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RESUMO

A inflamacdo é um processo complexo e dindmico que compde a resposta imunitaria e, embora
faca parte dos mecanismos defensivos contra grande parte de lesdes, em muitos casos ela
propria pode também causar danos ao organismo. O processo inflamatério esta presente em
varias patologias que causam dor e diminuem a qualidade de vida da populacdo, sendo
necessario a utilizacdo de anti-inflamatdrios para combater a progressdo da inflamacéo.
Contudo varios efeitos colaterais principalmente a nivel gastrico e cardiovascular tem
estimulado a comunidade cientifica a desenvolver novas abordagens terapéuticas com menor
ou nenhum efeito adverso. Neste estudo foi proposto a sintese de 20 novas moléculas 3-indol-
tiossemicarbazonas, que foram sintetizadas, caracterizadas e bioavaliadas quanto a sua
toxicidade e ao seu potencial anti-inflamatdrio. A sintese dos derivados foi realizada de maneira
simples e rapida favorecendo a formagdo dos compostos com rendimentos variando de 33 — 90
% e caracterizados por RMN (*3C e 'H), IV e MS. Os derivados foram avaliados in vitro quanto
a sua citotoxicidade onde os compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e LQIT/LT-87 apresentaram
valores de concentracao correspondes a 24,5; 21,8; e 18,7 UM, respectivamente. No ensaio de
Linfoproliferagdo os mesmos derivados apresentaram valores de CCso<1 sendo promissores
guanto ao seu potencial de acdo anti-inflamatério. A administracdo oral dos compostos nédo
levou a efeitos toxicos significativos na dose de 2000 mg/kg nem provocou alteracdes
fisioldgicas e hematologicas. No teste do edema de pata induzido por carragenina 0s compostos
LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e LQIT/LT-87 foram avaliados nas doses de 10, 30 e 50 mg/Kg. O
composto LQIT/LT-81 destacou-se por inibir o crescimento do edema em 70,20% enquanto a
indometacina inibiu em 70,08% ambos na dose de 10 mg/Kg. Desta forma os resultados
indicam que os derivados 3-indol-tiossemicarbazonas apresentam atividade anti-inflamatéria
promissora.

Palavras-chave: inflamagdo. cicloxigenase. indol.



ABSTRACT

Inflammation is a complex and dynamic process that composes the immune response and,
although it is part of the defensive mechanisms against a large part of readings, in many cases
it itself can also cause damage to the body. The inflammatory process is present in several
pathologies that cause pain and decrease the quality of life of the population, being necessary
the use of anti-inflammatories to combat the progression of inflammation. However, several
side effects, mainly at the gastric and cardiovascular levels, have stimulated the scientific
community to develop new therapeutic approaches with little or no adverse effects. In this study
we proposed the synthesis of 20 new molecules 3-indol-thiosemicarbazones, which were
synthesized, characterized and bio-evaluated for their toxicity and their anti-inflammatory
potential. The synthesis of the derivatives was performed in a simple and rapid manner favoring
the formation of the compounds in yields ranging from 33-90% and characterized by NMR (13
C and 1H), IV and MS. Derivatives were evaluated in vitro for their cytotoxicity where
compounds LQIT / LT-76, LQIT / LT-81 and LQIT / LT-87 presented concentration values
corresponding to 24.5; 21.8; and 18.7 uM, respectively. In the lymphoproliferation assay the
same derivatives presented CC50 values <1 being promising for their anti-inflammatory action
potential. Oral administration of the compounds did not lead to significant toxic effects at the
dose of 2000 mg / kg nor did it cause physiological and hematological changes. In the
carrageenan-induced paw edema test, compounds LQIT /LT-76, LQIT /LT-81 and LQIT/LT-
87 were evaluated at doses of 10, 30 and 50 mg / kg. The compound LQIT / LT-81 was
distinguished by inhibiting edema growth by 70.20% while indomethacin inhibited 70.08%
both at a dose of 10 mg / kg. Thus the results indicate that the 3-indol-thiosemicarbazones
derivatives have promising anti-inflammatory activity.

