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MEDICINAL CHEMISTRY OF N-ACYLHYDRAZONES: NOVEL LEAD-COMPOUNDS OF ANALGESIC,
ANTIINFLAMMATORY AND ANTITHROMBOTIC DRUGS. In this article are described new bioactive N-acylhydrazone (NAH)
derivatives, structurally designed as optimization of aryl hydrazones precursors planned by molecular hybridization of two 5-
lipoxigenase inhibitors, eg. CBS-1108 and BW-755c. The analgesic, antiedematogenic and anti-platelet aggregating profile of
several isosteric compounds was investigated by using classic pharmacological assays in vivo and ex-vivo, allowing to identify
new potent peripheric analgesic lead, a new anti-inflammatory and an antithrombotic agent. During this study was discovered
dozen of active NAH compounds clarifying the structure-activity relationship for this series of NAH derivatives, indicating the

pharmacophore character of the N-acylhydrazone functionality.

Keywords: bioactive N-acylhydrazones derivatives; antiinflammatory, analgesic and antithrombotic properties; molecular

hybridization and bioisosterism in drug design.

INTRODUGCAO

A Quimica M edicinal estuda as razdes moleculares daagéo dos
férmacos' de maneiraa descrever arelaco entre a estrutura quimica
e a atividade farmacol égica, hierarquizando as diferentes contribui-
¢des funcionais. No contexto inverso, inclui-se o plangiamento e o
desenho estrutural de novas substancias que possuam propriedades
farmacoterapéuticas Uteis, capazes de representarem novas entida-
des quimicas, candidatas a prot6tipos de novos farmacos de uso se-
guro. Esta complexa tarefa envolve mltiplos fatores, responsaveis
pela resposta terapéutica desgjada e decorrentes da complexidade
dos sistemas bioldgicos, abrangendo diversos conceitos de diferen-
tes disciplinas, ndo podendo ser cumprida aleatoriamente.
Heuristicamente para a identificago de um novo composto-prot6ti-
po ou uma nova entidade quimica que possa representar novo candi-
dato a farmaco, elege-se o melhor alvo-farmacoldgico para aquela
aplicagdo terapéutica e, em fungdo do nivel de conhecimento estru-
tural disponivel sobre este receptor, identifica-se amelhor estratégia
paraaconstrucao da arquiteturamolecular do novo ligante desejado.
Diversas estratégias modernas de desenho molecular de novos pro-
t6tipos sdo conhecidas?, em fungdo do mecanismo de acao pretendi-
do, sgjainibicdo enzimética, reversivel ou ndo, ou agonismo/antago-
nismo, competitivo ou ndo, do receptor, que dependem do nivel de
conhecimento de sua topografia.

O conhecimento datopografiamolecular tridimensional (3D) do
receptor, especialmente do sitio de interagdo, permite o desenho de
inibidores enziméticos ou de antagonistas/agonistas de receptores,
por processos de complementaridade molecular planegjada,® que po-
dem, por suavez, discriminar entreinterages ou ligagdes coval entes®.
Quando n&o se conhece a estrutura do biorreceptor-alvo, aestratégia
mai s empregadafundamenta-se navariacdo dasimilaridade molecular
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do agonista natural de forma a que se identifique um analogo ativo®,
reflexo de suas propriedades farmacodindmicas, que governam seu
reconhecimento molecular pel o biorreceptor. Umavez comprovadaa
atividade farmacol 6gi ca desg adado novo andlogo-ativo, por meio de
protocol os farmacol gicosin vivo, tém-se um novo composto-protoéti-
po, candidato ao novo farmaco pretendido (Figura 1).
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Figura 1. Seguéncia heuristica para a descoberta de novas entidades
quimicas.

O novo composto-protétipo, uma vez identificado, pode ter sua
eficacia otimizada por modificagbes moleculares subseqlientes, pla-
nejadas de maneira a preservar ou aprimorar as propriedades
farmacocinéticas identificadas nos ensaios in vivo. Paratanto, diferen-
tes estratégias sdo possiveiscomo, por exemplo, o desenho deisosteros
do andlogo-ativo® em que, novamente, o conhecimento dos grupos
farmacoféricos do protétipo norteiam as modificagOes estruturais a
serem introduzidas, de modo apreservéa-los’. Deve-se, ainda, levar em
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consideragdo as eventuai s contribuicdes toxicof éricas de todas as sub-
unidades estruturais envolvidas, particularmente ao nivel do sistema
microssomal hepético, onde predominam reacdes de oxidacdo que so
essenciais a bioformacao de diversas substancias enddgenas, como os
horménios esterdides, reguladores de funcdes fisioldgicas vitais®

Entre os processos Uteis para a identificacdo de novos prototi-
pos, candidatos a farmacos, a hibridagdo molecular® de inibidores
enziméticos ou antagonistas de biorreceptores representa uma alter-
nativa atraente e neste trabalho, discute-se 0 emprego desta estraté-
gia na identificagdo de novos compostos-prot6tipos de farmacos
antiinflamatdrios, antitrombdti cos e anal gési cos, pertencentesaclasse
das N-acilarilidrazonas (NAH).

A IDENTIFICAGCAO DO ALVO-FARMACOLOGICO

O processo inflamatdrio crénico pode ser tratado por diferentes
intervengdes terapéuticas, visto sua complexidade e a diversidade de
mediadores fisioldgicos envolvidos®. A maneira mais cléssica com-
preende o emprego de inibidores da prostaglandina-endoper6xido
sintase (PGHS),"* enzima responsavel pela transformacdo do écido
araquidoénico (AA), liberado pela fosfolipase A, (PLA.), em
prostaglandinas (PG's) flogisticas, > como os agentesantiinflamatérios
ndo-esterdides (NSA) cléssicos e, recentemente, pel o uso de agentes
NSAI seletivos paraaisoforma—2, induzida®® da PGHS, representados
pelo rofecoxib (1) e celecoxib (2),Y introduzidos em 1999, no Brasil,
pelaM SD e Pfizer/Searle, respectivamente.

Em funcdo do seu mecanismo de ac8o, os agentes NSAI apre-
sentam propriedades analgésica periférica e anti-agregante
plaquetéria.
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O envolvimento de outros mediadores como AMPc, cujo
catabolismo é governado pelas fosfodiesterases (PDE'’s),*® acitocina
pré-inflamatériafator de necrose tumora-a (TNF-a),” interleucina
1 e 10 (IL-1, IL-10)® e a 5-lipoxigenase (5-L0O),% outra enzima
oxidativada cascatado &cido araguiddnico, que compete comaPGHS
para produzir os leucotrienos (LT's), representam alvos adequados
parao tratamento de quadrosinflamatorios. Osleucotrienos, por exem-
plo, apresentam propriedades quimiotétels para neutrdfilos e outras
células sanguineas com atividade proteolitica, participam da
fisiopatol ogiadainflamag&o e representam alvosterapéuticos atraen-
tes para o tratamento de doengas inflamat6rias,? incluindo asma e
aergia(Figura?2).

A inibicdo da 5-LO como alvo terapéutico para o tratamento de
quadros inflamatorios tem sido timidamente explorada, sendo o
zileuton (3)% o Unico farmaco que manifesta seus efeitosterapéuticos,
Uteis para o tratamento da fase inflamatéria da asma cronica, como
inibidor de 5-LO.

HO

\ (o]
N
g nd

CH;
Zileuton

Leutrol®

©)

Quim. Nova

h’m. m"”'
i merdema A
e b e (A4)
Ly
LXH,

Figura 2. Alguns mediadores fisiol6gicos da inflamag&o, dor e formagéo
de trombo.

Haalgum tempo vimos estudando no L aboratorio deAvaliacdo e
Sintese de Substancias Bioativas (LA SSBio) daFaculdade de Farmé&-
ciadaUFRJo plangjamento, asintese e adeterminacéo de proprieda-
desfarmacol 6gicas de novos agentes NSAI, tanto and ogos de agentes
NSAI cléssicos(4), (5) e(6),2#% como, maisrecentemente, inibidores
seletivos de PGHS-2 (7)%. Em ambos os objetivos, temos utilizado o
safrol (8),%% principal componente quimico do 6leo de sassafrés
(Ocotea pretiosa), como matéria-prima, tendo logrado obter oscom-
postos ativos ilustrados no Esquema 1.2
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Esguema 1

No ambito destalinhade pesquisas, visando adescobertade novos
candidatos a protdtipos de agentes antiinflamatérios, analgésicos e
anti-agregantes plaguetarios, iniciamos, simultaneamente, a busca
denovosinibidoresde5-L O, el eitadestafeitacomo alvo-terapéutico,
utilizando a hibridacdo molecular como estratégia de identificagdo
de novos andlogos ativos.?

A HIBRIDAGAO MOLECULAR COMO ESTRATEGIA
PARA O PLANEJAMENTO DE NOVOS CANDIDATOSA
AGENTES ANTIINFLAMATORIOS

Relatos da literatura identificavam como inibidores de 5-LO os
derivados BW-755¢c (9)% e CBS-1108 (10).% Andlise cuidadosa da
estrutura destas substéncias indicou um padrdo de similaridade co-
mum, representado pela funco arilidrazona, que poderia estar asso-
ciado & atividade descrita. De fato, no derivado 9 a fungdo N-
fenilidrazona (a) encontra-se internalizada no anel pirazolinico, en-
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guanto que no CBS-1108 (10) identifica-se sua presenca numa sub-
unidade espacadora N-(2-tiofenila)-hidrazona (b). Com vistas a se
investigar acontribuic&o deste padrdo estrutural naatividadeinibidora
da 5-LO, plangou-se o hibrido (11),° agregando as duas unidades
(a), do BW-755¢, agora contida no anel N-fenilpirazélico e (b) do
CBS-1108 mantida como espagadora entre 0 sistema pirazélico e
substituintes arila, substituidos ou ndo, e heteroarila (Esquema2). A
natureza dos substituintes W (inter-alia: W = H, Me, Cl, Br, OMe,
OH, NO,, NH,, NMe,)) em orto-, meta- e para- do anel fenilico (c)
de 11, f0| el elta em fungdo de suas propriedades eletronicas e
hidrofdbicas, de maneira a permitir que se avaliasse suas distintas
contribui¢des para o perfil de atividade desejado.

