2002; COELHO,
1998; BARREIRO &FRAGA,1999).

Neste contexto, o safrol (38) foi empregado comdéneaprima para a

sintese de novos analogos modificados de prostiigks (e.g. 36 e 37),

explorando a unidade metilenodioxila do produtauretde partida como

subestrutura analoga ao anel ciclopentanico diogide das prostaglandinas
(BARREIRO &FRAGA,1999).
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Figura 14: Estrutura do farmaco misoprostol (Cytage Pfizer, 35) e o uso do safrol
(38) como matéria-prima para sintese de prostaglasanodificadas.

OH @7

safrol (38)

O safrol (38) também se revelou como uma matéragpimportante para a semi-
sintese de substitutos da indometacina: sulindeliagdanaco, etodolaco, pemedolaco, e
outros anti-inflamérios néo esterdides, que ja rnforeonsiderados como farmacos tendo
menores efeitos colaraterais. Além de outros padeésdruturais que estdo descritos na
literatura, tendo o anel benzodioxila derivado afwdd, e que apresentam uma diversidade de
efeitos biologicos comprovados, seja como antamfitorios, analgésicos ou antiagregantes
plaquetarios dentre outros (SIMOE& al, 2008). Este derivado fenilpropanoide ¢é
originalmente obtido no Brasil, em quantidades @pweis, do 6leo de Sassafr&xdtea sp)
de diversas espécies de canela encontrada no fradid (BARREIRO & FRAGA, 1999).
Porémdevido a sua extracao predatoria, o IBAMA (InstitBrasileiro de Meio Ambiente),
proibiu, em 1992, sua extracdo, fazendo o Brasil da patamar de um dos maiores
exportadores de safrol do mundo para um dos maiomgertadores desse material
(EMBRAPA, 2000). Todavia, pesquisas da EMBRAPA (Eesp Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria) identificaram no norte do pais, eig3€de pimentas (especialmerRigper
hispidinervum, Pimenta Longa) que possuem na constituicdo delseuessencial cerca de
80% de safrol, tornando viavel sua exploracdo atéstel. Atualmente os maiores
exportadores de safrol do mundo sdo a China e tmd/ipodendo o Brasil recuperar sua
antiga posicdo combatendo atitudes predatérias canuelas relatadas anteriormente
(EMBRAPA, 2000).
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A quimica deste alilbenzeno natural por longa ¢fatam sido explorada, sendo tema
de diversas dissertacdes e teses realizadas ementife programas de pds-graduacao do pais.
Estes estudos resultaram no conhecimento da eedivideste sistema, de tal maneira que
todos os atomos de carbono desta substancia napwdem ser eficiente e
regiosseletivamente funcionalizados (BARREIRO & KB 1999) (Figura 15). Dentre as
varias possibilidades pode-se citar como atrajiwesentes na estrutura deste produto natural:

= O padrao de substituicdo do nucleo aromatico (wecohmascarado na forma de um
acetal), passivel de sofrer reacdes de abertuiassefetiva, gerando diferentes produtos
(AMORIN et al., 2001);

= As diversas possibilidades de manipulacdo sintéfiea o grupamento alil oferece,
como por exemplo, as reacdes de clivagem oxidafaalefina terminal (AMORIN et al.,
2001), adicoes eletrofilicas (COSTA et al., 198éncdes de cicloadicdo (WITIAK et al.,
1974), além de reacbes de ciclizacdo envolvendartcipacdo da nuvem eletrénica do
nucleo aroméatico (COST4 al., 1982).

= A elevada reatividade e regiosseletividade dasdesa de substituicdo eletrofilica
sobre o0 nucleo aromatico do safrol (BAYDARal., 1988).

OH

L,
Ly e
o \ ’
Y, — T b7
- safrol (38) \ ©/\/ CHs

<Z jQ/CH(OCHS)Z / \

i CH
% o} NO,
O

Figura 15: Esquema mostrando a possibilidade deidnalizacdo de varios carbonos do
safrol.
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Todos estes fatores tornam este produto naturalbuniding block” de extrema
versatilidade, sendo aplicavel nas areas de sideggodutos naturais e quimica medicinal
(BARREIRO, 2001). A presenca da unidade metilendt#iointroduz carater estrutural
particular & molécula de safrol como lipofilicidadacilitando seu transito na biofase, e ao

mesmo tempo carater aceptor de ligacdes de hidmgétil na interacdo com eventuais
bioreceptores (BARREIRO & FRAGA, 1999)
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2. PLANEJAMENTO

Desde a década de oitenta a literatura descrevecgugostos com o modelo
estrutural de BW-755c (39) e CBS-1108 (40) apreseratividade de inibicdo tanto da PGHS
como da 5-LOX possuindo propriedades anti-inflamiasoe analgésicas (RANDALL, 1994).
A analise das estruturas destas substancias mastrgpadrdo de similaridade comum,
representado pela funcéo arilidrazona, que po@ster associada as atividades descritas. De
fato, no derivado (39) a funcéo N-fenilidrazonaaria-se internalizada no anel pirazolinico,
enquanto que no CBS-1108 (40) identifica-se susepiga numa subunidade espacadora N-
(2-tiofenila)-hidrazona. Além do mais, evidénciagyerem que derivados fenilidrazdnicos
como o composto (41) possuem um carater farmacof@ara a inibicdo da PGHS (LIM&
al, 2000) (Figura 16).

HoN
/
1! )
AN
N
N “H3 :
[/ »\N/N—< NH\NZ\
S i 7S
T
CF, =
BW-775¢ (39) CBS 1108 (40) (41)

Figura 16: A subunidade arilidrazona como gruponfardéforo com propriedades anti-
inflamatadria e analgésica.

No trabalho de Silveirat al (1993) e de Gastod al (1996), o uso da hibridac&o
molecular levou ao desenho de modelos estruturaes $fio derivados N-fenilpirazol
arilidrazonas (42) e 4-(1-fenil)-pirazolo[3,4-bjplit arilidrazonas (43), que apresentaram
atividade analgésica, anti-inflamatoria e perfilasdiagregante plaguetario, podendo atuar ao
nivel da cascata do acido araquidénico (TODESCHtNl, 1998). Na Figura 17 (pagina 45)

a substituicdo bioisostérica do grupo nitro de (#2)ou a obtencdo dos derivados N-
acilidrazonicos (44) com padrao estrutural simélararilidrazonas (42) e (43) e que também
apresentaram propriedades anti-inflamatorias (BARREet al, 2002). Atualmente ha
diversos padrbes moleculares contendo a subunitiadeilidrazona descrita como um

grupamento farmacoférico que além da acdo antayimdtoria, analgésica e antiagregante
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plaquetaria, também séo cardioativos e tripanostasnidentre outras propriedades biolégicas
(MAIA et al,2009).

H,N
—n A
/ A N CH B
N 3
\N) [)\ /N_
N
S
YU
=
CF, \ /
CBS 1108 (40)
BW-775c (39)
Bioisosterismo “ B H
I N—=
H\N/ Ar-W
B HaC —
N NH Ar-w — N/ \ %
~ N
N
A o A ©
(44)
A (42) (43)

Figura 17: Hibridagdo molecular no desenho de ddaos acil e arilidrazdnicos com
propriedades anti-inflamadrias, analgésicas e tetiboticas. Fonte: Adaptado de
(TODESCHINI et al, 1998; BEZERRA, 2004). * A letra W representa grupgosdores ou
retiradores de densidade eletrénica do anel, suiokis na posicépara.

Apesar dos efeitos colaterais cardiovascularesyceslo ao uso em longo prazo de
inibidores seletivos da PGHS-2 que levou a remalgAmercado do farmaco rofecoxib (28,
Figura 11, pagina 35) além do valdecoxib (29, Fglt, pagina 35) cujas vendas foram
proibidas principalmente por causar graves reac@itineas, ainda ha muita pesquisa a ser
realizada com intuito de se alcancar novos farmacdsinflamatorios mais seguros, que
sejam seletivos a PGHS-2 (DOGMEal, 2005, ROMEIROet al 2009). Além do mais, a
importancia da acdo dos AINES em outras patolodgems, sido objeto de varios estudos.
Como exemplo, ha relatos recentes na literaturarama® evidéncias cada vez maiores de
gue a expressao da PGHS-2 é um passo fundamenpatogenia do cancer de mama por
intermédio de mecanismos dependentes ou ndo dsmglendinas (ARUN & GOSS, 2004;
HOWE et al, 2007). Estudos epidemioldgicos tém sugerido GURINES podem conferir um
moderado grau de beneficio contra o cancer de neambabilidade de prevenir o cancer de

colo retal (HARRISet al, 2006; LIZAKA et al,2002).
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Diante do que foi exposto, a série de derivadadarn-hidrazénicos (la-1f)
desenhados como candidatos a inibidores da PGH§fldonejada utilizando o padrédo bis-
aromatico dos inibidores seletivos da PGHS-2 comt@ducédo da hidrazona (B) como
espacador (Figura 18). Além da presenca do anelod@xola (A) cuja literatura relata
diversos padr6es moleculares que séo protétipasnflamatérios, como por exemplo, o
safrolaco (45), que possui a fungdo 1,3-benzodicxobriunda do produto natural de partida
(38), como sub-unidade isostérica a unidade 5{fmida do sistema indénico do sulindaco
(46) (SILVA & BARREIRO, 1993, BARREIRO & FRAGA, 1. As variacbes na
subunidade (C) foram propostas a fim de se estasamudancas eletrbnicas e estéricas
causadas pelos substituintes.