Keywords: inflammation. cyclooxygenase. indoles.
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1 INTRODUCAO

As lesbes provocam uma série de eventos celulares e moleculares que auxilia
organismo a defender-se contra a invasdo de micro-organismos e estimulam processos que
restauram a estrutura e funcédo do tecido ou 6rgdo afetado (CHENG, et al., 2017). Os primeiros
eventos de liberacao de substancias plasmaticas compreendem a inflamag&o aguda, uma reacéo
em resposta aos sinais de patdgenos e células danificadas ou necréticas que incluem
modificagcdes vasculares, recrutamento de leucdcitos e ativacdo localizada de componentes
imunes inatos que, em conjunto, ativam células de imunidade adaptativa tanto local como
sisttmica (KING, et al., 2017).

Entretanto, em muitos casos essas respostas imunoldgicas ndo séo o suficiente para levar
a resolucdo dos processos inflamatdrios, sendo necessario a utilizacdo de medicamentos anti-
inflamatdrios, principalmente os nado-esteroidais (AINES) que atuam em mecanismos
especificos da cascata inflamatéria (MARTEL-PELLETIER, et al., 2011). A atividade
farmacoldgica dos AINES esté relacionada com a supressdo da biossintese das prostaglandinas
(PGs) pelo acido araquidénico (AA) através da inibicdo das enzimas ciclooxigenase 1 e 2
(COX-1e COX-2) (CLARK etal., 2013).

As ciclooxigenases (COXs), existem em trés isoformas, COX-1, COX-2 e COX-3. A
COX-1 é constitutivamente expressa em uma variedade de tipos de células e esta envolvida
principalmente na sintese de PG citoprotetoras no trato gastrointestinal (GI), enquanto a COX-
2 é indutivel e sua expressdo € induzida durante condi¢bes inflamatorias, provocadas por
moléculas pré-inflamatorias tais como interleucina (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF-a), e
lipopolissacarideo (LPS) (JACHAK, et al., 2014). Ja a COX-3 é expressa constitutivamente no
sistema nervoso central, sendo encontrado experimentalmente em cérebros de ratos,
principalmente em hipotalamo e hipofise (OKSUZ et al., 2015)

Os farmacos anti-inflamatorios pertencem a trés classes de compostos com diferentes
mecanismos de agdo. Os AINES atuam inibindo a COX-2 e assim conseguem exercer a sua
funcdo anti-inflamatdria, porém a pouca seletividade faz com que a COX-1 também seja inibida
e com isso desencadeiam a formacdo de ulceracdo gastrica dentre outros efeitos colaterais
devido as propriedades gastroprotetoras dessa enzima no estdmago (ZAMPRONIO, et al.,
2017). Os COXIBES, anti-inflamatorios seletivos a COX-2, surgiram como alternativa para o
tratamento de inflamag6es sem provocar os desconfortos gastricos ja associados aos AINES,
porém estudos posteriores revelaram que os COXIBES desencadeiam uma série de problemas
cardiovasculares, resultando na retirada do mercado de alguns medicamentos como o
rofecoxibe e valdecoxibe (JACHAK, et al., 2014 e SUMIT BANSAL, et al., 2014).
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Encontrar farmacos com maior eficacia e baixa toxicidade é um dos desafios na pesquisa
da inflamacdo. As tiossemicarbazonas pertencentes ao grupo das iminas, apresentam atividades
farmacoldgicas significantes, dentre as quais se podem destacar anti-inflamatoria (OLIVEIRA,
et al., 2016 e HELAL et al., 2013); antibacteriano (BECKFORD et al., 2011) e anticancer
(OLIVEIRA et al., 2015). Sendo assim, este trabalho teve como objetivo investigar o potencial
anti-inflamatorio de novos derivados indol-tiossemicarbazonicos através de ensaios bioldgicos
in vitro e in vivo afim de encontrar um novo composto com acdo anti-inflamatoria sem

apresentar os efeitos adversos dos medicamentos ja atuantes na clinica.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Sintetizar e avaliar a atividade anti-inflamatoria de 20 novos derivados 2-((1H- indol-3-
il) metileno)-N-substituidas-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar e determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos novos derivados da série
N-(2-indol-3-il) metileno-N-hidrazina-carbotiamida substituidos.