Por conveniéncia sintética, nesta série inicial de compostos hi-
bridos (11),* foi incluido o substituinte nitro em C-4 do anel
pirazolico, visto que afuncionalizagdo em C-5, necessariaa constru-
¢do daunidade espagcadoradesej ada, depende, em condigdes de subs-
tituicdo nucleofilica aromatica (S Ar), da ativaggo por grupos ele-
tron-atratores L. Destaforma, o padr&io molecular da série congénere
inicial (11) foi desenhado.®

A sintese desta série (11) foi realizada empregando-se
metodologia cléssica, a partir do N-fenil-3-metil-5-hidroxi-pirazol
(12), substancia de féacil acesso sintético (Esquema 3).%

A condensacdo de fenilidrazina (13) com acetoacetato de etila
conduziu ao derivado pirazdlico funcionalizado N-fenil-3-metil-5-
hidroxipirazol (12) em 82% de rendimento. Esta substancia, tratada
com POCI,, forneceu o derivado clorado correspondente (14), que
por nitragdo branda, empregando-se cido nitrico em anidrido acético,
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originou, regiosseletivamente, o derivado nitrado 15. A substituicéo
nucleofilica aromética do &omo de cloro em C-5 de 15 com hidrato
de hidrazina, seguida de condensagdo catalisada por acido da
hidrazida intermedi&ria (16) com diversos aldeidos arométicos ori-
ginou a série de derivados arilideno-1-fenil-3-metil-4-nitro-5-
pirazolilidrazinas (11)*2 (Esquema 3).

Os dezesseis novos compostos (11) foram obtidos em bons ren-
dimentos globais e caracterizados espectroscopicamente. Para a eta-
pa de avaliacdo farmacol dgi ca das propriedades antiedematogénicas
desta série, necessitava-se definir anatureza da configuragéo daliga
¢80 dupla N=C de 11. Embora derivados hidrazdnicos sgjam consi-
derados substancias de derivatizacdo cléssica de compostos
carbonilados, quando estes sdo adeidos (RCHO) ou cetonas, dis-
tintamente substituidas (RCOR’), podem-se obter dois diasteréo-
isomeros configuracionais, i.e. Z e E (Esguema 4). Desta forma, a
primeira etapa da caracterizagdo estrutural desta classe de compos-
tos (11) compreendeu a determinagcdo do grau de diastereossele-
tividade da etapa de condensagio que conduz a formagdo da funcéo
hidrazona.®

A andlise dos dados de ressonancia magnética nuclear (RMN)
de 'H e *C em DM SO-d, desta série (11) indicou a presenga de um
Unico isdbmero nesta classe de derivados hidrazénicos, que puderam
ser caracterizados, pelo padrdo de deslocamento quimico do hidro-
génio iminico -C=NH- (6 8,2-8,8)® e do hidrogénio amidico -NH-
(6 10,8-11,5) como sendo o diasteréoisomero Z. Outrossim, os dados
deRMN de*H indicaram aausénciadaformatautoméricadiazo (Es-
quemad), confirmada pel os dados do espectro deinfravermelho (1V)
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Esguema 5

desta série de compostos. No espectro de RMN 3C os sinais tipicos
do sistemapirazdlico eliminaram a possibilidade de tautdmeros envol -
vendo os &omos de nitrogéni os arométicos (Esquemab).

Uma vez estrutural mente caracterizados e com o grau de pureza
verificado, os novos compostos da série 11 foram avaliados
farmacol ogicamente empregando-se 0 modelo do edema da pata de
rato induzido por carragenina® e o teste de inibi¢do das contorgdes
abdominais em camundongos induzidas por uma solucéo a 0,6% de
acido acético® e apresentaram modesto efeito antiedematogénico®
%, destacando-se no bioensaio de contor¢fes o derivado para-
dimetilaminofenila (11b) substituido na subunidade iminica. Dentre
0s derivados ativos, em ambos 0s ensai 0s, ndo se identificou ativida-
de significativa em nenhum composto orto- ou meta- mono-substi-
tuido na sub-unidade fenilica (c), privilegiando a substituicdo em
para- nas séries subseqiientes. Nesta série de derivados hidrazonicos
(11), observou-se que o derivado possuindo a sub-unidade 2-furila
(LASSBi0-2, 11c) * * na fungd@o iminica, apresentou importante
atividade anti-agregante plaguetaria, em modelo induzido pelo &ci-
do araquiddnico em plasma de coelhos rico em plaguetas, inibindo a
agregagdo plaguetéria em 98% na concentracéo de 100 uM.

O mecanismo de a¢do antitrombdtica do composto LASSBio-2
envolve, provavelmente, o Ca?* plaquetério, conforme evidenciado
para o isostero piridinico simplificado (17), capaz deinibir aagrega-
¢do plaquetéria, no mesmo modelo, em 80% na concentragéo de
80 uM¥®, possivelmente devido a presenca de sitio de coordenacdo
do tipo N*-O*, contando com a participacdo do anel 2-furila de 17
(Esquema 6). Evidéncias experimentais em suporte a esta hipotese
foram obtidas, quando o analogo vinilogo (LASSBio-3, 11d) foi
bioensaiado, ndo apresentando atividade anti-agregante plaguetaria
significativa.

Por outro lado, a caracterizagdo darelacdo entre a atividade anti-
agregante plaquetéria destes derivados HZ (11) com o Ca*? foi moti-
Vo de encoragjamento, visto que foi demonstrado que a 5-LO é uma
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enzimadependente de Ca* citossolico “* “ e do fator transmembranico
de ativacéo (FLAP).

Cabe destacar que o derivado (17, LASSBi0-316) apresentou
IC,, 0,35 uM no ensaio dainibicéo daagregacdo plaguetariainduzida
por &cido araguiddnico em plasmade coelho rico em plaguetas®, com
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({\ ({\ ot substituintesem C-4/C-5 do anel pirazdlico nestaatividade, permitin-
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Esguema 6

poténciacomparével aquelado ozagrel (18), farmaco antitrombdtico,
recentementelancado.*

0

18

Estes resultados promissores nos levaram, numa etapa seguinte,
a investigar a contribuicdo farmacoférica da fungdo hidrazona,
espacadora, de 11. Paratanto, andlogos em que a sub-unidade estru-
tural b (Esquema7) foi smplificada paraarilamina(19) foram sinte-
tizados e bioensaiados. A contribuicdo farmacoférica da sub-unida-
de espacadora arilidrazona presente nos derivados da série 11 foi
constatada pela reduzida atividade observada nos derivados 5-
arilaminicos 19.%

simplifica¢do molecular
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Esguema 7

Outrossim, comparando-se as estruturas dos compostos 5-
hidrazénicos (11) e 5-aminicos correspondentes (19), pode-se ob-
servar que, em ambas as séries, existe a possibilidade de uma liga-
¢do-H intramolecular entre os substituintes em C-4 (aceptor) e C-5
(doador), que poderia estar relacionada as propriedades farmaco-
I6gicas identificadas. Estudos tedricos por modelagem molecular
confirmaram esta possibilidade, indicando que o grupo N-H em C-5
eafungdo 4-nitro do nuicleo pirazdlico tém distanciamédiade, apro-
ximadamente, 2A, favorecendo a formago de ligacBes-H* capazes
de introduzir um certo grau de rigidez conformacional e influenciar
as atividades anal gési ca e antiedematogéni ca observadas (Figura 3).
Desta forma, uma série de compostos 5-tioarila-pirazdlicos (20)*
foi sintetizada e os resultados da avaliagdo farmacoldgica, empre-
gando-se os mesmos protocolos farmacol dgicos, indicaram para o
derivado para-bromofenila (20a) uma atividade analgésica da or-
dem de 58% (100 mmol/kg) na inibicdo das contor¢des induzidas
em camundongos. Tai s resultados descartaram adependénciade con-
formagdes envolvendo ligagdes-H intramoleculares dos orto-
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Figura 3. Ligacdo-H intramolecular nos derivados hidrazonicos (HZ)
(11) e 5-arilamina (19).
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Osresultados disponiveis sobre o perfil farmacol 6gico desta pri-
meira série de derivados hidrazdnicos (11) indicaram que o padréo
da unidade iminica (c, Esquema 2) contribuia para o perfil de ativi-
dade apresentado. Outrossim, se para a analgesia o anel fenilico de-
via ser mono-substituido na posi¢éo para, sendo o mais ativo aquele
com substituinte para-dimetilaminofenila, para a agregacéo
plagquetéria o anel furénico se mostrou farmacoforicamente relevan-
te, desde que conjugado com a ligag&o dupla N=C. Visando verifi-
car-se a atividade antiinflamat6ria desgjada, especialmente os even-
tuais efeitos sobre a bioformacdo de leucotrienos, por inibi¢do da 5-
LO, os derivados desta série (11) com o anel fenilico da subunidade
¢ (Esquema 2) dissubstituido por grupos oxigenados (e.g. 11e)%,
foram bioensaiados. Considerando que este padrdo de substituicdo
permite que os compostos apresentem propriedades redox particula-
res, empregou-se 0 model o de pleurisiainduzida por carrageninaem
ratos, determinando-se a taxa de inibi¢do da migracéo de leucdcitos
e do volume de exsudato pleural. O composto LASSBio-132 (11e)
mostrou-se capaz de inibir ambas as respostas em 96,6 e 93,4%,
respectivamente, em doses de 40 umol/kg. “
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Caberessaltar queoregioisomerode1le, i.e. LASSBio-128 (11f),
assim como o derivado metoxilado correspondente (LASSBio-120,
11g) n&o apresentaram o mesmo padréo de atividade, 0 que sugereque
os efeitos farmacol 6gicos observados nestes ensaios, sejam reflexo
das propriedades redox da unidade aza-estirénica contida na cadeia
hidrazdnica, dependendo, por suavez, do padréo de regio-oxigenacdo
doanel fenilicoterminal.