CH,
H
Ng F /0 la: W=H, Y=H, Z=H
(l)l safrolaco (45) 1b: W=H, Y= COOH, Z=H
/ OH 1c W=H, Y=Br, Z=H
CH, 1d: W=H, Y=Cl, Z=H

\ le: W= CH,, Y=H, Z=H

_—

H 1f: W= CH,, Y=H, Z= CH,

S
Il sulindaco (46)
(6]

Figura 18: Planejamento dos novos derivados indtésh@zonicos (1a-f)

46



3. OBJETIVOS

O presente projeto visa a obtencéo e avaliacd@wafarlogica de uma nova série de
derivados indano-hidrazénicos (1a-f), apresentado&igura 19, que tem como produto de
partida o safrol (38). Uma série de compostos fangjada apresentando o grupamento
farmacoforico hidrazona com o objetivo de analesaubstituicdo bioisostérica ndo classica
de grupo funcional interconversivel hidrazona/tddra. Foi mantido o arcabouco estrutural
dos compostos protétipos anti-inflamatorios de sdgugeracdo, que apresentam o padrao
bis-aromatico, intercalado por um elemento espagaueste caso, 0 préprio grupamento

farmacoférico hidrazona.

O
— O( Mo
safrol (38) 2 W

<

la: W=H, Y=H, Z=H
1b: W=H, Y=COOH, Z=H
lc W=H, Y=Br, Z=H
1d: W=H, Y=CI, Z=H

CHj

Nova série de derivados

le: W= CH;, Y=H, Z=H indano-hidrazénicos

1f. W= CH,, Y= H, Z= CH,

Figura 19: Estrutura dos novos derivados a paotsatrol.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

-Planejamento, sintese e caracterizacao estratarsérie de compostos delineados utilizando
o safrol (38) como material de partida.

- Avaliacdo do perfil anti-inflamatorio por testpseliminares de contorcbes abdominais
induzida por acido acético .

- O estudo da relagéo estrutura atividade (REA)cdospostos planejados.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 MATERIAIS, METODOS E INSTRUMENTOS
N Para cromatografia em camada delgada (CCD) fordmadias placas de silica gel,

w/UV254, na espessura de 0,2 p e em suporte ddratymas dimensdes necessarias para
cada caso.

- A medida da faixa de fusdo foi obtida em graus iGgle determinada em
equipamento Marte (PFM Il). A amostra foi trituragleempacotada em tubo capilar para
registrar a faixa de temperatura da primeira ewvi@énisivel até a completa fusdo ou
decomposicao do sélido. A determinacao foi feitatpticata.

N Os espectros na regido do infravermelho foram obtein espectrémetro FTIR, IR

Prestig-21- Shimadzu acoplado a microcomputadoriagoude programa IR solution do
Laboratério Interdisciplinar de Quimica (LablQ) d#niversidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG). As andlises foram feitas em pastilha brometo de potassio (KBr) e as
absorcées expressas em nimero de onda¥.(cm

N Os experimentos de Ressonancia Magnética Nucleaamforealizados em

espectrometro Bruker AVANCE ARX200 do Laboratori@ dRessonancia Magnética
Nuclear do Departamento de Quimica da Universidraatkeral de Sdo Carlos (UFSCar). E
no Departamento de Quimica da Universidade Fed#yaRio de Janeiro (UFRJ) foi

utilizado o aparelho Brucker DPX- 200.

- Nos experimentos de RMN foi utilizado como referahexterno, o sinal relativo ao
tetrametilsilano (TMS) para o qual o deslocamentionico do hidrogéniody) € igual ao do
carbono §c = 0,00).0s deslocamentos quimicd@ $40 expressos em partes por milhdo
(ppm) e as constantes de acoplamedjtoefn Hertz (Hz).

- O espectro de massas foi obtido em um espectrometnoassas HP-5989A, acoplado
a um cromatografo gasoso CGAR modelo HP-5890 s$eérguadrupolo, pelo método de
impacto de elétrons (70 eV), coluna capilar SE-30825 mm x 0,25 pum; Temp in = 250
°C, Tdet = 200°C, utilizando hélio como gés desteraOs fragmentos foram expressos pela
razdo entre unidades de massa e carga (m/z) e radafmia relativa dos picos em
porcentagem (%). Na Universidade Federal de Vi{gd§¥).
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N Os solventes utilizados nos experimentos cromdiogsaforam de grau P.A,e nas
etapas sintéticas foram previamente tratados dladkst segundo literatura especifica
(PERRIN & ARMAREGO,1988).

4.2 METODOLOGIA DE SINTESE

4.2.1 OBTENQAO DO MATERIAL DE PARTIDA

O Sassafras foi fornecido pelo horto de plantadicmais da Universidade Federal de
Lavras UFLA —MG e colhido nos meses de setembrowembro de 1991. O caule e as
folhas foram moidos e secos em estufa ventilad&202C. O material vegetal nao utilizado
foi acondicionado em freezer sob temperatura iofeai 0°C. O extrato hexanico do caule e
folhas obtido foi purificado em coluna de silicd de diametro variado segundo a quantidade
do extrato de partida. Utilizando-se 25 gramas itleasgel comum para cada grama de
extrato e como eluente hexano:acetato a 15%, ol 4@®8) foi obtido como um Oleo de
coloracdo amarela cujo fator de retencéo (Rf) aaegptle CCD era 0 mesmo para o safrol (38)
padrao comercial. A espectroscopia na regiao davafmelho entre o padrao comercial e o
safrol (38) obtido do extrato foi comparada bem @as varreduras na espectroscopia da
regido do UV-Visivel (Figuras 21, 22 e 23, respe&ttiente, paginas 60 e 61).
l.V.méax. (KBr) y-cm™: 3.078, 3.007\ C-H arom.); 2.978v@as CH); 2.895vs C-H): 1639%

C=C vinila ); 1.502, 1.489, 1.444 C=C arom.); 808, 7755(C-H arom.); 990 § C=C).
(Figura 22, pagina 60).

422 SINTESE DO INTERMEDIARIO 5-ALIL-1,3-BENZODIOX OLA (39)
(ADAPTADO DE BARREIRO & LIMA, 1992).

8 10
0 _~CH,
< 9 KOH (3N)/ n-BuOH 5
@) (38) Refluxo, 6 horas

Em baldo bitubulado munido de condensador de refliex adicionado a 1,16 g
(7,15mmol) de safrol (38) previamente purificaded SnL de solucdo de hidroxido de
potéassio (KOH) 3N em alcool butilico normal. A ré@éagrosseguiu por seis horas. Apos este
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periodo, uma quantidade de 15 mL de agua foi athcia ao meio reacional e o pH foi
neutralizado utilizando-se &cido cloridrico concadid. Extracdes com diclorometano foram
realizadas, as fracdes organicas foram reunidaaddacom solucdo saturada de cloreto de
soédio e seca com sulfato de sédio anidro. O sadviaitevaporado a presséo reduzida e o
produto obtido na forma de um O6leo marrom teve ireadto 87% a. Andlises
espectroscoépicas na regiao do UV-Visivel (Espettm infravermelho foram realizadas, bem

como os espectros de RMN e RMN*C foram obtidos.

p.e.: 232-234°C - lit: 232-234 °C (Aldrich Chemi€dmpany, Inc.).

1.V.méax. (KBr) y-cm™ 3.018 ¢ C-H arom.); 2.968vas CH); 2.893vs C-H); 1600, 1502,
1.489, 1.444\ C=C arom.); 1249 e 1041 C-O-C); 767 Y C=C ); 761 § C-H ); 990 §
C=C). (Figura 26, pagina 64).

EM: miz: 162(M+. 100%); 147(2%); 131(44%); 119(4%03(53%); 91(11%); 77(31%);

63(22%); 51(27%); (Esquema 1, pagina 64).

RMN *H (200 MHz) CDCI3/ TMS §-ppm): 6,86 (s, H4), 6,76 (s, H7), 6,72 (s, H6R06(dd,
J=1,58 e 15,81 Hz, H8), 6,04 (dd, J=6,48 e 15,&), B91 (s, H2), 1,83 (dd, J=1,58 e 6,32,
H10) (Figura 27 e 28, paginas 65 e 66).