e Caracterizar estruturalmente os compostos através de Ressonancia Magnética Nuclear
de hidrogénio (RMN*H), Ressonancia Magnética Nuclear de carbono treze (RMN*C),
espectroscopia de absorgdo vibracional na regido do infravermelho (IV) e
Espectrometria de Massas (EM);

e Realizar ensaio de citotoxicidade em macréfagos J774;

e Realizar ensaio de linfoproliferacao;

e Dosear 0 Oxido nitrico e as citocinas TNF-a e IL-6

e Realizar ensaio de toxicidade aguda;

e Auvaliar atividade anti-inflamatéria do edema de pata induzido por carragenina em

camundongos
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 INFLAMACAO

O processo inflamatorio é uma autoprotecdo do organismo contra estimulos nocivos, e
como tal, atua destruindo, diluindo e isolando o agente agressor, além de preparar o local para
0S processos reparativos, como cicatrizacdo e regeneracdo do tecido afetado (Figura 1)
(CHENG, et al., 2017 e BARREDA, et al., 2017). No entanto, uma inflamag&o excessiva e
descontrolada pode levar a um estado inflamatério crénico que é propicio para a instauracdo de
importantes patologias como alergias, aterosclerose, gastroenterite, artrite, choque séptico e
doencas autoimunes (MENG, et al., 2016).
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@ O tecido lesado libera @ Ocorre vasodilatacdo, aumento da @ 0s fagicitos consomem os
histamina e prostaglandinas. permeabilidade do vaso e diapedese. patégenos e os restos de células

mortas. O tecido se recupera ou
progride para o processo cronico.

Figura 1: Desenvolvimento do processo Inflamatério Agudo. Fonte: modificada do REY, 2009.

A inflamacdo é um processo complexo que envolve componentes vasculares, celulares
e uma diversidade de substancias soltveis do plasma (DYKE e FREIRE, 2013 e BARROS et
al., 2010). Classicamente, é dividida em aguda e cronica e essa divisdo ocorre segundo a
duracdo da evolucdo do processo. Cinco sinais classicos podem ser observados no processo
inflamatdrio: calor, rubor, inchaco, dor e perda de fungdo. Sendo este Ultimo relacionado a
inflamacdo cronica (GILMAN et al., 2006).

A resposta inflamatdria aguda € dividida em duas fases: a fase inicial, que compreende
as primeiras horas (0-2 h), e esta relacionado com modifica¢des ocorridas no calibre dos vasos,
levando ao aumento do fluxo sanguineo e alteracdes estruturais na microcirculacdo que
permitem que as proteinas plasmaticas e os leucdcitos deixem a circulagdo e migrem para o

local da lesdo. Essas modificagOes sdo mediadas pela acdo das aminas vasoativas, histamina e
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serotonina (CRUVINEL et al., 2010), e a fase tardia que ocorre entre a quarta e sexta hora (3-
6 h), caracterizada pela exsudacdo de substancias dissolvidas no plasma como as citocinas e
migracdo celular. (CHIU et al., 2011 e ZHANG et al.; 2008). Ja a inflamacé&o cronica perdura
por longos periodos, e pode ocorrer a perda de funcdo do tecido e/ou 6rgéo e fibrose, sendo
caracterizada pela presenca de linfocitos e macréfagos, além da proliferacdo de vasos
sanguineos (BARREDA, et al., 2017 e CARVALHO, et al., 2004).

3.2 RESPOSTA IMUNE DA INFLAMACAO

O sistema imune é responsavel pelos processos de reparo tecidual como também pela
defesa do organismo contra infecgdes causadas por agentes de natureza diversa (LARBI e XU,
2017). Ele é capaz de fazer uma barreira protetora contra possiveis substancias ou
microrganismos nocivos a salde, distinguindo os invasores dos tecidos e substancias naturais
do corpo. (MEDZHITQV et al., 2000). H& dois tipos de imunidade, a inata e a adquirida. A
imunidade inata representa uma resposta rapida e estereotipada a varios tipos de estimulos. Ela
pode funcionar como barreiras fisicas, quimicas ou bioldgicas (COTA E MIDWINTER, 2015
e JANEWAY et al., 2010).