Finalmente, vale registrar, ainda, que derivados nos quais a sub-
unidade (c, Esquema 2) era saturada® ndo apresentaram atividade
significativa em nenhum dos biocensaios realizados, indicando que
nesta série de derivados hidrazonicos (11), as atividades estudadas
dependem da presenca da sub-unidade aromatica ou heteroaromética
(c, Esquema 2) na funcao hidrazonica.

Os resultados encorajadores obtidos com estas séries de deriva-
dos hidrazonicos permitiram aidentificagdo de propriedades anal gési-
cas, antiinflamat6rias e anti-agregante plaquetéria, relacionadascom a
presenca da subuni dade espacadora hidrazona e dependente danature-
zaedo padrao de substitui¢do do grupo terminal aromético, justifican-
do acontinuag&o destes estudos, visando a otimizag&o das proprieda-
desfarmacol 6gicasidentificadas.

O Biososterismo como Estratégia de Otimizagdo do Composto-
Protétipo: O Desenho Estrutural das N-acilarilidrazonas
(NAH) Antiinflamatérias, Analgésicas e Antitrombaticas

Tendo logrado sucesso naidentificagdo danova série (11) de ana
logos ativos hidrazonicos pelo emprego da hibridagcdo molecular, a
préxima etapa do estudo visou a sua otimizagdo (Figura 1). Tomando-
se em conta que a presenca da sub-unidade nitroazol nesta classe de
derivados hidrazbnicos (11) pudesse representar atributo detoxicidade
conforme rel atado para farmacos com este padréo molecular, particu-
larmente derivados O-, N-heterociclicos nitrados, com atividade
antiparasitéria e antifingica (eg. metronidazol e tinidazol, 21, 22),%
esta classe de derivados hidrazbnicos ativos (11) foi estruturalmente
modificadapor simplificacio molecular. Buscou-se diminar apresen-
¢ado grupamento nitro em C-4, potencialmente toxicoforico, preser-
vando-se e otimizando-se a atividade farmacol dgica identificada.
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Admitindo que o grupamento nitro possa ser visualizado como
isostero do grupamento carboxilato (Esquema 8),% “ identificou-se a
possibilidade de se introduzir em C-4 do nuicleo pirazolico uma fun-
¢&o carbonila (C=0), mimetizando ainsaturacdo (N=0) presente no
grupamento nitro dos and ogos-ativos identificados, diretamente li-
gadaaguelafarmacoforicamenterelevante, i.e. arilidrazona. Este pla-
nejamento estrutural ilustrado no Esquema 9 originou a série de N-
acilidrazonas (NAH) pirazolicas (23), primeira série desta classe
obtida no laboratério.®
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Esquema 9

A sintese desta primeirasérie de derivados NAH (23) iniciou-se
pela construgdo do anel pirazdlico, realizada a partir da mesma
fenilidrazina (13), empregada para a sintese de 11, tratando-a desta
feitacom 1,1,3,3-tetrametoxipropano (Esquema 10), o que levou &
obtencg&o do N-fenilpirazol (24). Regiofuncionalizagdo daposi¢do C-
4 de 24, empregando-se as condi¢des de Vil smeier-Haack, originou
o derivado N-fenil-4-formilpirazol (25), que, oxidado com o reagente
de Jones, levou aobteng&o do &cido carboxilico correspondente (26).
A reacdo de esterificacdo de 26 com diazometano, originou o éster
metilico correspondente (27), que, por hidrazindlise com hidrato de
hidrazina, forneceu a hidrazida correspondente (28). Condensagdo
deste intermediério-chave (28) com os aldeidos arométicos deseja-
dos levou a série dos novos derivados NAH pirazdlicos desgjados
(23).%
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Esquema 10

Segundo o mesmo protocolo empregado com os derivados
hidrazbnicos iniciais (11), esta série de compostos NAH (23) foi
espectroscopicamente estudada de maneira a se determinar a confi-
guracdo da insaturagdo iminica

A predominanciado tautbmero iminico e aconfiguragao relativa
daligag8o duplaN=C nesta série (23) foi determinada pelapresenca
de forte absor¢do no espectro 1V, a 3200 cm-1 (N-H), associada aos
sinais nos espectros de RMN *H e #C em d 8,5-9,0 e 144,2-148,5,
correspondendo ao C-H iminico, o que excluiu aformadiazo-cetona
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eidentificou a configuracdo daligacdo duplaN=C como (E), parao
isdbmero majoritério (Esquema11).®
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Outra evidéncia substancial da predominéncia do isdmero (E)
nesta série (23) foi obtida pelo emprego da cromatografia de ata
resolucdo em fase gasosa, durante investigag@o sobre a cinética de
formacdo dos diastereoisdmeros (E)/(2)*. Foi possivel evidenciar
que o diasteréoisomero que apresentava o sind atribuido ao hidro-
génio iminico em ca. 8 8,5-9,0 no espectro de RMN *H, en CDCI,,,
era aquele que apresentava um pico m/z 187, com abundanciarel ati-
va de 41% na espectrometria de massas. Este processo de fragmen-
tacdo, tipico para rearranjo de McLafferty® envolvendo o &omo de
oxigénio carbonilico e o hidrogénio-y, exige a geometria adequada,
correspondendo aquela do diastereoisdmero-E (Esquema 12).
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Esquema 12

Finalmente, estudos de model agem mol ecul ar, por métodos semi-
empiricosAM1, reiteraram a predominancia da configuragdo (E) da
ligagdo dupla N=C 5.

Cabe destacar que a possibilidade de tautomeria nesta série (23)
conduziria a formag&o de espécies reativas, toxicas, representadas
por diazo-cetonas (Esguema 11). Estas atuam como aceptores de
Michael, reagindo com nucledfilos biol dgicos (e.g. bases purinicas)®
e formando adutos irreversivels de elevado potencia toxicoforico.
Caso estes ocorressem invalidariam a estratégia de modificagédo
molecular eleita parareduzir o potencial toxico dafungéo nitroazol.

Os mesmos critérios empregados na escol ha dos substituintes W
do anel fenilico da unidade iminica na série hidrazénica anterior (11)
foram adotados nesta série (23), €legendo-se 0 aldeido aromético aser
condensado com a hidrazida, em funcao das caracteristicas eletronicas
€ hidrofdbicas de seus substituintes. Ademais, priorizou-se aobtencdo
de derivados mono-para-substituidos na unidade fenilica da imina,
exceto pelapresencado substituinte 3,5-di-tert-butil-4-hidroxibenzeno,
eleito por suas propriedades redox particulares,® identificadas como
relevantes para a atividade antiedematogénica medida na pleurisia
induzida por carragenina, conforme observado para 11e.%

H;C, NO,

I\
?\j\N,\J H
© |

H

tBu tBu

A Quimica Medicinal de N-Acilidrazonas: Novos Compostos-Protétipos de Farmacos 135

Uma vez caracterizada estruturalmente, esta série de compostos
(23) foi bioensaiada, utilizando-se os mesmos protocolos
farmacol 6gi cos usados com os derivados hidrazonicos anteriores (11).

Os ensai os farmacol égicos efetuados com esta série (23) permi-
tiramidentificar doisnovos protéti pos, destacando-se aatividade anti-
agregante plaguetériade LASSBi0-35 (23a), que apresenta, novamen-
te, no grupo iminico terminal o anel 2-furila.% % Por outro lado, a
variagdo danatureza deste substituinte para para-dimetilaminofenila
(LASSBI0-30, 23b) permitiu identificar-se um atraente perfil analgé-
sico, tendo este derivado NAH se mostrado 5,2 vezes mais potente
que adipirona, analgésico cléssico usado como padréo no ensaio de
contorgdes abdominaisinduzidas pelaacetil colina (ACh) em camun-
dongos®.
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Os resultados farmacol 6gicos obtidos validaram esta nova série
de derivados NAH (23), que manifestaram importantes proprieda-
des analgésica e anti-agregante plaquetéria, suplantando a série
hidrazonicaoriginal (11), sem apresentar perfil de toxicidade poten-
cial, devido a auséncia do grupamento nitro presente na primeira.
Ademais, estes resultados indicaram que a estratégia de modificagdo
molecular adotada, visando a otimizagdo da série hidrazénicainici-
a, mostrou-se adequada.

A determinacao do caréter lipofilico destasérie de derivadosNAH
(23) foi investigada™® pelos trés principais métodos de determinagdo
deste parametro, quais sejam, shake-flask, cromatografiaem camada
delgada por fase reversa e cromatografia liquida de ata eficiéncia
(CLAE). Foi possivel, ainda, determinar-se a constante fragmental
para afuncdo hidrazona, uma lacuna que até entdo comprometia es-
tudos de QSAR em derivados com este grupamento funcional .