RMN *3C (50 MHz) CDCI3/ TMS §-ppm): 147, 86 (C3); 146, 44 (C1); 132,43 (C5); 490
(C8); 123,88 (C9); 120, 03 (C6); 108, 14 (C7); PBXC4); 100,86 (C2); 18,29 (C10) (Figura
29, pagina 66).
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42.3 SINTESE DO INTERMEDIARIO 2-METIL-5,6-(METILEN ODIOXI)-1-
INDANONA (40) (ADAPTADO DE BARREIRO & LIMA, 1992)

8 10

o SN CHs
9

1) POCI3, DMF, 110°C, 4 horas 8<
2) NaOH (aqg), pH=10, 12 horas

(39) (40)

Em baldo bitubulado munido de condensador de ref@d mL de oxicloreto de
fésforo (POCH) e 8,7 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) seca foragitados em sistema
fechado e anidro, sob atmosfera de Nitrogénig),(MNom a temperatura d€’® por 30
minutos, seguindo-se da adicdo de 3,0 g de 5-8lb&nzodioxol (3) quando a reacéo
prosseguiu a temperatura de ¥ @urante 6 horas. O meio reacional foi vertidogua e
gelo e o pH foi elevado ao valor de 10, mantendsebeagitacdo por 12 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente o pH do meio foi neutndliz e extragcbes com diclorometano
foram realizadas, as fragdes organicas foram ragnidvada com solugéo saturada de cloreto
de sddio e seca com sulfato de sédio anidro. OCestdvfoi evaporado a pressao reduzida.
Apoés o isolamento da reacdo, o produto reaciorighddficado em coluna cromatografica
(eluente: hexano:acetato de etila, 20%), obtendowse solido laranja, com43% de
rendimento. Analise espectroscépica na regido ftaviermelho foi realizada, bem como o
espectro déH RMN obtido.

.V.max. (KBr)y-cm™: 2.966 ¢as CH); 2.893vs C-H); 1693¢ C=0 ); 1.610, 1.473y(C=C
arom.); 1321, 1035, 1294, 1261, 93y Q-H arom.); 937 C=C), 769 ¢ C-H ); (Figura 31,
pagina 69).

RMN *H (200 MHz) CDCY TMS @-ppm): 7,03 (s, H7); 6,74 (s, H4); 5,98 (s,H8):3(a8d,
H3, 2J= 12 Hz,3)= 16 Hz, 2,48-2,66 (m, H2), 2,60 (H3*) 1,26 (d,9HJ= 16 Hz) (Figura
Figura 32, pagina 69).

* A sobreposi¢cao dos sinais ndo permitiu visualesmultiplicidades e o desdobramento do
duplo dupleto em torno d& 2,60 do hidrogénio mais blindado do grupo metdénna

posicao (3).
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RMN *°C (50 MHz) CDCI3/ TMS §-ppm): 207,28 (C1), 154,12 (C7a), 150,78 (C6), A88,
(C5), 130,58 (C3a), 112,02 (C8), 105,42 (C7), 18AR4), 42,25 (C2), 34,76 (C3), 16,41
(C9). (Figura 33, pagina 70).

4.2.4 PROCEDIMENTO GERAL PARA OBTENGAO DOS DERIVADO S INDANO-
HIDRAZONICOS (1a-f) (DIAS, 1994).

Em baldo bitubulado munido de condensador de xe@fla massa de 50 mg do
intermediario 2-metil-indandnico foi solubilizada etanol e acido cloridrico em quantidades
cataliticas foi utilizado, a temperatura de reflufod estabelecida, momento em que a
hidrazina foi adicionada. A reacéo prosseguiu [odias até que a placa de CCD indicasse o
fim da reacdo. O solvente foi evaporado a presséozida e extracbes com diclometano
foram realizadas, as fra¢cdes organicas foram raanidvada com solucéo saturada de cloreto
de sodio e seca com sulfato de sodio. Apos isoleon@a reacdo, o produto reacional foi
isolado em cromatografia liquida classica. Analisspectroscépica na regido do
infravermelho foi realizada, bem como os espeatedsi RMN e'*C RMN foram obtidos.

Z
Y
O
0] EtOH, HCI (cat), refluxo (O
CH
< 3 z o} /NW"‘NH
O Y W
40 H,N.
(40) Z7ONH CH3 1af
z
la:W=H, Y=H, Z=H 1d: W=H, Y=CIl, Z=H
1b: W=H, Y=COOH, Z=H le:W=H, Y=CH,, Z=H
leW=H, v=8r, z=H 1f: W= CH,, Y= H, Z= CH,
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a) Derivado (%/9)-6-metil-6,7-diidro-H-indeno[5,66][1,3]dioxol-5-ona fenilidrazona
(1a) -E/Z

Rendimento da reagao: 65%

Faixa de fusao: 79-82°C.

Caracteristica fisica: Solido marrom
1.V.méax. (KBr)y-cmi’- (Figura 34, pagina 74)

RMN *H (200 MHz) acetonagl TMS (5-ppm) (Figura 41 e 42, paginas 79 e 80):

H2 | H4 |H7 | H8 HO | H11| H2 H3' H4' H5 He’

6,09 | 7,31[ 6,92 2,85 | 3,06 | 1,45 | 7,65(d)|7,37 —7,407,20 — 7,24 7,37 —7,40 7,39(d)

(s) | (5) | () (d) (d) (s) |J=764 (m) (m) (m) J=7.29
J=14,8| J=14,0

J=Hz

RMN *3C (50 MHz) CDCY TMS (§-ppm) (Figura 43, pagina 81):

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11

149,9| 102,0f 151,4| 107,4 1277 128,0 103,6 38,6 30,9 143,7 27,9

cr C2 C3 c4 C5 Co6’ - -

148,2| 122,9| 128,01 1248 1288 120,9
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b)

Derivado

acido

ilideno) hidrazino] benzobico (1b)E/Z

Rendimento da reagao: 66%

Faixa de fusdo: 81-84°C.

Caracteristica fisica: Solido laranja

1.V.méax. (KBr)y-cm*- Figura 35, pagina 75.

RMN *H (200 MHz) DMSO-@ TMS (-ppm) (Figura 44 e Figuré5, pagina 82):

4-[(/9)-2-(6-methyl-6,7-diidro-8l-indeno[5,6€][1,3]dioxol-5-

H2 | H4 | H7 H8 H9| H1.1 H2 H3 H4’ HS5 H6’
A =247

6,02 | 7,06 | 6,85 (d) J=14,62 1.12(d) | 7,21(d) | H7,75(d) | 9,59 (s)| 7,75(d) | H 7,21 (d)
(s) | (s) | (s) B # # | J=674 | J=8,65| J=847 J=8,47| J=8,65
J=Hz

A = Sinal de menor deslocamento

B = Sinal de maior deslocamento

# Sinal ndo observado no espectro, devido a sofiggmode sinais

RMN C (50 MHz) CDCY TMS ($-ppm) (Figura 46, pagina 83):

c1 c2 C3 c4 C5 c6 c7 cs8 c9 C10 c11
149,8 100,2 | 156,2| 105,7 1314  140/0 1014 37,6 38,4147,0 17,7

cr c2 c3 c4 C5 (ofc} cr - -
149,3 111,5| 130,9| 119, 130,98 1115 1674
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C) Derivado (&/9-6-metil-6,7-diidro-F-indeno[5,6€][1,3]dioxol-5-ona (4-bromofenil)
hidrazona (1c) £/Z

Rendimento da reacao: 69%

Faixa de fusao: 83-86°C.

Caracteristica fisica: Solido marrom
1.V.méax. (KBr)y-cmi*- Figura 36, pagina 75

RMN *H (200 MHz) CDCY TMS ($-ppm) (Figura 47, pagina 87):

H?2 H4 | HY H 8 H9 H11 H2 H3' H5 He6'
A=22388
6,00 | 7,12 [ 6,92| (dd*¥ 7,36
(s) (s) | (s) | B=3,18 | 4,04 (d) | 1,26 (d) (d) 7,48 (d) 7,48 (d) | 7,36 (d)
(d) J=18,0| J=105 | J=8,74| J=8,0 J=8,0 | J=8,74
J=17,0
J=Hz

A = Sinal de menor deslocamento
B = Sinal de maior deslocamento
** Nao é possivel calcular a constante de acoplamn)

RMN *3C (50 MHz) CDCY TMS (-ppm) (Figura 48, pagina 88):

C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 c7 C8 C9 C10 C11
147,8 | 101,4| 148,9 102,6| 128,3 133,7 105,6 41,8 34,9 146,8 14,9
Ccr c2 C3 c4 C5’ Co6’ -

138,0 | 114,5| 130,7| 111,8| 130,7 | 114,5 -
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d) Derivado (%/9)-6-metil-6,7-diidro-31-indenol[5,66)][1,3]dioxol-5-ona (4-clorofenil)
hidrazona (1d) E£/Z

Rendimento da reacéo: 67%

Faixa de fuséo: 86-89°C.