Durante a imunidade inata as células atuantes sdo macréfagos, neutrofilos, células
dendriticas e células Natural Killer — (NK), que tem por funcdo realizar fagocitose, liberar
mediadores inflamatérios, ativar as proteinas do sistema do complemento, além de estimular a
sintese de citocinas e quimiocinas (CRUVINEL, et al., 2010). As células mononucleares como
0s macréfagos entram em acdo secretando diversos mediadores, tais como éxido nitrico (NO),
interleucinas (IL) — 1, 6, 12, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e quimiocinas como a IL-8,
proteina inflamatoria de macréfago 1 alfa (MIP-1a), proteina quimiotatica de mondcito 1
(MCP-1), entre outros (KONSMAN et al, 2002). Esses mediadores vao ser liberados no inicio
da inflamacdo aguda e terdo acdo pro-inflamatoria, produzindo assim o0s eventos de
vasodilatacdo e migracéo celular (DELVES et al., 2000).

J& a imunidade adquirida depende da ativacao dos linfdcitos e das substancias solUveis
produzidas por eles. As principais caracteristicas da resposta adquirida sdo: especificidade,
diversidade de reconhecimento e especializagdo da resposta (DELVES et al., 2000). Os
linfécitos sdo um tipo de leucdcito presente no sangue e sdo produzidos no timo ou na medula
Ossea através das células-tronco linféides que se diferenciam em células pré-bdrsicas e pré-

timdcitos. Os pré-timécitos ddo origem aos linfécitos T que por sua vez vdo amadurecer nos
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orgdos linfoides periféricos (baco, linfonodos e amigdalas); e as células pre-bursicas dao origem
aos linfdcitos B (WALKER et al., 1999; MARTINFONTECHA et al., 2004).

Os linfocitos T sdo os principais responsaveis pela chamada imunidade celular, eles
atuam ora de forma a estimular ou atenuar a producdo de anticorpos pelos linfécitos B, ora
fagocitando as células corporais infectadas. Os linfocitos B d&o origem aos plasmaocitos e
células B de memoria que geram 0s anticorpos. S&o os principais responsaveis pela chamada
imunidade humoral, que se da via producéo e diluicdo de anticorpos nos fluidos teciduais ou
corporais (STANKOVIC et al., 2015 e SASSON et al.,, 1989). Os linfocitos vao ser
responsaveis por provocar a quimiotaxia, ativacao dos macrofagos, deposicao de fibrina e dor
(WATKINS et al., 1995).

A inflamacdo fornece sinais que sao fundamentais para que os linfécitos sejam ativados
iniciando a resposta imune especifica e formando assim um elo de ligacdo entre a imunidade
inata e adquirida (DYKE e FREIRE, 2013).

3.3 MEDIADORES QUIMICOS DA INFLAMACAO

Os mediadores quimicos da inflamacdo sdo substancias provenientes do plasma, das
células do tecido conjuntivo e do endotélio, além dos leucdécitos e plaquetas. Sdo moléculas
capazes de determinar o inicio, intensidade e evolucdo da inflamacéo, fazendo-se presente em
ambas as fases da resposta inflamatdria. Podendo ser classificadas de acordo com a agdo: pro-
inflamatdria e anti-inflamatoria, ou de acordo com a funcdo desempenhada: mediadores
quimiotéticos ou vasoativos (CRUVINEL, et al., 2000).

Os mediadores quimiotaticos sdo substancias produzidas por células para recrutar a
chegada de outras células imunoldgicas para o local da inflamagéo como as proteinas do sistema
do complemento, substancia P e as quimiocinas (HOFSTRA, et al., 2003). Os mediadores
vasoativos também conhecidos como aminas vasoativas, sdo responsaveis pelo aumento da
permeabilidade vascular e o extravasamento de liquidos para o espaco intercelular, originando
0 edema, a hiperemia e a elevacdo da temperatura (CALIXTO, et al., 2004). Outras substancias
como os metabdlitos da cascata do acido araquidénico (AA) (prostaglandinas, leucotrienos e
lipoxinas), as citocinas (fator de necrose tumoral, interleucina-1) também séo encontradas no
local da lesdo (TSELEPIS, et al., 2002).
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3.3.1 Aminas Vasoativas

As aminas vasoativas sdo importantes substancias endogenas presentes em varias
células, incluindo basofilos, mastdcitos, plaquetas e neurénios. Histamina e serotonina sao as
principais representantes desse grupo (FIGURA 2), elas sdo as primeiras substancias a serem
liberadas durante a cascata inflamatdria, sendo responsaveis por alterages vasculares como:
vasodilatacdo, aumento do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade vascular e exsudagéo
plasmatica. Essas alteragdes ocorrem durante as primeiras horas apds o estimulo inflamatdrio,

caracterizando o inicio da resposta inflamatoria aguda (PARADA et al., 2001).

z}\/\ NH, Qj\/ |
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Figura 2: Estrutura quimica da histamina e serotonina. Fonte: autor, 2018.