Da mesma maneira que realizado com a série hidrazénica origi-
nal (11), a evidéncia da natureza farmacofdrica da funcdo NAH foi
obtida quando os derivados amidicos correspondentes (29), obtidos
pela supressdo da insaturagdo iminica (a, Esgquema 13), mostraram-
se inativos nos mesmos bioensaios e nas mesmas concentragdes.
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Esquema 13
SERIE ISOSTERA 3-FENIL-1,2,4-OXADIAZOL (30)

Tendo identificado, pelaestratégiade hibridagdo molecular, uma
nova classe de compostos protétipos com propriedades
antiinflamatdria, analgésica e anti-agregante plaquetéria (23), nos
quais a funcdo NAH se apresentava como importante farmacoforo,
decidiu-se investigar, em seguida, a variacdo da unidade N-
fenilpirazélica (a, Esquema 14), empregando-se para tal o
bioisosterismo cléassico de anéis® na definicdo dos novos padroes
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estruturais. Inicialmente, decidiu-se manter a mesma caracteristica
hidrof ébi cada sub-unidade aromética (a, Esquema 14) dasérie proto-
tipo (23), i.e. 6n+67 elétrons. Por outro lado, avariacdo dasubunidade
aromética (b, Esquema 14) também se fundamentou em trocas
isostéricas.®
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Esta estratégia definiu a nova série 3-fenil-1,2,4-oxadiazol (30),
em que o anel 1,2,4-oxadiazélico é isostero classico do nucleo
pirazdlico (Esquema 15).% % A |ocaliza¢do do substituinte fenilico
em C-3 no anel tri-heterociclico de 30 assegurava maior similarida-
de estrutural com a série prot6tipo 23, ambas com &omo de nitrogé-
nio N-2 na mesma localizacdo (Esquema 15).

bioisosterismo clissico de anéis
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Esta nova série de derivados NAH (30) tem, ainda, como carac-
teristica estrutural relevante, a natureza distinta dos pseudo-orto-
substituintes do sistema fenil-heterociclo, agora com dois
heterodtomos distintos nas posi¢des O-1 e N-4. Na série N-
fenilpirazdlica 23 os orto-substituintes da cadeia farmacoforica, em
C-3 e C-5, &omos de hidrogénio, eram idénticos (Esquema 15). Esta
particularidade estrutural introduzia para a cadeia NAH de 30 apos-
sibilidade de diferentes conformaces, dignas de serem investigadas
no estudo darelagdo estrutura-atividade pretendido, a saber, S-cisou
Strans, quando se elege o N-heterodtomo adjacente como integran-
tedo“dieno” (Figura4). A simplesinspecéo de model os moleculares
3D dos possiveis conformeros de um mesmo diastereoisdmero (e.g.
Z) indicava que no conformero (2)-Strans, distintamente do (2)-S
cis, havia distancia favoravel a formacéo de uma ligagdo-H
intramolecular entre o &omo de hidrogénio do grupamento —-NH eo
atomo N-4 do anel heterociclico, o que permitia antecipar uma dife-
renca de energia razoavel entre os dois conférmeros de um mesmo
diastereoisdmero.® Estas distintas caracteristicas estruturais resulta-
vam numa diferenca da geometria molecular, eventualmente sufici-
ente para influenciar a resposta bioldgica.

A sintese desta nova série de derivados NAH foi realizada (Es-
guema 16) priorizando-se a obtencdo de derivados para-substitui-
dos (W) no anel terminal da fungdo iminica (Esquema 15). Outros-
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Figura 4. Conférmeros possiveis da série NAH 3-fenil-1,2,4-oxadiazol (30).

sim, estanovaclassede derivadosNAH (30) facultavaaintrodugéo de
uma nova variavel estrutural, em relacdo & série pirazolica origina
(23), digna de ser investigada quanto aos eventuai s efeitos sobre seu
perfil bioldgico, visto que poderiamos, variando abenzonitrila(31) de
partida, obter derivados substituidos (30, Y = H, Me, OMeeNO,) no
anel fenilico (d, Esquema 15) do sistema heterociclico.®
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O tratamento da benzonitrila (31, Y = H, Me, OMe, NO,), devi-
damente funcionalizada, com o cloridrato de hidroxilamina e carbo-
nato de sdédio, na presenca de metanol aquoso, produziu a
benzamidoxima correspondente (32). A reacdo das benzamidoximas
(32) com cloreto de metiloxalila originou os ésteres metilicos (33),
que, apds tratamento com hidrato de hidrazina, produziram as
hidrazidas (34). Estas, por condensacao catalisada por &cido com os
aldeidos adequados, produziram a nova série heterociclica de deri-
vados NAH (30).%®
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A andlise dos dados espectroscopi cos desta série (30), aexemplo
dasanteriores, evidenciou que aconfiguragdo daligagdo iminicaeraZ
€, novamente, aforma tautomérica eno-hidrazona predominava con-
formeindicou apresencado sinal as 12,5-13,0, trocavel com D,O (-
NH-) no espectro de RMN *H. Curiosamente, para o derivado 30 em
queY =OMeouMeeAr-W = Ph, observamosaformagdo de mistura
diastereoi somérica com predominancia do isdmero-E. Vale destacar
que estasérie de derivados (30) apresentou polimorfismo, poisarela-
¢80 diastereoi soméricamostrou-se dependente do método de cristali-
zagdo empregado.® Ademais, o espectro de RMN H da mistura
diastereoisomérica, em DM SO-d,, mostrava-se simplificado quando
asolucdo eraestocada, indicando a possibilidade deisomerizacdo da
ligagdo dupla, tempo dependente.®

Os resultados da avaliagdo farmacoldgica desta nova série de
derivados NAH (30), nos bioensaios de contor¢des abdominais
induzidas por &cido acético, indicaram que os derivados LASSBio-
176 (30a) e LASSBio-171 (30b), apresentaram superior atividade
analgésica, daordem de 52,3% e 50%, respectivamente, naconcentra-
¢&o de 100 mmol/kg, quando comparados aos demais membros da
sérieestudada, indicando que o substituinte do anel fenilico daunidade
oxadiazdlica ndo aterou o perfil de atividade analgésica observada,
potenciaizando-o quando o substituinte (30) Y = OMeeW =NMe,*®.
Contudo, o grupamento para-dimetilaminofeniladaunidadeiminica
(30c) mostrou-se, nesta série, menosrel evante paraaatividade analgé-
sicado que o derivado L ASSBi0-30 (23b) dasériepirazdlicaorigina,
gue inibiu em 63,9% as contorgdes induzidas em camundongos na
concentracdo de 100 mmol/kg.*®
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Estudos tedricos por model agem molecular nesta série 30 con-
firmaram que a conformagéo preferencialmente adotada pela
carbonila da funcdo NAH é S-trans em relacdo ao sistema
heterociclico e que o diasteréoisomero (Z) € o mais estavel. Ade-
mais, a conformagdo S-trans favorece sitio de coordenacdo possivel
0-0* ou O*-N* aém dagueles tipicos da funcdo NAH.

Foram realizados estudos do padréo de fragmentacdo desta série
(30)%® na espectrometria de massas, indicando a presenca de picos
correspondentes a fragmentag&o viarearranjo de McL afferty,® simi-
lares agueles identificados para a série protétipo 23.

Os ensaios desta série na atividade anti-agregante plaguetéria,
realizados nos mesmos model os farmacol dgicos das séries anterio-
res e com a mesma dose, ndo evidenciaram atividade significativa,
sugerindo que a introducdo do nicleo 1-fenil-1,2,4-oxadiazdlico é
deletéria para esta atividade.

SERIE ISOSTERA N-FENIL-1,2,3,-TRIAZOLICA (35)

Uma segunda série isostérica aguela pirazdlica original (23) foi
planejada, compreendendo os compostos triazolicos (35) (Esgquema
17).8

O plangjamento destasérietriazdlica(35) considerou aintrodugéo
de novo fator conformacionad, distinto daqueles da série original N-
fenilpirazdlica (23) e da série 3-fenil-1,2,4-oxadiazdlica (30). Desta
feita, o efeito pseudo-orto provocado em (30) pelos heterodtomos
do anel heterociclico do sistema oxadiazolico e ausente em (23), se
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verificano sistema 1,2,3-triazélico (35) apenas com o par de elé-
trons ndo ligantes do &omo de N-3 do nucleo heterociclico. Ade-
mais, pode representar, ainda, um novo sitio de coordenagéo possivel
N-O4,

A sintese da série de derivados NAH triazdlicos (35)% foi reali-
zada explorando metodol ogiasintéticadescritapor Lai eAnderson®,
por meio do emprego de sucessivas interconversdes de grupamentos
funcionais, utilizando o aldeido (36)% como produto de partida (Es-
quemal8).
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Osresultados dos bioensai 0s obtidos com astrés sériesisostéricas
(23), (30) e(35), indicaram, de forma geral, que a natureza do anel
heterociclico fenilado da fung@o N-acilidrazona (A, Esquema 14)
ndo alterava significativamente o perfil global de propriedades
farmacolégicas, distintamente do que parece sugerir a naturaza do
substituinte do grupo iminico terminal (B, Esquema 14).%

SERIE DE DERIVADOS NAH |MIDAZO[1,2-a]PI RIDINA (39)

Visando modificar-se a natureza hidrofébica da subunidade
heteroaromatica da fungéio N-acilidrazona (A, Esquema 14), um sis-
temadiaza-aromético com 10 elétrons-n foi identificado por fusdo do
anel N-fenilico dasérie pirazdlicaoriginal (Esquema19), produzindo
osistemaimidazo[1,2-a]piridina(39).%
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O plangamento estrutural desta série de derivados NAH (39)
considerou ainda a possibilidade da investigag@o do efeito orto do
grupo metila do sistema heterociclico no comportamento confor-
macional dacadeiafarmacofdricae, por conseguinte, naatividade des-
tanova série de derivados NAH (39).

Defato, estamodificacio estrutural permiteumaliberagdo estérica
do par de elétrons do &omo N-1, estericamente impedido nas trés
séries anteriores (23), (30) e (35), nas quais se verificou um angulo
de, aproximadamente, 170° entre o substituinte fenila e o plano do
anel heterociclico. Céculos de mecénica molecular demonstraram
uma conformacgao preferida S-cis entre o grupo carbonila da fungdo
NAH e o grupamento orto-metila®.