Caracteristica fisica: Solido laranja
1.V.méax. (KBr)y-cm*- Figura 37, pagina 76.

RMN *H (200 MHz) CDCY TMS ($-ppm) (Figura 49, pagina 89):

H2 | H4 |H7 H8 H9 | H11| H2 H3' H5 He’

6,00 | 6,89 | 6,78| A=2,21())
s) | (5) | (s) |B=308()| 394(d)| # | 728(d)| 7,35(d) | 7,35(d) | 7,28 (d)
J=140 | J=168 J=23| J=23 J=23 | J=23

J=Hz

A = Sinal de menor deslocamento

B = Sinal de maior deslocamento

# Sinal ndo observado no espectro, devido a sobiggmde sinais.

RMN *3C (50 MHz) CDCY TMS ($-ppm) (Figura 50, pagina 90):

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11

L4

149,6 | 102,0 | 151,4 | 103,8 | 1259 | 130,5 107,4 38,4 27,8 148,3 14,

Ccr C2 C3 c4 C5’ Co6’ - - - - -

145,3 | 122,6 | 127,8 | 128,33 | 127,8 | 121,6 - - - - -
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e)

Derivado (&/9S)-6-metil-6,7-diidro-F-indeno[5,66][1,3]dioxol-5-ona  (2-etilfenil)
hidrazona (1e) E/Z

Rendimento da reacao: 43%

Faixa de fusao: 87-91°C.

Caracteristica fisica: Sdlido laranja

.V.méax. (KBr)y-cmi’- Figura 38, pagina 76.

RMN *H (200 MHz) CDCY TMS ($-ppm) (Figura 51, pagina 91):

H2 | H4 | H7 H8 H9 H11| H2 H3’ H7’ H8’
A= 2,65 (dd)
6,10| 7,16 | 6,85| J=3,05/ J=3,50 | 3,37 (d)| 1,30 | 7,31 |6,89(d) |6,89(d) |273 —-| 1,35
(s) | () [(s) |B = 3,32 (dd)| J=6,7 | (s) (s) J=8,49 | J=8,49 |2,79 (d)
J=7,713=75 (m) J=7,43
J=Hz
A = Sinal de menor deslocamento
B = Sinal de maior deslocamento
RMN *3C (50 MHz) CDCY TMS -ppm) (Figura 52, pagina 92):
C1 c2 Cc3 C4 C5 C6 c7 c8 Cc9 C10 C11
143,3 | 102,1 | 149,1 | 104,3| 127,51 131, 105,1 38,5 33,2146,3 | 175
c1r c2 c3 c4’ C5’ ce |CT cs’
137,2 | 113,1 | 129,1 | 1256| 128,7] 121, 13,1 12,3
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f)

Derivado

(5Z)-6-metil-6,7-diidro-%-indeno[5,66d][1,3]dioxol-5-ona
dimetilfenil) hidrazona (1f) £/Z

Rendimento da reagao: 60%

Faixa de fusdo: 81-84°C.

Caracteristica fisica: Solido amarelo

1.V.méax. (KBr)y-cm*- Figura 39, pagina 77.

RMN *H (200 MHz) CDCY TMS (3-ppm) (Figura 53, pagina 93):

(2,5-

H2 | H4 | HY H8 H9 H11| H2 H 4 H5 H7 H8'
6,19| 7,92 | 7,00 A# 351(d) | 1,61 | # 7,05() | 7,17 (d)
(s) | (s) | (s) | B=3,23| J=250| (s) J=787| J1=797 2,64 | 2,44
®) (s) (s)
J=Hz
A = Sinal de menor deslocamento
B = Sinal de maior deslocamento
# Sinal ndo observado no espectro devido a soliggipode sinais.
RMN C (50 MHz) CDCY TMS (-ppm) Figura 54, pagina 94):
c1 c2 C3 c4 C5 C6 c7 cs8 c9 C10 C11
145,4| 102,7| 1488 1058 1276 1306 106,3 38,7 34,4141,8 | 17,7
cr c2 c3 c4 C5 c6’ cr c8
139,4| 122,7| 1309 127,17 1289  123/8 17,81 12,8 -

58



4.3 TESTE DE CONTORCAO ABDOMINAL INDUZIDA POR ACIDO ACETICO
0,1N (WHITTLE,1964)

Utilizam-se camundongos suicos de ambos o0s sex@25(d), em jejum
(aproximadamente 12h), comvariante entre 7-10 animais. A relacdo entre wmel de
acido acético empregado e o peso do animal € A,aglA substancia teste é administrada
por via oral na dose de 100 pmol/kg suspensa etuleej tween/ etanol/ agua, na proporcao
de 1: 1: 100. A relacdo entre o volume da suspeagiso do animal é de 0,1ml/20g. Apds
lhora da administracdo da substancia-teste, o aawmitico € administrado por via
intraperitoneal. Aguarda-se 10 minutos para o tegda resposta bioldgica, a qual consiste
em contor¢des da regido abdominal associada costirareento ou contor¢do de qualquer
das patas posteriores. As contor¢bes sao registaaum intervalo de 20 minutos. Os
resultados sdo expressos em numero de contorg@as’e de inibicdo, calculada da seguinte

forma:
% de inibicdo = (Controle — composto/ controle)0Q 1

Os resultados foram analisados utilizando-se grpma Graphpad Prism verséo 5.0,

empregando-se o teste “t"de Student.
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5. RESULTADOS

A metodologia empregada para a sintese dos n@rosmdos (1a-1f) fundamentou-se
na analise retrossintética mostrada na Figura @fresentada abaixo. A desconexdo da
ligacdo dupla C=N permitiu identificar o intermea@iéndanoénico (40) como composto chave
para o caminho sintético que possibilitou a obterdi@s derivados indano-hidrazénicos (1a-
1f). Estes foram alcancados por meio da condensagi@lo-catalizada entre uma série de
arilidrazinas substituidas (41a-41f) e a carborgktbnica do nucleo indanbnico do
intermediério-chave (40). Por sua vez, a clivagexs lijacdes C-C do intermediario (40)
mostrou que o seu nucleo indandnico péde ser adangela reagdo classica de Vilsmeir-
Haack, seguida da ciclizacdo do isosafrol (39)sénierizacdo da olefina (38) ao isosafrol
(39) termodinamicamente estavel péde ser realizadpregando-se como catalisador o

hidréxido de potassio (KOH) em solucao alcodlich samperatura ambiente.

X O

Adlgao a carbonila

(40) (41a-41f) R1
CHj
la- If c-C
( ) Ry R, Ry
Vilsmeier-Haack e
Ciclizacao H H H a
o H COOH H b
( H Br H c
o Isomerizagéo o H cl H d
de dupla <
_CH2 P — o / CZHS H H e
safrol (38 CH,, H CH f
(38) (39) 3 3

Figura 20: Analise retrossintética dos compostus-¢la-f).

5.1. CONFIRMACAO DO MATERIAL DE PARTIDA: SAFROL (38 )

O dleo de safrol (38), obtido da purificacdo dor&xt hexanico, do caule e folhas da
espécie Sassafras, teve sua composicdo determatrad@s da analise comparativa com o
padrdo comercial reservado no LFQM. A espectroscopi regidao do infravermelho bem
como as varreduras na regidao do UV-Visivel apreseas mesmas bandas caracteristicas
para ambos, como pode ser visualizado nas Figelguwa2l a Figura23 (paginas 61 e
62).
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Figura 21: Espectro na regiao do infravermelho (K&r safrol (38) comercial.
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Figura 22: Espectro na regiao do infravermelho (KBara o safrol (38) isolado do
extrato hexanico da espécie Sassafras.
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Figura 23: Espectro na regido do UV-visivel. (afr@acomercial. (b) safrol obtido do
extrato.

5.2. OBTENCAO DO INTERMEDIARIO 5-ALIL-1,3-BENZODIOX OLA (39)

g 10
0 _~CH,
< 9 KOH (3N)/ n-BuOH 5
@) (38) Refluxo, 6 horas

A isomerizacdo da olefina (38) ao 5-alil-1,3-batipgola ou isosafrol (39)
termodinamicamente estavel, empregando-se comlisedta hidroxido de potassio (KOH)
em etanol, teve um rendimento de 87%. A andliseeppectroscopia na regido do UV-visivel
mostrou a presenca de deslocamento batocrémicdhatatas de absorcdo para o produto
reacional em relacdo ao safrol (38) de partidaeeppae ser visualizado na Figura 24 (pagina
63). Este deslocamento batocromico pdde ser exipliqaela presenca da extensdo de
conjugacéao de ligacdes duplas que ndo ocorre ndawgstdo material de partida. Além disso,
nao foi possivel observar a banda caracteristicB=@ de alquenos monosubstituidos, em

torno de 1640 cif, que ocorre no espectro na regido do infravermedita a estrutura alilica
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do safrol (38) (Figura 22, pagina 61), e ausentproduto dissubstituido resultante da reacéo
de isomerizacao (Figura 25, pagina 64) (SILVERST&IA, 2007).