Além das aminas citadas anteriormente ha a bradicinina que faz parte da familia de
peptideos gerados no plasma por acdo de enzimas em substratos chamados cininogénios. A
bradicinina é responsavel por induzir a hiperalgesia térmica, e participar dos processos de
nocicepcao (dor) em diversas condi¢des inflamatorias, bem como na formacéo do edema por
estimulos das citocinas IL1, IFN- e TNF-a. (KAY, 2001; LAVICH et al, 2003).

3.3.2 Oxido Nitrico (NO)

O o6xido nitrico € um gas soluvel e esta relacionado com varias fungdes fisiologicas
como imunomodulacdo (LIU et al., 2016) e citotoxicidade (KAJI et al., 2016). Ele é produzido
por varios tipos de células, como os macrdfagos e as células endoteliais sendo sintetizado a
partir de L-arginina pela enzima oxido nitrico sintase (NOS) ou quando estimulados por
processos inflamatorios (ABBAS, et al., 2003). Ha pelo menos trés isoformas de NOS
responsaveis por induzir a producéo deste gas no meio biolégico, onde duas séo constitutivas e
uma liberada por estimulos a resposta inflamatéria. A isoforma | ou 6xido nitrico sintase neural
(nNOS) é uma NOS constitutiva presente nos neurénios, células epiteliais, sistema nervoso

central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP). A isoforma Il ou o6xido nitrico endotelial
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(eNOS) esta presente em condicdes fisioldgicas no coragdo e nas paredes dos vasos. A isoforma
Il ou 6xido nitrico induzida (iNOS) € uma NOS induzido por citocinas e lipopolissacarideos
(LPS) no endotélio e musculatura lisa vascular (KLEINERT, et al., 2003).

3.3.3 Citocinas

As citocinas sdo importantes mediadores do processo inflamatérios produzidos por
varios tipos celulares, principalmente macrofagos e linfocitos ativados (TORRE-AMIONE,
2005). Estdo diretamente relacionadas ao inicio da cascata inflamatdria, induzindo muitas das
respostas pré-inflamatérias, como febre, dor e formacdo do edema (LINO et al., 1998). Esses
mediadores tém ampla distribuicdo e podem atuar em vérias células, sendo também chamados
de pleiotropicos, sdo produzidos durante a fase de ativacdo e fase efetora da imunidade a fim
de regular a resposta inflamatoéria (V1ZONI et al., 2008).

As citocinas sdo produzidas durante o processo inflamatdrio e sdo estimuladoras da
producdo de proteinas de fase aguda. Elas sdo divididas em citocinas pro-inflamatorias como
IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B) e anti-
inflamatorias como o antagonista do receptor de interleucina 1 (IL-1Ra), IL-4, IL-10, IL-13. As
principais citocinas encontradas no local da leséo sdo o fator de necrose tumoral 1 alfa (TNF-
a) e a interleucina 1-p (IL-1B) ambas liberadas pelos macré6fagos induzem a ativacao das células
endoteliais e dos leucocitos. A IL-1 aumenta o crescimento de células T e auxilia no
crescimento e proliferagdo de células B, enquanto que 0 TNF-o provoca a diferenciagao dos
linfocitos B nas células plasmaticas secretoras de imunoglobulina E (IgE) (PARSLOW et al.,
2004; BANERJEE; SAXENA, 2012).

3.4 DERIVADOS DO ACIDO ARAQUIDONICO

O é&cido araquidénico (AA) € um derivado do acido linoleico que, no organismo
humano, se encontra nos fosfolipidios, que sdo componentes estruturais da membrana celular
(DEVLIN, 2002). Os fosfolipidios da membrana sofrem agdo da enzima fosfolipase Az (PLA>),
que € ativada por estimulos quimicos, fisicos e mecanicos, para gerar 0 acido araquidonico.
Uma vez produzido e liberado o AA sofre acédo catalitica por acdo de dois grupos de enzimas
as cicloxigenases (COXs) e as lipoxigenases (LOXs), originando as prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos neste processo (MONTEIRO et al., 2008). Reac¢des mediadas pelas

COXs, a partir do AA produzem os endoperoxidos ciclicos como a prostaglandina G (PGG2),
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que sob acdo da peroxidase forma PGH2. Por serem pouco ativas as prostaglandinas G e H séo
convertidas as prostaglandinas D, E ¢ F2a, além das prostaciclinas (PGI2) e tromboxanos
(TXA2 e TXB2) (Esquema 1) (OBREGON, et al., 2012).
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Esquema 1: Cascata do Acido Araquiddnico. Fonte: Adaptado de MIRANDA, 2016.