A sintese dos derivados da série 39 esta ilustrada no Esquema
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A condensacdo quimiosseletiva da 2-aminopiridina (40) com 2-
cloro acetoacetato de etila originou, em bons rendimentos, o éster
imidazo[1,2-a]piridinico (41), que, apds tratamento com hidrato de
hidrazinaforneceu a hidrazida 42. Posterior condensagéo de 42 com
0s respectivos aldeidos arométicos, catalisada por &cido, resultou
nos novos derivados NAH desgjados 39.%

Os resultados farmacol 6gi cos obtidos com esta série (39) permi-
tiram evidenciar seu perfil analgésico, destacando-se 0 composto
LASSBIi0-208 (39a), que possui 0 substituinte para-bromofenila no
grupo iminico terminal, capaz de inibir em 45% (100 umol/kg) as
contorcdes induzidas em camundongos. O derivado para-
dimetilaminofenila correspondente (39b) apresentou 38% de inibi-
¢&o das contorgfes abdominais neste bioensai0.%
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Com vistas ase investigar a contribui¢éo da subunidade -NH-,
sitio aceptor-H eminteracBes com biorreceptores paraestaatividade,
promoveu-se sua N-alquilagdo, obtendo-se, conforme ilustrado no
Esquema?21, o derivado N-metilado (LASSBio-306, 43), que, quan-
do avaliado farmacologicamente, se mostrou menos ativo que o
LASSBI0-208 (39a).% Este resultado indicou que, ou a subunidade
NAH interage por meio de ligagdes-H com o sitio receptor, sendo o
cérater doador-H predominante ou, ao nivel do receptor, estesitio de
reconhecimento molecular é sensivel avariacOes estéricas, sendo a
atividade analgésica dependente da natureza ndo substituida do
—NH- dafungdo NAH.

LASSBio-208
LASSBio-306

Esquema 21

Por outro lado, aintroducgdo de grupo metila na ligagdo iminica
N=C dafuncdo hidrazona, nesta série, exemplificada pelo composto
LASSBi0-247 (44),% reduziu consideravelmente a atividade anal gé-
sica, sugerindo que o biorreceptor envolvido nesta resposta apresen-
ta restricdes estéricas ao reconhecimento nesta regido de interaggo.
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A IMPORTANCIA DO SUBSTITUINTE DA SUBUNIDADE
ARIL-IMINA NO PERFIL DE ATIVIDADE DA SERIE DE
DERIVADOS IMIDAZO[1,2-A]PIRIDINICOS (39)

Reconhecendo-se que a fungdo NAH tem uma relagdo aza-
viniloga com amidas (Esquema 22), presentes nos peptideos como
sitios de reconhecimento para hidrélise catalisadas por proteases® e
que estas enzimas sdo alvos terapéuticos atraentes para a
quimioterapia da inflamacdo,® AIDS® (HIV-proteases) e doencas
provocadas por protozodrios, e.g. Plasmodiumfal ciparum (fal cipaina)
e Trypanosoma cruz (cruzipaina),” causadores da maléria e da do-
enca de Chagas, respectivamente, decidimos, nesta série de deriva-
dos NAH 39, sintetizar derivados com substituintes orto- e orto-
para-di-substituidos na subunidade ariliminica. Dessa forma, pode-
riamosinvestigar acontribui¢so do tipo “ endereco” * destasubunidade
estrutural nestaclasse de derivados NAH, conforme sugeriam osresul-
tados obtidos com as séries anteriores (23), (30) e (35) ao nivel dos
substituintes para-dimetilaminofenila e para-bromofenila, predomi-
nantemente analgésicos, e 2-furila, preponderantemente anti-
agregante plaguetério.
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Considerando-se que as principais proteases de protozdarios sao
proteases cisteinicas (Cys-proteases),®®™ nas quais o nucledfilo é
uma unidade cisteina, antecipou-se a possibilidade de que a
insaturacdo iminica fosse reconhecida como “ancora’ hidrofdbica
pelo sitio ativo enzimético, oferecendo o centro eletrofilico da fun-
¢do NAH a enzima. Esta hip6tese se fundamentava em resultados
descritos por Li e colaboradores™ sobre a atividade inibitoria de
compostos estruturalmente relacionados (e.g. ZL1-48A, 45) em
protease de protozodrios.

OH
L
N. N.
\IIV)S‘/ \N/
H o
HO

71148A

45

Ensaios de inibi¢&o com os derivados orto-hidroxifenilados des-
ta série 39 (eg. LASSBI0-334, 39c) sobre a cruzipaina (TCP, Cys-
protease de T. cruz) apresentaram-se qualitativamente positivos™ .
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Curiosamente, derivados para-hidroxifenilados (39d), para-
metoxifenilados (39e) e orto-para-diclorofenilados (39f), entre ou-
tros, mostraram-seinativos nestes ensaios, indicando a participacéo
daorto-hidroxilanaatividade anti-protease™. A racionalizagdo para
o provavel mecanismo molecular de acéo dos derivados orto-
arilidroxilados (39c) foi postulada como envolvendo uma espécie
eletrofilicado tipo orto-quinonametideo (46) (Esquema23), origina-
da, apenas, a partir do isdmero E de derivados NAH orto-
arilidroxilados (39¢)™. Ademais, determinou-se, teoricamente, que a

39¢Z=0H, W=H
39dZ=H, W=OH
39¢ Z=H, W = OMe

39fZ=W=Cl
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formaorto-quinonametideo (46) é energeticamente favorecidaneste
isdbmero e que seu centro eletrofilico principal, que origina o aduto
maisestéavel com otiolato (RS) como nucledfilo™ ™, estasituado no
carbono eletrofilico da forma orto-quinonametideo (46) e ndo na
carbonila da fungdo NAH, nem no sitio eletrofilico de espécie
transiente do tipo diazocetona (47), reconhecidamente el etrofilica.
Estesresultados referendaram o mecanismo molecul ar teoricamente
proposto,”™ ™ no qual ocorre uma prototropia inicial, necessaria a
formag&o da espécie reativa orto-quinonametideo, que, por suavez,
pode sofrer o atague nucleofilico da Cys-25 do sitio catalitico da
enzima, promovendo a formag&o de ligagdo covalente, estavel no
aduto.™

Estaracionalizacdo sugere paraesta classe deinibidores, deriva-
dos hidrazonicos do sdlicilaldeido, inclusive do ZLI148A (45), uma
inibicdo do tipo “suicida” " pela Cys-protease, operando de forma
irreversivel, alids, como é desgjavel para agentes quimiotergpicos.™

MODIFICACOES ADICIONAIS NA SUBUNIDADE ACIL-
ARILA

Visando ampliar a diversidade molecular nesta classe de deriva
dos NAH bioativos, de maneira a que se obtivessem novos represen-
tantes variando-se o caréter eletrostatico, a polarizabilidade, a super-
ficie e hidrofobicidade da subunidade acil-aromética A (Esquema
14), capaz de ser reconhecida pelo sitio biorreceptor por interagdes
n-staking, dependentes destas propriedades estruturais, decidimos
investigar sistemas arométicos nos quais se variassem o0s el étrons-r,
conforme ilustrado na arvore isostérica do Esquema 24

Nesta Gtica, o sistema pirazolo[ 3,4-b]piridina (48)™ originou-se
do protétipo N-fenilpirazdlico (23) por anelagéo (a, Esquema 24),
respeitando-se a presenca de um &omo de nitrogénio em C-5do sis-
tema pirazolico, a exemplo do que ocorriana série hidrazonicainicia
(12). Adicionalmente, empregando-se o bioisosterismo cléssico de
anéis® sobre esta série (b, Esquema 24), o sistema tieno[2,3-
c]pirazolico (49), também de 10 elétrons-r, desenhou-se como atra-
ente objetivo. Por hibridag8o molecular (¢, Esquema 24) dos niicleos
pirazolo[3,4-b]piridina (48)™ e tieno[2,3-c] pirazol (49)%®, desenhou-
se 0 sistema de 14 elétrons-nt pirazolo[3,4-b]tieno[2,3-d]piridina
(50)2. Finalmente, por simplificacdo molecular o derivado tiofénico
(51, d, Esquema 24)® e isdsteros mais simples (52, e, Esquema 24),
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com apenas 6 elétrons-rt,%2 foram sintetizados, de forma a comple-
mentar a diversidade molecular desta classe de derivados NAH
bioativos.
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Esquema 24

SERIE DE DERIVADOS NAH N-FENILPIRAZOLO[34-b]-5-
PIRIDINICOS (48)

A nova série de derivados NAH contendo 10 elétrons-r no anel
acil- aromatico, mas ainda possuindo o grupo N-fenila do protétipo
origina (23), esta representada pelo sistema pirazolo[3,4-b]piridina
(48).™ 8 Nesta familia de compostos, manteve-se uma rel agéo-meta
dafungdo NAH com o nitrogénio do anel acil-heteroarila, aexemplo
do que ocorria na série pirazdlica-protétipo (23), regio-localizando
a cadeia farmacoférica NAH em C-5. Ademais, 0 mesmo padrdo de
substituicdo em orto com dois &omos de hidrogénio mimetiza, si-
multaneamente, o padréo estrutural e conformacional observado na
série prototipo (23), permitindo que se avaliem os efeitos da
hidrofobicidade do novo sistema (48) nas atividades investigadas.

A sintese destes derivados 48 esta ilustrada no Esguema 25.7 &

A reacdo de Michael entre etoximetilenomalonato de etila
(EMME) e a N-fenil-3-metil-5-aminopirazol (53) levou ao aduto de
adicdo 4-hidroxilado (54), que foi tratado com oxicloreto de fésfo-
ro, fornecendo 55. Hidrogendlise de 55 produziu o éster 56, que,
apos hidrazindlise com hidrato de hidrazina, produziu a hidrazida
57. Condensagdo catalisada por &cido de 57 com os respectivos
aldeidos originou a nova série desejada 48 (Esquema 25).” Quando
o cloro-éster 55 foi tratado nas condicdes de hidrazindlise obteve-se,
quantitativamente, o derivado triciclico 58 (Esquema 26).™

Umaforte absor¢&o no espectro 1V em 3200 cm-1 (N-H) associ-
ada a presenca de sinais simples nos espectros de RMN H e 2C em
8 8,5-9,0 e d144,2-148,5 (C-H iminico), respectivamente, permitiu
evidenciar a predominancia da forma tautomérica eno-hidrazonica e
da configuragdo Z para ainsaturagdio na série de derivados 48. Ade-
mais, estudos de modelagem molecular com uma série de compos-
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Esquema 26

tos similares mostraram uma diferenca de ca. 3 Kcal/mol em favor
deste diastéroisdmero®.