2.240 B} T o / CH )
2,000 - <
o safrol (38)
CH
) <o X 3
isosafrol (39)

1.000

Abs.

0.000

-0.284 L 1
200,00 250,00 200,00 25000
nm.

Figura 24: Espectro na regido do UV-visivel. (afy@438), (b) isosafrol (39).

Apesar do espectro na regido do infravermelho shsaifrol (39) na area da
deformacéo axial de C=C ter revelado um padraatestd de alceno trans-dissubstituido,
que tem absorcao fraca ou até mesmo ndo obsew@ua, € 0 caso, ndo se pode afirmar a
auséncia do isdmes (Figura 25, pagina 64). Isso porque a banda coemsndade forte em
767 cm' referente as vibraces de deformacdo de C-H forplaho é caracteristica de um
padrdo de alqueno dissubstituido em posi¢cdo gemméts (SILVERSTEIN et al, 2007;
SOLOMONS & FRYHLE, 2005). Diante da analise do e$fmena reagiao do infravermelho
da mistura racémica do produto isomerizado podeesdicar as principais bandas de

absorcgéo:
- v C-H (C, sp): 3018 cni', para anel aromatico;
-v C-H (C, sp): 2893 cnt, para a metila;

- v C=C: 1880 - 1640 cih para anel aromético, as harménicas ou frequéndéas

combinagéo;

--v C=C (C, sp): 1600 - 1444 cm, vibracéo do esqueleto aromatico;
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-v C-O-C: 1249 e 1041 cfy para o grupamento metilenodioxila.

-v C=C (C, sp): 767 cm" para dupla ligacads;

100
%T 3
90

80—

862 —
669 —

3018
2583
962 -_

817 ——

937 —

704

60

1444 <

1502+,
1041

50
] 9) X CH3

a0 €

1 O

30

1489 -~
1249

isosafrol (39)

767

3200 2400 1800 1400 1000 800 600 400
1/cm

Figura 25: Espectro na regiao do infravermelho (K#risosafrol (39).

O espectro de massas para o isosafrol (39) (FRfur@agina 65) registrou o pico do
ion molecular m/z 162 como pico base. Nado se obseavfragmentacao diferenciada que
distinguisse o isbmerois do isdbmerotrans. Evidenciou-se ainda, outros fragmentos como
m/z 147 como resultado da perda de um radical apatilz 131 com a perda do radical
metoxila e m/z 103 com a perda de £€mo os principais picos interpretados na elyéda

do composto sintetizado (Esquema 1, pagina 65).
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Figura 26: Expansao do espectro de CG-MS do isug&8®).

condigees

M+ m/z 162 (100%) m'z 147 (2%)

H,c—0" 2 co, }

0

m/z 131 (44% m/z 103 (53%)

Esquema 1: Proposta de fragmentacao para o isb&sjo
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A isomerizacdo da dupla deste fenilpropandide s@leconfirmada pela presenca de
um duplo duplete centrado einl,83 (J= 1,58 Hz)= 6,32 Hz) atribuido ao hidrogénio da
metila do isosafrol na posicdo (10) (Figura 27)i Bbservado o singleto erd 5,91
relacionado a unidade metilenodioxila, e os singl&ms 6,72,5 6,76 ed 6,86 referente ao
deslocamento quimico dos trés hidrogénios do anetatico. Em 6,04 (dd, 1H, J = 6,48 e
15,65 Hz) & 6,30 (dd, 1H, J= 1,58 e 15,81 Hz) ocorreram siafribuidos aos hidrogénios
da dupla ligacdo (Figura 28, pagina 67). A an&liseespectro de RMN’C daFigura 29
(pagina 67) mostrou a existéncia de 10 sinais,seue na regido caracteristica aos grupos
alquila, observou-se o deslocamento quimicoded8,2 atribuido ao carbono da metila na
posi¢do (10) que o safrol (38) ndo possui, indiossuh isomerizacdo. Além do deslocamento
quimico emd 123,8 e 130,4 referente aos carbonos com hibgdzap (C8 e C9) da dupla
do isosafrol (39). O sinal caracteristico da metl#oxila ocorreu end 100,8 e as demais
atribuicbes dos outros seis sinais de carbono @b aoméatico podem ser visualizadas no
espectro da Figura 29 (pagina 67), sendo que f&sipel perceber a presenca de trés sinais
com menor intensidade atribuidos aos atomos de@marfuaternario do anel aromatico (C1,
C3 e C5), confirmando o produto reacional cujaudista ja encontra-se descrita na literatura
(BARREIRO & FRAGA, 1992; KAISER, DOMBA & SKIBBE, 162).
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Figura 28: Expansdo do espectro de RMIN(200 MHz, TMS, CDGJ) do isosafrol (39).
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5.3. OBTENCAO DO INTERMEDIARIO 2-METIL-5,6-(METILEN ODIOXI)-1-
INDANONA (40)

8 10
CH
o 3
< \9 1) POCI3, DMF, 110°C, 4 horas 8<
o 2) NaOH (aqg), pH=10, 12 horas
(39) (40)

O rendimento para reacdo de Vilsmeier-haack segdda ciclizacdo, a fim de se
alcancar o intermediario 2-metil-5,6-(metilenodjekiindanona (40) foi de 60%. O
mecanismo envolve o ataque nucleofilico dos pageslétrons da dupla ligagdo do estireno
substituido (39) ao reagente de Vilsmeier- Haack(\que é formado da rea¢gédo entre DMF
e POC} como mostra a Figura 30. Apos ataque do isos&®®) ao reativo de V.H. ha
formacdo de intermediarios cationicos (39b e 39squEma 2, pagina 67) que sob
temperaturas elevadas, préximo a 100°C, forma oposto (40) em geometria Z, pelo
favorecimento do controle termodinamico. Apds patde hidrdlise, € possivel se obter a
indanona (40) (Esquema 2, pagina 69) (WITI&lal., 1974).

HAC H oo
e e cl
L -
HC—N— 2\ HaC cl
b o . -
NE=(
/ 9
HyC o—p-cl
=

Figura 30: Mecanismo da formacdo do Reagente dem¥ier-Haack (RH). Fonte:
(KURTI & CZARO, 2005).
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Esquema 2: Proposta de mecanismo da
(metilenodioxi)-1-indanona (40). Fonte: (WITIA¥ al.,

1974).

reacdo domeadiério 2-metil-5,6-

O produto reacional péde ser confirmado por meicespectroscopia na regido do

infravermelho, que revelou a presenca de uma bear@dateristica de carbonila de cetona em

1693 cm' cujo material de partida ndo possui (Figura 3@jm#70). Além disso, a anélise do

espectro de RMN d#H (Figura 32, pagina 70) mostrou a presenca de wpfetb centrado
emd 1,21 (J = 16 Hz) atribuido a metila do produtaecdo. Um duplo dupleto edn3,20
referindo-se a um dos hidrogénios diasterotopicogmipo metileno na posi¢éo (3), que

apresentou acoplamento geminal (J = 12 Hz) e Vid¢ilm 16 Hz) com o hidrogénio na

posicdo (2) do novo centro assimétrico (Figurgpdgina 70).
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Figura 31: Espectro de infravermelho do produtciceel 2-metil-5,6-(metilenodioxi)-1-
indanona (40).
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Figura 32: Espectro de RMNH (200 MHz, TMS, CDGJ) do produto reacional 2-metil-
5,6-(metilenodioxi)-1-indanona (40).
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Devido a sobreposi¢éo dos sinais, a multiplicidadiesdobramento do segundo
duplo dupleto, referente ao hidrogénio mais blireddd grupo metileno da posicao (3),
nao puderam ser evidenciados em torna® d&60. O sinal do hidrogénio do centro
assimétrico na posicdo (2) apresentou como um pretlhi entred 2,48 a 2,66.
Observou-se a simplificacdo dos sinais atribuiadsshadrogénios aromaticos para dois
singletos emd 7,03 (H7) ed 6,74 (H4), além do singleto e 5,98 referente a
metilenodioxila na posicdo (8) (Figura 32, pagin@).70s sinais atribuidos ao
deslocamento quimico dos hidrogénios do produtoiaeal bem como os valores das
constantes de acoplamento foram organizados ndalalsa pagina 72. No espectro de
RMN ** C p6de-se observar 11 sinais, sendo que um desieés 16,4 confirmou a
presenca da metila e a esquerda os deslocamentas 42 ed 34,7, 0S grupos
metileno (C2) e metino (C3), respectivamente; abtisncarbonila end 207,2. Os
conjuntos destes sinais que podem ser visualizalb@so na Figura 33 e na Tabela 2
(pagina 72) confirmaram o nucleo indandnico doritsiario (40) cujos valores dos
deslocamentos quimicos estdo descritos na literdBARREIRO & FRAGA, 1992;
WITIAK etal., 1974).
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Figura 33: Espectro de RMNC (50 MHz, TMS, CDGJ) do intermediario 2-metil-5,6-
(metilenodioxi)-1-indanona (40).
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Tabela 2: Atribuicdes de RMAH (200 MHz) e RMN™C (50 MHz) para 2-metil-
5,6-(metilenodioxi)-1-indanona (40) em CRCI

O
2 Y

9
o(
o : 3
C RMN *H, & (ppm), J (Hertz) RMN *C, & (ppm)
1 - 207,2
2 2,48 - 2,66 (m, 1H) 42,2
3 2,60 (1H)* 34,7
3,20 (dd, 1H, J = 12 e 16)
3a - 130,5
6,74 (s, 1H) 102,2
- 148,0
- 150,7
7,03 (s, 1H) 105,4
7a - 154,1
8 5, 98 (s, 2H) 102,0
9 1,21 (d, 3H, J= 16) 16,4

* Devido a sobreposicéo dos sinais néo foi possieializar a multiplicidade. A
configuracdo absoluta do composto 2-metil-5,6-(l@@bdidioxi)-1-indanona (4) so

poderia ser determinada por técnicas de espectiarh@imensionais.

5.4. OBTENCAO DOS DERIVADOS INDANO-HIDRAZONICOS (1a-f)

A partir do intermediario-chave 2-metil-5,6-(metibdioxi)-1-indanona (40) os
derivados indano-hidrazonicos (1la-f) foram obtidgplorando a condensacgao catalisada por
acido com as respectivas arilidrazinas substitysas refluxo e etanol (Tabela 3, pagina 73)
(DIAS, 1994).
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Tabela 3: Sintese dos derivados indano-hidrazopieoejados.
Z
Y
o)
@) / EtOH, HCI (cat), refluxo (O
o) Y 7 w
(40) HZN\NH CH, (1 a-f)
z
Derivado W Y Z Rendimento P.F.°C Aspecto fisico

1a H H H 65% 79-82 Solido marrom
1b H | cooH | H 66% g1-g4 | Solidolaranja
1c H Br H 69% g3-ge | Solido marrom
1d H cl H 67% ge-gg | Solido laranja
le | CHs | H H 43% g7-91 | Solidomarrom
1f CHs H CHs 60% 81-84 Solido amarelo

Da analise geral dos espectros de infravermellsoddoivados indano-hidrazénicos
(1a-1f), ndo foi possivel observar a banda caratiea da carbonila cetbnica, em torno de
1693 cnt, referente ao material de partida 2-metil-5,6-{l@eodioxi)-1-indanona (40),
indicando a obtencédo das hidrazonas desejadadoOdes bandas de absorcédo provenientes
da vibracdo dos grupamentos caracteristicos dopastos, bem como suas atribuicbes ,
foram dispostas na Tabela 4 (pagina 74) e os rigpecespectros apresentados nas
FigurasFigura34 a Figura39. Além destas bandas comuns a todos os derivadiason
hidrazénicos, no composto (1b) ainda foi possibsieovar a deformacéo axial caracteristica
de hidroxila e carbonila de grupamento acido qu@recam em torno de 3425 ¢ne 1701

cm?, respectivamente, indicando a formac&o da hiderziiada (Figura 35) (pagina 75).
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Tabela 4: Atribuicdes das bandas de absorcao am#s\nos espectros de 1.V. para os
derivados indano-hidrazénicos de 1a-1f.

Tipos de vibragcbes Bandas de absorcao

Atribuicdes

v C-H (C, sp) 2960 cm' a 2852 crit

v C=N 1606 crit a 1610 crit

v C=C (C, sp) 1469 cnt a 1475 crit

dassC-H (C,shp 1350 cntta 1370 crit

Presenca de metila e/ou metileno

Banda de baixa intensidade da

hidrazona.
Vibracdo do esqueleto aromético.

Para metila

C-0-C 1269cmt a 1274 crit Para metilenodioxila
100
%T 1
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Figura 34: Espectro na regido do infravermelho (kdr derivado (1a).
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Figura 36: Espectro na regido do infravermelho (K&r derivado (1c).
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Figura 37: Espectro na regido do infravermelho (Kd&r derivado (1d).
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Figura 38: Espectro na regido do infravermelho (kdr derivado (1e).
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Figura 39: Espectro na regiao do infravermelho (kd&r derivado (1f).

A observacao das estruturas da nova familia dogades indano-hidrazénicos
(1a-1f) mostrou a possibilidade de isdbmeros quéawamna configuracdo do centro
assimétrico no carbono (9) bem como da geometdadBs compostos sintetizados,
representadas na Figura 40 (pagina 78). Pela anddistas representacdes pode-se
justificar o fato do sinal referente ao hidrogédm centro estereogénico em (9) ter
aparecido com o deslocamento quimico maior noscesgede RMN'H dos
compostos finais em comparacao ao material dedpa{@i0) como mostra a Tabela 2,
pagina 72. O efeito indutivo do atomo de nitrogésadbre H9 reduz a densidade
eletrbnica ao redor deste hidrogénio deixando-a rdasblindado. O efeito indutivo,
também exerceu um papel importante em relacao tipiaitlade do sinal referente a
H9, que se apresentou como um dupleto por acopldustvamente com um dos
atomos de hidrogénio do carbono metileno na pos{§p ao contrario de um
multipleto como ocorreu no material de partida 2H%e6-(metilenodioxi)-1-

indanona (40).
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isbmero isémero
(EY(R) @I(R)

isbmero isdbmero
(E)/(S) @2)IS)

Figura 40: Representacéo geral da estrutura dosades indano-hidrazdénicos enfatizando
a estereoisomeria dos compostos.

Esta discussdo pdde ser aplicada ao primeiro cstmpda) da série de indano-
hidrazonas sintetizadas, como mostra a Figura &gdir{fp 79), em que o sinal referente ao
hidrogénio do carbono (9) apareceu com o valoretbodamento quimico mais desblindado e
como um dupleto centrado 8,06, enquanto o mesmo hidrogénio do centro egjéreco
do nucleo indanénico de partida (40) se revelouaccam multipleto com deslocamento entre
62,48 a 2,66 (Tabela 2, pagina 72). E conformefeitoendutivo do atomo de nitrogénio ou
a anisotropia diamagnética da unidade hidrazérogardduto final, ha a justificativa do sinal
referente ao hidrogénio na posicéo (8) ter se aptado apenas como um unico dupleto
centrado em 2,85 ppm ja que ocorre uma mudan¢canb@ate quimico para este hidrogénio
em relacdo ao material de partida justificando-senplificacdo do sinal. Outro deslocamento
quimico caracteristico que foi possivel visualipar espectro de hidrogénio é o singleto

referente a metila na posi¢ao (11) com o valor,d6é fppm. (Figura 41, pagina 79).
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Figura 41: Expans&o do espectro de RMIN200 MHz, TMS, acetonaspdo derivado (1a).

Os demais sinais atribuidos aos deslocamentosapsidos hidrogénios dos sistemas
de anéis do derivado (1a) podem ser visualizaddSiguaa 42 (pagina 80), entre 0s quais,
verificou-se a presenca de dois singletoeé8192 e 7,31 referente ao sinal do hidrogénio nas
posicdes 7 e 4, respectivamente. Este ultimo héogdependendo do esterecisbmero que
prevaleca como produto reacional, como represemadeigura 40 (pagina 78), favorece o
efeito indutivo do nitrogénio da hidrazona sobrefazendo com que o valor do sinal para H4
seja mais desblindado do que para H7. Os demaass satorreram como dois dubletos
centrados ena 7,65 ed 7,39 podendo ser relacionados a H2' e H6’(Hw) muwtipleto de
H4’'(Hy) entred 7,20 adé 7,24 e H5'e H3'ded 7,37 a 7,40, respectivamente. O valor do
deslocamento quimico referente aos sinais dos dgédios do grupo metilenodioxila (H2)

ocorreu como um singleto caracteristico®09 ppm (Figura 42, pagina 80).
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Figura 42: Expansao do espectro de RMIN200 MHz, TMS, acetonaspdo derivado (1a).