A investigacdo das propriedades farmacol 6gicas desta série (48)
indicou para o derivado n&o-substituido LASSBio-59 (48a, W=H,
Esgquema 24) atividade analgésica equipotente (51%, 93 umol/kg) a
dipirona usada como padréo.™ &

Estudos preliminares sobre arelagdo quantitativa entre a estrutu-
ra quimica e a atividade farmacol 6gica (QSAR) realizados paraa sé-
rie de derivados pirazol o-piridinicos 48 sugeriram aimporténcia dos
fatores lipofilicos dos substituintes na subunidade arila da funcéo
hidrazénica para a atividade ana gési ca apresentada por estes deriva-
dos™ e permitiram identificar uma nova relacdo bioisostérica entre
os anéis pirazol e pirazolo[3,4-b]piridina.

SERIE COM 10 E 14 ELETRONS-7: TIENO[2,3-c]PIRAZOL
(49) E PIRAZOLO[3,4-b] TIENO[2,3-d]PIRIDINA (50)

Conforme plangjado inicialmente (Esquema 24) investigamos,
em seguida, o efeito da hidrofobicidade do sistema de 10 elétrons-n
efetuando atrocaisostéricado anel piridinico de (48) por um nucleo
tiofénico, levando aos derivados NAH com o sistema tieno[2,3-
C]pirazol (49).%

A sintese destes derivados esta ilustrada no Esquema 27.%°

A partir de N-fenilpirazolona (59) realizou-se a reagdo com o
complexo deVilsmeler-Haack | ogrando-se obter, em umadnicaetapa,
o cloro-aldeido pirazdlico (60) em bonsrendimentos. Esteintermedi-
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Esquema 27

a&rio (60), corretamente funcionalizado, permitiu efetuar-se, por trata-
mento com o anion do tioglicolato de metila, em condic¢des padroniza-
das, aconstrucdo do sistemabiciclico tieno[ 2,3-c] pirazdlico (61), em
processo one-pot. Este compreende uma reagdo de substituic@o
nucleofilica aromética e subsequiente ciclizagdo do tipo Claisen, in
situ.® Finalmente, hidrazindlise do éster (61) com hidrato de hidrazina
produziu ahidrazida(62), que, por condensacdo catalisada por écido,
com os a deidos adequados, levou a obtencdo dos derivados da série
49, em bons rendimentos globais.

Os derivados NAH triciclicos com 14 elétrons-n no sistema
pirazolo[3,4-b]tieno[2,3-d]piridina (50) foram sintetizados
analogamente conformeilustra o Esquema 28, a partir do cloro-éster
(55), empregando-se a mesma estratégia one-pot &L,

Os novos derivados NAH (50) foram estruturalmente caracteri-
zados, sendo o diastéreoi somero-Z predominante, exceto parao com-
posto 50 no qual W = OMe (Esguema 24), que se mostrou como
mistura Z/E. Nesta série de derivados NAH (50) investigamos o efei-
to-orto da hidroxila vizinha a cadeia farmacoférica, tendo sido pos-
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sivel evidenciar, por estudos de model agem molecular empregando o
Hamiltoniano AM 1 do programaMOPAC 7.0, que devido aformagéo
de ligagdo-H intramolecular o conférmero S-cis predominava
(e.g. 50a).%

H,C
\
N

O\(H

50a

Estes compostos (50) mostraram-se predominantemente anti-
agregantes plaquetarios inibindo a agregacdo induzida pelo fator de
agregacdo plaquetaria (PAF) em torno de 30% na concentracéo de
100 uM. Quando ensaiados no model o das contorgdes induzidas em
camundongos, o derivado para-dimetilaminofenila (50a) foi o mais
ativo, apresentando atividade relativa a dipirona de 0,84 na dose de
100 pmol/kg.8t

N-ACILIDRAZONAS COM 6 ELETRONS-nt (52) NA
UNIDADE ACILA

Conforme ilustrado no Esquema 24, restava-nos investigar, ain-
da, a contribuicdo de anéis com 6 elétrons-.82 Por simplificagdo
molecular da série (49), excluindo-se a subunidade N-fenilpirazol
(C, Esquema 24), a série tiofénica (51) foi identificada e diversas
novas séries isostéricas (52, Esquema 29) foram sintetizadas.

A sintese destas séries de derivados NAH (52a-j, Esquema 29)
se fundamentou na mesma metodologia anteriormente descrita, a
partir do éster corrrespondente efetuando-se as interconversdes fun-
cionais necessérias.®

Como todas as séries de derivados NAH até entdo estudadas apre-
sentavam a funcdo NAH diretamente ligada ao sistema aromético,

Esquema 28
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decidiu-se investigar o efeito da introdu¢@o de uma unidade
espacadoraentre o grupamento farmacoforico e 0 anel aromético (Es-
guema30), obtendo-se andl ogos conformacional mente maisflexiveis,
com unidade espacadora de dois &tomos de carbono (C,), saturada e
insaturada (65a,b).82
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Os derivados (65a) foram sintetizados por hidrazindlise do éster
(664), preparados segundo o Esquema 31, seguido de condensacdo
acido catalisada com os adeidos adequados.® A Unica excegdo foi a
série insaturada (65b), na qual a hidrazida foi preparada a partir do
respectivo cloreto de &cido (67), uma vez que ndo se logrou obter a
quimiossel etividade desejadaquando setratou o éster correspondente
(66b) nas condigdes de hidrazindlise.® Nestas condicdes, observou-
se a competicdo da reagdo de adicdo do tipo Michael. O cloreto de
&cido (67), por suavez, foi preparado condensando o piperonal (68),
oriundo do safrol (8), por condensagédo com &cido mal6nico nas con-
digdes de Knoevenagel-Doebner, originando o éster acrilico corres-
pondente (66b), que, tratado com cloreto detionila, forneceu o cloreto
de &cido desgjado (67), cuja configuracdo-E da ligag&o dupla C=C
foi identificada por RMN H.8” A oxidacdo do piperona (68) nas
condicBes de Yamada (iodo, hidréxido de potassio em metanol)® foi
0 método de preparacdo do éster precursor da série (52a).%

A influénciado anel 1,3-benzodioxdlico presente nas séries 52a
e 65 na atividade analgésica observada para estes compostos foi
investigada pela avaliagdo das séries isostéricas 52b-j descritas no
Esquema 29.

Da mesma maneira que para com as séries de derivados NAH
anteriores, estas também tiveram a configuragcdo da dupla ligagdo
iminica determinadaf®®” e confirmada pelo estudo da estabilidade
relativa na formagdo dos dois possiveis diastereoi sbmeros por mo-
delagem molecular, usando o Hamiltoniano AM1 do programa
MOPAC, versdo 7,0.%

Cabe ressaltar que nos derivados com a unidade espagadora C,
saturada e insaturada, arilideno 3,4-metilenodioxifenil-
propionilidrazina (65a) e arilideno 3,4-metilenodioxifenil-
acriloilidrazina (65b), respectivamente, a configuragdo da ligagdo
C=N foi identificada como sendo distinta das séries em que aunida-
de acila esta diretamente conjugada com o anel aromético ou
heteroaromatico. Nestes compostos, a configuragéo-E predomina.®
Estes resultados sugerem o envolvimento de fatores estereo-eletro-
nicos, em estudo no momento, na diastereossel etividade da etapa de
condensacgdo catalisada por &cido da hidrazida com carbonilas
aldeidicas.®

Os compostos foram ensaiados nos protocol os cléssicos, permi-
tindo identificar-se os derivados (52a), da série benzodioxol, com o
substitinte Ar-W, sendo, respectivamente, 2-piridinil (52aa), 3-
piridinil (52ab) e para-dimetilaminofenila (LASSBio-125, 52ac)
como promissores protétipos de agentes anal gésicos periféricos re-
duzindo as contorgdes induzidas em camundongos, quando admi-
nistrados por viaora naconcentracdo 100 umol/kg, em 54,7, 51,8 e

. < jg)L HO,C COz < j@/\/ QO,H
3
2) 0 -0 ,AcOH, -10 C,4h

MeOHJ H,SOy (cat.)
Py

<Oj©/\/c()2cﬂ3
0 66b

l SOCl,/Py

CO,CH,

0.
<0 QOH peon, H,80, (cat.) < j@/\/ 3 0. cocl
_— >
\ o oS
66a 67

66d

O

Esquema 31



Vol. 25, No. 1

51,2%, respectivamente, 0 que representa um indice de poténcia 1,5
relativo adipirona.® Estesresultadosreforgam o carater farmacoférico
também do substituinte iminico para-dimetilaminofenila na agdo
analgésica. Em termo de comparacdo, o analogo nao-substituido
correspondente, LASSBi0-123 (52ad) apresentou-se menos potente
(41%), quando administrado pelamesmaviae nas mesmas concentra-
coes. 82

A naturezaperiféricadeste efeito analgésico foi confirmadaquan-
do se investigou uma possivel acdo central, dos derivados mais ati-
VoS, no ensaio da placa-quente (hot-plate), empregando-se morfina
como padrdo.®
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A bis-homologacao, resultante da introducdo da unidade
espagadora C,, correspondendo aos derivados arilideno 3,4~
metilenodioxifenilpropionilidrazina (65a), mais flexiveis,
potencializou a atividade analgésica do derivado para-
dimetilaminofenilado, conforme ilustraram os resultados do com-
posto LASSBio-131 (65aa), que reduziu em 67,1% as contorgdes
induzidas em camundongos, quando administrado por via ora na
dose de 100 pmol/kg.® Entretanto, este efeito de potencializacéo da
atividade analgésica, pelaflexibilizagdo conformacional, somente se
mostrou eficaz nos derivados possuindo o grupamento para-
dimetilaminofenila, pois o derivado ndo substituido LASSBio-359
(65ab) mostrou-se menos ativo.#? Outrossim, na série de isdsteros
piridinicos, orto-, meta- e para- (52b, 52c, 52d) a influéncia do
espacador C, também ndo se verificou.®