O espectro de RMN® C do composto (1a), representado na Figura 43 r{pégil),
mostrou a presenca de 16 sinais, sendo que na @gsagrupos alquila foi possivel encontrar
aquele referente a metila do C11, &277,9, com o valor de 10 ppm deslocado a esquenda e
relacdo a mesma metila da indanona de partida((@®) Figura 33, pagina 71) devido ao
efeito da anisotropia diamagnética da unidade hishiga sobre C11. Ja o efeito indutivo dos
atomos de nitrogénio da hidrazona interferiu n@veb deslocamento do carbono do grupo
metino em C9, com o sinal ein30,9 deslocado a 11 ppm para a esquerda em red@cao
grupo metino relacionado ao ndcleo indandnico (@), Figura 33, pagina 71). Com o valor
de sinal mais desblindado apareceu o carbono meblée C8 end 38,6. Também foi
possivel confirmar a presenca do grupamento metiierila do C2 end 102,0, e os demais
sinais referentes aos sistemas de anéis, bem amsa@gibui¢des, foram dispostos na Figura
43 (pagina 81). Ainda foi observar a existénciaeis sinais de baixa intensidade referindo-se
aos atomos de carbono que néo estéo ligados ajéidoy sendo que C10 e C1’, apareceram

como sinais fortemente desblindados que poderiamotealor deds 143,7 ed 148,2
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respectivamente (Figura 43). Uma vez que as esisisintetizadas sdo inéditas e ndo séo
descritas na literatura, torna-se necesséario &aeadb de determinacdes espectroscopicas

bidimensionais para confirmar as atribuicdes quanfiodadas a cada sinal de carbono.
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Figura 43: Espectro de RMNC (50 MHz, TMS, CDGJ) do derivado (1a).

Para o derivado (1b), o espectro de Rif\na regido dos grupos alquila mostrou um
dupleto centrado e 1,12 atribuido aos atomos de hidrogénio da meélposicao (11) da
molécula (Figura 44, péagina 81). Além do sinal maiée a um dos hidrogénios
diasterotopicos do grupo metilénico na posicaocé)trado end 2,47. Ja para o segundo
hidrogénio do grupo metilénico em (8) e para o HP mlicleo assimétrico ndo foram
atribuidos os sinais, pois o valor do deslocamsatsobrepds ao sinal do solventee®)36
como se pode ver na Figura 44 (pagina 82). Derdrsimais da regido dos hidrogénios
aromaticos, como era de se esperar, o efeito walda unidade hidraz6nica deixou o sinal do
H4 (6 7,06) mais desblindado do que o sinal do hidragém H7 § 6,85) como ocorreu para
0 composto (1a). E os sinais H2' e H6’(Hy) aparacecomo um dublete centrado &, 21,

e H3' e H5’ outro dublete centrado &in7,75, além da hidroxila do grupamento acido que
apareceu erd 9,59 (Figura 45, pagina 82).
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Figura 44: Expansao do espectro de RMN200 MHz, TMS, DMSO-g) do derivado (1b).
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Figura 45: Expansao do espectro de RMN200 MHz, TMS, DMSO-g) do derivado (1b).
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O espectro de RMRP C para o composto (1b) na Figura 46 mostrou a peeseée 16
sinais, sendo que na regidao dos grupos alquilpdssivel encontrar aquele referente a metila
do C11, emd 17,7, seguido pelo C9 e 33,4 no qual o efeito indutivo da unidade
hidrazénica foi pronunciada deixando o sinal mashiindado do que o centro assimétrico da
indonona de partida (40) que apareceuderR,2 (C2, Figura 33, pagina 71). J4 o grupo
metilénico do C8 apareceu ebtn 37,6. Também foi possivel confirmar a presenca do
grupamento metilenodioxila do C2 &iml00,2 e os demais sinais referentes aos sisteenas d
aneéis podem ser vistos na Figura 46 e suas asiafié@s foram dispostas na Tabela 6 (pagina
86). Ainda foi possivel evidenciar seis sinais dix# intensidade referindo-se aos atomos de
carbono que nao estéo ligados a hidrogénio sendmdlil0 e C1’ apareceram como picos
fortemente desblindados que poderiam ter o valob d€7,0 es 149,3 respectivamente
(Figura 46) sendo necessaria a realizacdo de esmaispectroscopicas bidimensionais para

confirmar as atribuicdes de cada sinal de carbono.
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Figura 46: Espectro de RMNC (50 MHz, TMS, CDGJ) do derivado (1b).
As atribuicbes dos sinais de RMNH e RMN *°C das demais moléculas dos

compostos finais (1c-1d) podem ser vistos nas &abal Tabel® (paginas 84 e 86) e seus
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respectivos espectros foram dispostos nas Figuedkigura54 (paginas 87 a 94). Da analise
dos espectros de RMM# e demais técnicas empregadas para a caracteridasompostos
nao foi possivel diferenciar sinais relacionadosada isbmero do produto final da via de
sintese empregada, nem tdo pouco estabelecer aor@oralidade da relacéo
diasteroisomérica dos derivados indano-hidrazén{des1f) por meio da integracdo dos
sinais do espectro de RMMI. Isso mostrou a necessidade de se aplicar odiragas de
separacao além da coluna de vidro, como a cronaiadiquida de alta eficiéncia (CLAE),
estudando-se o sistema de solvente a ser empregatdoa mesmo a possibilidade do uso de
fase estacionaria quiral. A utilizacdo de outraiittas de RMN, empregando-se o efeito
nuclear Overhauser (NOE), possibilitaria verifiagsresenca de mais de um estereoisomero e

a proporcao entre eles.

Tabela 5: Dados de RMNH (200 MHz, TMS, CDGJ ou acetona+4) em ppm dos
derivados indano-hidrazénicos (1 a-f) (CONTINUA)

Z
Y
5
W
Derivado H2 H4 H7 H8 H9 H11 H2’ H5’ W Y Z
3,06 H7,39 H H
la 6,09| 7,31 | 6,92 | 2,85(d) (d) 1,45 7,65 (d) | 7,37 -7,4( (d) 7,20-7,24 7,37 —
(s) (s) (s) J=14,8 J=14,0 (s) J=17,64 (m) J=17,29 (m) 7,40
(m)
A=247
1b (d) 1.12 7,21 (d) | 7,75(d) H7.21 COOH H7,75
6,02 | 7,06 | 6,85 | J=14,62 # (d) J=8,65| J=8,47 (d) 9,59 (s) (d)
(s) (s) (s) B# J=6,74 J=28,65 J=8,47
A=2,88 H
1c (dd**) 4,04 1,26 (d) 7,36 H H - 7,48
6,07 | 7,12 | 6,92 | B=3,18 (d) J=10,5 (d) 7,48 (d) 7,36 (d) Br (d)
(d) J=18,0 J=8,74| J=8,0 J=28,74 J=8,0
() | (5| () | 3=170

J=Hz

A = Sinal de menor deslocamento

B = Sinal de maior deslocamento

# Sinal ndo observado no espectro, devido a soiggmode sinais.
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** Nao é possivel calcular a constante de acoplaon@h).

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.

Z
Y
-
W
A=221 H
1d @ 3,94 # | 728()| H735 7,28 - 7,35
6,00 | 6,89 | 6,78 | B=3,08 (d) J=23 (d) (d) Cl (d)
() J=16,8 J=23 | J=23 J=2,3
()| (5| &) | 3=140
H
A=265(dd) 3,37 H7 2,73 - 6,89
1e 6,10 | 7,16 | 6,85 | J=3,05/ (d) 130(s)| 7,31 6,89 (d) | 279(m) | H6,72— | (d)
(s) | (5) | (5 | JI=350 | J=67 (s) J=8,49 6,73 | J=8,49
B = 3,32 (dd H8 1,35(d] (M)
J=7,713=7,5 J=7,43
A# 351 | 1,61(s) # 717(d)| CHs H7,05 | CHs
1f 6191792700 g_353 | (g 332797 | 2.64(s) | 3=7.87| 2,44 (s)
© OO | 9 | 15250
J=Hz

A = Sinal de menor deslocamento
B = Sinal de maior deslocamento
# Sinal ndo observado no espectro, devido a soiggmode sinais.
** Nao é possivel calcular a constante de acoplaon@h).

85




Tabela 6: Dados de RMNC (50 MHz, TMS, CDGJou DMSO-@) em ppm dos

derivados indano-hidrazénicos (1 a-1f)

Derivado C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 C9 Cl10 |C11
la 149,9 | 102,0| 151,4 1074 127,7 128,0 1036 38,6 30,943,7 | 27,9
1b 149,8 | 100,2| 156,2] 105,7 1314 140,0 101}4 37,6 33,447,0 | 17,7
lc 147,8 | 101,4| 148,99 102, 128,3 133,¢ 105(6 41,8 34,946,8 | 14,9
1d 149,6 | 102,0| 151,4f 103.8 1259 130,6 107)4 38,4 27,8483 | 14,2
le 143,3 | 102,1| 149,14 1043 1275 131,4 105|1 38,5 33,246,3 | 17,5
1f 145,4 | 102,7| 148,8 105,8 127,64 130,6 106|3 38,7 34,4418 | 17,7

Derivado cr Ccz Cc3 c4 Co% ce’ Cwl |[CW2 CY cz
la 148,2 122,9 128,0 124,8 128,3 120,9 - - - -
1b 149,3 111,5 130,9 119,6 130,9 1115 - 167,4
lc 138,0 114,5 130,7 111,8 130,7 1145 - -
1d 145,3 121,6 127,8 128,3 127,8 121,6 - -
le 137,2 113,1 129,1] 125,6 128,71 121, 1311 12,3 12,8
1f 139,4 122,7 130,9 127,7 128,9 123,8 1731 - 27,0