65aa W = NMe,

65ab W =H

A contribui¢go da unidade 3,4-benzodioxol da série 52a para a
atividade analgésica foi investigada, também, quando se confrontou
a atividade analgésica dos derivados arilideno benzoilidrazina (52f)
com o correspondente and ogo benzodioxdlico (52ac). Esta simpli-
ficagdo molecular mostrou-se deletéria para a atividade analgésica
como evidenciado pelo derivado LASSBi0-352 (52fa), que, pratica
mente, ndo apresentou atividade quando ensaiado nas mesmas con-
centracOes que 52ac.®
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Estes resultados reafirmam a contribui¢do farmacoforica do
grupamento para-dimetiaminofenila da subunidade iminica paraa
atividade anal gésicaeindicam que seu caréter doador deligagéo-H é
um fator estrutural provavelmenterelevante paraestaatividade. Ade-
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mais, indicaram, ainda, que o biorreceptor envolvido ndo reconhece
substituintes aceptores de ligagdo-H no anel acil-aromético, ao
menos quando naposi¢do para- do anel fenilico. Todavia, aauséncia
de atividade analgésica significativa para o composto tiofénico
(51, W = NMe,, Esquema 24) sugere que a presenca da ponte 3,4-
benzodioxol, aceptorade ligagdo-H, possarepresentar, nestasériede
compostos com 6 elétrons-nt (52), um requisito estrutural acessorio a
atividade analgésica. Isto se verifica desde que esteja conjugado a
outrosfatores estruturais, como sugerem os resultados obtidos com
0 LASSBi0-575 (52j, W = NMe,, Esquema 24), que, embora pos-
sua o substituinte para-metoxifenilana subunidade acila, ndo apre-
sentou atividade analgésica.®

Curiosamente, a presenca da insaturagdo na unidade espacadora
C,, levando a série viniloga (65b), provocou reduggo drastica na ati-
vidade analgésica, conforme ilustrado pelo LASSBio-353 (65b, W
= para-C.H,NMe,), que se mostrou menos ativo que o derivado
saturado correspondente (65aa, LASSBio-131), 0 mais ativo nesta
série.® Estes resultados parecem indicar que a flexibilidade
conformacional dacadeiaNAH éum fator estrutural que potenciaiza
esta atividade. Ademais, quando a unidade espagadora mimetizou
umaligagdo peptidica (eg. 73, 74), naqua podem ocorrer ligagdes-
H intramoleculares capazes de orientarem conformacionalmente a
cadeia que possui o principa grupamento farmacofdrico, também
ndo se observou atividade analgésica digna de nota.
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Com o intuito de se elucidar a natureza das interagGes envolven-
do os substutintes do anel acil-aromético desta classe de derivados
NAH bioativos, com os biorreceptores nociceptivos, decidiu-se sin-
tetizar osderivados cloro-subtituidos representados pel as séries orto-
clorada (52i), para-clorada (52g) e orto-para-diclorada (52h) (Es-
quema 29)%®. A introducéo dos a&tomos de cloro no anel fenilico, pra-
ticamente, exclui a possibilidade de interagdes por ligagdes-H com o
sitio receptor, conforme sugerido pela atividade dos derivados com
0 sistema benzodioxol (52a).

Os resultados dos bioensaios de analgesia obtidos com estas sé&-
ries de NAH cloradas (52ghi) indicaram que aintroduc&o de &omos
de cloro no anel aromético, independente do padréio de substituicao
do anel aromético do término iminico, levaa perdadaatividade anal-
gésica.® Estes resultados, embora negativos em termos de atividade
anal gési ca, contribuiram significativamente paracompreender-se que
a0 nivel do anel acil-aromatico deste compostos NAH, o reconheci-
mento molecular pelos receptores nociceptivos envolvidos podem
operar por ligagBes-H regiosseletivas ou explorando propriedades
redox do padréo de substituic8o, quando fenil-oxigenado.

Visando compreender os aspectos conformacionais envolvidos
na potencializagéo da atividade anal gésica observada com aintrodu-
¢ao da unidade espagadora C,, saturada, decidimos introduzir uma
restrico conformacional na cadeia NAH, mas mantendo a natureza
sp® de sua unidade espagadora. Este raciocinio nos conduziu a série
isocromanilacetilarilidrazonas (75) (Esquema 32),% cujos acidos
correspondentes (76) ja haviam sido identificados como
antiinflamatdrios®. Estes derivados (75) foram sintetizados utilizan-
do-se o éster (76a), obtido apartir do safrol (8), conformeilustrado no
Esquema 32.%

Os resultados obtidos na avaliagdo das propriedades analgésicas
destes compostos (75) indicaram amaior atividade anal gésica nova-
mente parao derivado para-dimetilaminofenilasubstituido LASSBio-
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143 (75a), que reduziu as contor¢des induzidas em camundongos
na ordem de 53,3%, quando administrado p.o. na concentragdo de
100 mmol/kg.*

H,C N

75a

N,
~
H3C, CH;

Vale destacar que nesta série, observou-se apresencamajoritéria
do diasteréoisomero (E) ao nivel daligagdo iminica®. Devido aexis-
ténciado centro estereogénico em C-1 do anel isocromanico e apre-
senca da insaturagdo iminica nesta série de derivados NAH realiza-
ram-se cuidadosos estudos de RMN da mistura diastereoisomérica
de cada composto (75), permitindo evidenciar arelacdo de 70:30 em
favor do diastereoisdmero-E.

Os resultados farmacol égicos obtidos com o derivado (75a) su-
gerem que a restricdo conformacional introduzida pelo anel
isocromanico nesta série pode estar mimetizando a conformagdo
bioativa do composto (65ac), possuindo a unidade espagadora C.,.

Finalmente, nossos estudos visando & compreensdo dos fatores
estruturais envolvidos na resposta anal gésica desta série de deriva-
dos NAH conduziram-nos a investigar a contribui¢do da carbonila
da fungdo NAH, capaz de interagir com os receptores nociceptivos
por meio deligagBes-H, atuando como sitio aceptor-H. Destaforma,
decidiu-se efetuar a troca isostérica funcional da carbonila dos deri-
vados NAH por um grupamento sulfona,* de forma a favorecer as
possibilidades de interacBes aceptoras de ligagdes-H (Esquema 33).
Desta forma, foram sintetizados os isosteros N-sulfonilidrazénicos
(SAH) (77 e 78).* Os resultados dos ensaios farmacol égicos com a
série (77) indicaram perfil analgésico similar aos derivados NAH
correspondentes,®® confirmando, de um lado, a validade da troca
isostérica realizada como estratégia de modificagdio molecular nesta
classe, e de outro, reiterando a possibilidade de interag&o desta fun-
cionalidade com os receptores mediante ligagdes-H.

Quim. Nova
bioisosterismo
funcional
[o] A, //
H / \‘ /N H
7
{ Y = T
H X
ag ARILA
HETEROARILA HETEROGHILA
® O
Esquema 33

SERIE IMIDAZOLICA, NOVA CLASSE DE COMPOSTOS
ANALGESICOS DESCOBERTA POR OTIMIZAGAO

Face aos resultados até entdo obtidos, decidimos concentrar es-
forgos no estudo da atividade analgésica desta classe de derivados
NAH, investigando a eventual potencializacdo da atividade analgé-
sica, identificadanestaclasse, pelaintroducdo nasubunidade acilarila
de um sistema heteroaromatico com 6 elétrons-rt, capaz de interagir
por ligagBes-H com os biorreceptores envolvidos nas resposta
algésica. Desta forma, por simplificagdo molecular da série
imidazo[1,2-a]piridina(39) com propriedades anal gési cas previamen-
te identificadas, originou-se a nova série N-acil-5-metil-4-
imidazolilidrazona (79) (Esquema 34).%

0 o
. L s
o :” N/N H simplificagio ﬁ N~ H
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S H 4 H
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Esquema 34

Esta nova série (79) apresenta como principal caracteristica es-
trutural elevado indice de similaridade com a série protétipo (39),
desde a presenca do substituinte metila no anel heterociclico, tam-
bém orto-orientado em relagdo a cadeia farmacofdrica NAH. Nesta
série (79) a presenca deste grupamento orto-metila se fazia necessa-
ria para “fixar” as formas protoméricas possiveis nos sistemas
imidazdlicos (Esquema 35), facilitando o estudo da relagdo estrutu-
ra-atividade analgésica. Ademais, face aos dados relativos aos efei-
tos analgésicos maximos das séries anteriomente investigadas, o
substituinte W do anel fenilico da subunidade iminica foi definido

como para-orientado.
H [0}
\Nrk AN
{ ) 1
\N H
CH,
w

(0]
N. N.
¢ ]ﬁk*’
N H
/ CHg
H

Esquema 35
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A sintese destes derivados (79) estailustrada no Esquema 36.%
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Esquema 36

A oxidag&o do @ cool imidazdlico (80) com didxido de manganés
em metanol levou ao aldeido correspondente (81). Oxidagéo empre-
gando cianeto de sddio em metanol®” conduziu ao éster metilico 82,
precursor classico das hidrazidas necessarias a construcéo da unida-
de NAH. O éster 82 pdde ser convertido a hidrazida correspondente,
nas condic¢des de hidrazindlise classicamente empregadas a0 longo
deste trabalho, conforme evidenciado por andlise cromatogréficada
mistura reacional. Infelizmente, a despeito das inimeras tentativas
realizadas no sentido de seisolar, classicamente, este intermediario-
chave (83), ndo selogrou sucesso, tendo esta substancia se mostrado
extremamente hidrossol ivel . Face a este resultado, inesperado, con-
seguiu-se superar esta limitacdo experimental efetuando-se o trata
mento da mistura reacional contendo 83, com excesso de acetona, &
temperaturaambiente. Este procedimento levou aformagdo, insitu, da
hidrazona correspondente (84), que precipitou no mei o reacional como
um solido amarel o, estavel. Nesta etapa, paraaobtencdo dasdiversas
NAH desgjadas, ahidrazonadaacetona (84) foi submetidaareagso de
transidrazonagéo com os aldeidos desgjados, fornecendo os deriva
dosfinais da nova série 79, em bons rendimentos globais (Esquema
36) %

Estudos realizados por mecénica molecular e métodos semi-
empiricos para confirmagdo da configuragdo da ligacdo dupla C=N
da funcdo hidrazona e do protdmero de maior estabilidade nesta s&-
rie 79, indicaram que o protdmero N-1 era mais estavel que o
protdmero N-3, devido, provavelmente, a proximidade do grupo
metila em C-5%.

Andlise espectroscopica, cuidadosa, por RMN deH e #CelV,
dos compostos 79 permitiu evidenciar aformagao diastereossel etiva
do isdbmero-Z, predominanciadaformaeno-hidrazonae do tautdmero
N-1, conforme antecipado pelos cél cul os téoricos.®

As atividades antiinflamatérias foram investigadas, in vivo, nos
ensaios classicamente empregados no laboratorio, evidenciando, no
ensaio do edema de patainduzido por carragenina, umainibicdo sig-
nificativa, em torno de 56,4%, parao composto (79a) com o subgtituinte
para-bromofenila no grupo iminico terminal e 40% para o anadogo
para-dimetilaminofenila (79b), na dose de 100 pmol/kg. Ademais, o
mesmo derivado para-bromofenilado (LASSBi0-349, 79a) reduziu
em 61,7% as contorgdes induzidas em camundongos na concentracao
de 50 umol/kg, enquanto que o derivado para-dimetilaminofenilado
(79b) correspondente mostrou-se 58% ativo na concentragéo de 100
pmol/kg.® Nesta série de derivados NAH (79) foi obtido o composto
com o substituinte arométi co da subunidade iminica contendo o grupo
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3,5-di-tert-butil-4-hidroxifenila(79c), queapresentou umvaor deED,
de 18,75 pmol/kg, sendo 0 anal gésico mais potente obtido durante estes
estudos. Este representa um auténtico novo prot6tipo, ativo, inclusive,
no modelo farmacolégico da formalina que remete aos mediadores
prostandides.*®

tBu’ tBu
OH

LASSBi0-349 (79¢)

EDs(18,75 umol/’kg

Estes resultados coroaram os esforcos realizados no estudo des-
ta classe de derivados bioativos, visto que a série de compostos NAH
imidazdlicos (79) representa uma nova classe de potentes candida-
tosaagentes analgésicos periféricos, defécil acesso sintético. A maior
poténcia do derivado (79c¢), possuindo um grupamento com propri-
edades redox particul ares, sugere que esta substancia possa estar atu-
ando por mecanismo no qual as caracteristicas redox sejam
farmacoforicamente relevantes. Tal mecanismo esta sendo investi-
gado no laboratério no momento.

Em resumo, face aos resultados obtidos nestes estudos sobre a
relacdo-estrutura e atividade nas diferentes séries destes novos deri-
vados NAH bioativos, esquematizamos na Figura 5 as possiveis
interacOes de suas subunidades estruturais com os receptores hipoté-
ticos, nociceptores ou ndo, envolvidos nas respostas farmacol 6gicas
identificadas nesta nova classe de compostos-prototipos.

nmmrm
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Figura 5. Possiveis interagoes dos derivados NAH com os receptores
hipotéticos.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Face ao sucesso logrado com a descoberta do novo candidato a
protétipo de agente analgésico, representado pelo composto
LASSSBi0-349 (79c), novas variagOes estruturai sforam recentemente
introduzidas na subunidade acil-aromética. Estas encontram-seilus-
tradas no Esguema 37, combinando-se com o padréo da subunidade
iminica, representadas pelas novas séries (85-94), que estéo sendo,
agumas sintetizadas e outras avaliadas, farmacol ogicamente, no la-
boratério no momento.0%-104
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A titulo deilustragdo, os resultados farmacol 6gicos disponiveis
para a série inddlica (87) (Esquema 37) demonstraram que os deri-
vados contendo o grupo para-dimetilaminofenila (LASSBio-509,
87a), para-bromofenila (LASSBio-510, 87b) e fenila (LASSBio—
550, 87¢) na subunidade iminica, mostraram-se significativamente
ativos no teste de analgesia periférica, reduzindo, expressivamente,
as contor¢des abdominais induzidas por &cido acético, em camun-
dongos, na ordem de 50,5, 43,7 e 38,8%, respectivamente, na dose
de 100 mmol/kg.1*®

87a W = NMe,
87b W = Br

87c W=H

Cabe destacar que a eeicdo da natureza da subunidade acila nes-
tas novas éries de derivados NAH objetivou obter-se novos compos-
tos ativos, smultaneamente, em mais de um alvo-terapéutico envolvi-
do nafisiopatologia da dor e da resposta inflamatdria (e.g. 85)%, in-
clusive visando-se investigar possivel's agdes centrais (e.g. 86).2"

CONCLUSOES

Neste artigo procuramos reunir alguns dos resultados dos estu-
dos realizados no laboratério nos Ultimos dez anos, versando sobre a
Quimica Medicina de derivados N-acilidrazdnicos bioativos, estru-
turalmente planejados pelo emprego de estratégias de desenho
molecular, particularmente hibridac8o, simplificagdo molecular e
bioisosterismo classico, de anel e funcional, além de restricéo
conformacional. Estas estratégias visaram compreender a relagdo
entreaestruturaquimicaeasatividades antiinflamatérias, analgésicas

Quim. Nova

e antitromboaticas identificadas para esta classe de derivados. Como
ferramenta til ao plangjamento molecular das novas classes decom-
postos protétipos descobertos, empregaram-se técnicas de modela-
gem molecular, que se mostraram especialmente proveitosas na
elucidagéo de seus aspectos estruturais e conformacionais, relevan-
tesacompletacompreensdo darel acdo entre aestruturae asatividades
observadas.

Como fruto destes estudos, que permitiram a sintese de centenas
de novos derivados NAH bioativos, identificou-se a contribuicdo
farmacoforica da funcdo N-acilidrazona, além de se evidenciar outras
contribuigdes farmacofdricas ditintas, especificas para as atividades
analgésica e anti-agregante plaquetdria. Tais contribuicoes represen-
tam critérios moleculares Uteis para o plangjamento das novas modifi-
cagles estruturais a serem introduzidas nos prototipos descobertos,
representando a etapa de otimizagdo destas atividades e visando iden-
tificar os farmacdforos especificos envolvidos na “ mensagem-endere-
¢0" das diferentes atividades identificadas (Esquema 37).

Outrossim, estudos das propriedades estruturais desta classe de
derivados permitiram identificar o valor daconstante fragmentar para
afuncdo hidrazona e caracterizar padrdes espectroscopicos que per-
mitem a determinacdo da configuragdo da ligagdo iminica dafungdo
N-acilidrazona. Além disso, estes estudos evidenciaram, ainda, que
aconformagdo S-cisdafun¢do NAH predomina nesta classe de com-
postos, que hdo apresentam tautomeria eno-diazo, em solugdo. 1% 1®
Ademais, identificou-se a diastereosseletividade da etapa-chave de
sintese dos derivados NAH, a condensaco catalisada por éacido en-
tre hidrazidas e aldeidos aromaticos ou heteroaromaticos, que se
mostrou dependente de efeitos estéreo-eletrdnicos presentes na es-
trutura da hidrazida, objeto de investigagdo minuciosa no laboraté-
rio, Nno momento.

Vérias metodol ogias sintéticas foram empregadas para a obten-
¢80 dos diversos ésteres, precursores das hidrazidas, intermediarios-
chaves na sintese dos derivados NAH descritos, que foram, por sua
vez, preparados utilizando-se metodologia similar, de simples exe-
cucdo, baixo custo, versdtil e de bons rendimentos.

Destes estudos logrou-se identificar potente agente anti-agregante
plaguetério da classe das hidrazonas (17, LASSBio-316 ) com IC_ de
0,35 umol e dois compostos da classe das NAH (LASSBio-35, 233)
com IC_; de 23,7 umol, respectivamente, além de promissor agente
analgésico (LASSBi0-369, 79c) com ED, de 18,75 umol/kg, cujo
mecanismo de agdo é objeto de investigacdo no momento. O derivado
LASSBIi0-30 (23b) apresentou atraente perfil analgésico, sendo
5,2 vezes mais potente que a dipirona no ensaio de contorcdes abdo-
minaisinduzidas pela acetilcolina (ACh) em camundongos. Ademais,
0 composto LASSBio-132 (11€), ensaiado no modelo de pleurisia
induzida por carragenina em ratos, inibiu a migragdo de leucdcitos e
reduziu o volume de exsudato pleura em 96,6 e 93,4%, respectiva
mente, em doses de 40 umol/kg, representando importante perfil
antiedematogénico.

O derivado NAH, LASSBio0-39, quando investigado ao nivel
central, mostrou-se ativo sobre a liberagdo de neurotransmissores
em neurdnios hipocampais de rato, provavelmente, por intervir com
cétions divalentes aumentando a liberagéo espontanea e induzida de
GABA, possivelmente, pelo blogqueio da atividade dos canais de K*,
dependentes de Ca?, ou pela inibicdo da desativacdo dos canais de
Nat, dependentes de voltagem.'° Estes resultados acenam para no-
vas aplicacdes terapéuti cas desta classe de compostos NAH, fruto da
identificagcdo destas propriedades neuroativas.'®

Finalmente, como fruto destes estudos e da identificagdo do
envolvimento de derivados NAH com o Ca** celular, logrou-se des-
cobrir um composto cardioativo (LASSBio-294), que atua na
regulacdo do Ca?* em fibras cardiacas desnudas'! e cujo efeito
inotropico e derelaxamento vascular, aiado aausénciadetoxicidade
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aguda, motivaram depdsito de patente como candidato a farmaco
cardioativo.'*?
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