86



Intensity

6.00

Br
(1c)

CHj

6.63

7.50

—6.07

2.27

Q
m [
<
u L |
/ 1 ,f A /
0.50 0.50 1.00 0.51 1.06 1.55
u ] Ul
““““ e e
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 05

Chemical Shift (ppm)

Figura 47: Espectro de RMMN (200 MHz, TMS, CDG)) para o derivado (1c).
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5.5. ENSAIO DE INIBICAO DAS CONTORCOES ABDOMINAIS | NDUZIDA POR
ACIDO ACETICO EM CAMUNDONGOS

A atividade anti-nociceptiva relacionada com aoagditi-inflamatéria dos novos
derivados indano-hidrazdnicos foi avaliada utildesse o teste de contor¢cdes abdominais
induzidas por acido acético em camundongos. Epte de teste € um dos ensaios mais
empregados como método de triagesareening) para agentes analgésicos nao-narcoticos,
vastamente utilizados na avaliagdo de novos AINBEZERRA NETO, 2004). A
quantificacdo de prostaglandinas por radio-imurgaenno exsudado peritoneal de ratos,
obtidos apds injecéo intraperitoneal de acido esgétievelou altos niveis de PGE PGh,
durante os 30 primeiros minutos, como descreve ddéra colaboradores (1980). A maior
liberacdo de prostaglandinas também é acompanladagiores niveis de mediadores do
sistema nervoso simpatico como a norepinefrinaeélealina e assim, tanto substancias com
atividade anti-inflamat6tia como colinérgicos oti-aurenérgicos podem estar envolvidos na
atividade analgésica periférica (FERREIBAI, 2003. BORSATGCet al, 2000).

Todos os compostos avaliados foram administradogip oral numa dose de triagem
de 100 umol/Kg e veiculados em tween/ etanol/ agagropor¢édo de 1: 1: 100 (0,1 mL/20 g
de peso do animal), uma hora antes da injecdo ddo aacético. O veiculo
(tween/etanol/agua) que € o grupo controle teveegsito avaliado nas mesmas condi¢cdes e
nao interferiu no numero de contorgdes. Ja o numkermntorcdes obtido para cada derivado
testado, foi comparado com o controle (veiculo) aiddade expressa em porcentagem de
inibicdo. Os resultados foram expostos na Tabek Grafico 1 e pela andlise pbde-se
verificar que todos os derivados apresentaramdatid anti-nociceptiva na dose testada
sendo que (1c), com o bromo na posigaa do anel aromatico, e (1e) com o grupo etila na
posicaoorto foram os que mostraram maior propriedade antieeptiva com 51,0% e 48,6%
de inibicdo das contorgbes abdominais, respectintame

O derivado (1e), com a etila na posigito, e o derivado (1f), com metilas nas
posicdesorto e meta, possuem substituintes com efeito indutivo doatkoelétrons e confere
maior volume a molécula destes compostos refletindoporcentagem de inibicdo das
contor¢gbes. O derivado (1a) apresentou 32,9% dtécéo das contor¢des e o (1b) 27,3 %.
Este ultimo composto (1b) apresentou atividadendecéo significativa, apesar de se esperar
que talvez fosse 0 mais ativo da série, ja quesapta o grupo acido carboxilico como

substituinte 0 que mimetizaria 0 modo de interafgoutros AINES acidos j& empregados na



terapéutica, por exemplo, o fluorbiprofeno (33) interage com residuo da Arg120 do sitio
ativo das isoformas da PGHS, por meio de ligac@dsdatogénio ou interagdes eletrostaticas.

Tabela 7: Resultados da avaliagcéo anti-nocicepliidgacompostos indano-hidrazénicos
atraves do teste da contorcdo abdominal induzidagdo acético 0,1N em camundongos
suicos

v la:W=H,Y=H,Z=H

1b: W= H, Y= COOH, Z= H
( 1c W= H, Y= Br, Z= H
o /N\NH 1d: W=H, Y= Cl, Z= H

W le: W= CHg, Y=H, Z=H
CHj 1f: W= CH,, Y=H, Z= CH,
Compostos (100 pmols/kg) N N°de contor¢cbes % Inibic&o
Controle 10 71,9+5,8 -

la 10 48,3+ 2,6 32,9**
1b 10 52,3+25 27,3**
1c 10 35,2+3,2 51,0%**
1d 10 62,4 +2,8 13,2 n.s.
le 10 37,0+4,3 48,6%**
1f 10 44,3 £5,7 38,4**

Os resultados sdo expressos em médigiro padraon= n° de animaisAndlise Estatistica:** e ***
representam valorgs< 0,01 ep< 0, 001, respectivamente quando comparados compm gontrole;
n.s: nao significativo

O analogo halogenado com o atomo de cloro na gmpaga (1d) ndo teve uma acao
nociceptiva significante (13,2%) apesar do compobtomado apresentar a maior
porcentagem de inibicdo (51,0%), o que pode sdifipaslo pela diferenca na absorcao
gastrointestinal. Os valores alcancados com o testégico sdo resultados preliminares e a
existéncia de dados inesperados pode ser justifipath acdo em alvos bioldgicos distintos
do que na PGHS. Os compostos sintetizados podean extu niveis diferentes da cascata do
acido araquiddénico, ou até mesmo em bioreceptores Mo estejam envolvidos no

metabolismo deste substrato, mas que contenha algmtacdo com o0s eventos
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desencadeados por um estimulo doloroso inflamatésponséavel pela hipersensibilidade e
alodinia. Além disso, uma absorcdo nédo efetiva sildsstancias testadas pelo trato gastro-
intestinal, ou ainda pela metabolizacdo por vidsrdtivas do metabolismo pode estar

presente levando aos resultados alcancados.

n° de contorgdes abdominals

0- T T T
dv@ 1a 1b 1¢ 1d 1e 1f
68'

oo

Compostos 100pmols/kg

Grafico 1. Efeito anti-nociceptivo dos compostodano-hidrazénicos no teste de contorcao
abdominal induzida por acido acético 0,1N em camgds suicos. ** e *** representam
valores p< 0,01 e p< 0,001, respectivamente.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A estratégia de sintese dos derivados indano#ddreos (1a-1f), utilizando o safrol
como material de partida e a aplicacdo de metodgdogintéticas classicas, mostrou-se
relativamente satisfatéria, permitindo a obtencé® mioléculas-alvo em rendimentos globais
que variaram entre 26% a 31% mas com a necesdildade otimizar o tempo reacional da
tltima etapa sintética de condensacao das arilidtazom a cetona indanénica. A utilizacéo
de outros métodos de identificacdo, empregandoedeito nuclear Overhauser (NOE) aliado
a melhores técnicas de separacdo além da coluwiarde como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), estudando-se o sistemaaileste a ser empregado e a possibilidade
do uso de fase estacionaria quiral, torna-se né&tespara determinar com clareza a

proporcéao da mistura dos estereoisdémeros dos coosposais.

O resultado da avaliagdo anti-nociceptiva, no iensge contor¢des abdominais
induzidas por &cido acético, mostrou que todos ompostos indano-hidrazonicos
sintetizados apresentaram atividade de analgesigrpm, sendo que os padrbes estruturais
apresentados por (1c) e (le) foram aqueles qudarame acdo anti-nociceptiva mais
pronunciada com 51% e 48,6%, respectivamente. sepga de um grupamento doador de
elétrons na posicdorto como ocorreu para o derivado (1e), que possuiila edbmo
substituinte, e de um grupamento na posga@ com efeito indutivo retirador de elétrons
como no composto (1c), que contém o bromo, confeaior porcentagem de inibicdo das
contor¢cdes abdominais. Como foi planejado, o ddaveom o grupo carboxilico na posicao
para (1b), apresentou efeito anti-nociceptivo, com 2o @& inibicdo, uma vez que mimetiza
o carater estrutural acido de outros AINES empregath terapéutica capazes de inibir as
isoformas da PGHS e promover o alivio da dor. &rdifica da porcentagem de inibicdo das
contor¢cbes do composto (1c) (51%) e de seu andhadogenado como o cloro como
substituinte (1d) (13,2%, ns) pode ser justificquida diferenca na absorcéo pelo trato
gastrointestinal justificando o resultado apresimta

O modelo de ensaio farmacoldgico empregado paafiaavos compostos indano-
hidrazénicos (1a-1f) mostrou a acdo de analgesiépea sendo necessaria a realizacédo de
mais testes com outra dosagem para a determinagdoté@ncia dos novos congéneres. Além
da sintese de maior quantidade destes compostasgo@ ensaios relacionados com a
atividade anti-inflamatoria sejam realizados e ale&irma avaliar quais mecanismos

envolvidos no perfil analgésico apresentado psrdabstancias.
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