As prostaglandinas tém agdo de vasodilatagdo, estimulacdo dos centros hipotalamicos
de termorregulacdo e sensibilizacdo dos nociceptores causado por modificagcbes no sistema
nervoso periférico levando a hiperalgesia (ROCHA et al., 2007; KLAUMANN et al., 2008 e
LEES et al., 2004). As prostaciclinas predominam no endotélio vascular e atuam causando
vasodilatacdo e inibindo da adesdo plaquetéria. Os tromboxanos por sua vez, causam efeitos

contrarios como vasoconstrigdo e agregacao plaquetaria e sdo responsaveis também por induzir
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a sintese de citocinas inflamatorias como interleucina 1B (IL-1B) e o fator de necrose tumoral
(TNF-0)) (STAMP et al., 2005).

Por acdo da LOX o AA ¢ convertido em acidos hidroperoxieicosatetraendicos (HPETE).
As lipoxigenases diferem quanto a sua especificidade pela colocacdo do grupo hidroperdxi, e
os tecidos variam quanto as LOX que as contém. As plaquetas tém apenas a 12-lipoxigenase e
sintetizam 12-HPETE, enquanto os leucdcitos contém tanto a 5-lipoxigenase quanto a 12-
lipoxigenage e produzem 5-HPETE e 12-HPETE, respectivamente. A 5-LOX é uma das mais
importantes lipoxigenases e esta associada a inflamacéo, broncoconstricao, hipersensibilidade,
anafilaxia e asma (RAROVA et al., 2016). A 5-LOX leva a sintese dos leucotrienos (LTA4,
LTB4 e LTC4) e estes sdo responsaveis por aumentar a permeabilidade vascular e atrair os
leucdcitos para o local da lesdo (GOODMAN et al., 2009).

3.4.1 Ciclooxigenase e suas isoformas

A COX existe em trés isoformas distintas, a COX- 1, COX-2 e a COX-3. A principal
diferenca na estrutura primaria destas isoformas é a presenca de 17 aminoacidos na porc¢do
amino-terminal da COX-1, enquanto a COX-2 apresenta 18 aminoacidos na por¢do carboxi-
terminal. A COX-3 é uma variagdo do gene da COX-1 e ainda ndo ha muitos estudos sobre ela.
Embora sejam muito semelhantes na sua estrutura protéica, essas enzimas sao codificadas por
genes diferentes (ZHANG et al., 2009).

A COX-1 é expressa de forma constitutiva, e esta presente em 6rgaos como o estbmago
e rim, tendo por funcdo garantir a gastroprotecdo, o controle do fluxo sanguineo renal,
homeostasia dentre outras fungdes (HILARIO et al., 2006).

A COX-2 ¢ a forma induzivel que estd associada a processos patologicos como
inflamacdo e o cancer, embora também seja expressa de maneira constitutiva em alguns tecidos,
como na méacula densa e em células intersticiais da medula renal (KUMMER et al., 2002; REIS
et al.,, 2011, KOWALSKI & STEVENSON, 2013). Ja a COX-3 esta presente no sistema
nervoso central e na aorta.

Estudos com as isoformas COX-1 e 2 indicam que ambas possuem afinidade pelo &cido
araquidénico. Geneticamente as COXs possuem cerca de 85% de homologia genética e seus
genes estdo localizados nos cromossomos 9 e 1, respectivamente. A principal diferenca na
estrutura terciaria destas proteinas pode ser observada nos sitios cataliticos. Enquanto a COX-
1 apresenta um residuo de isoleucina na posicdo 532 (lle 532) a COX-2 apresenta um residuo

de valina na mesma posicao (Val 532). Esta diferenca representada apenas pela presenca de um
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grupamento metila a mais na lle COX-1 em relacéo & Val na COX-2, por ser menos volumosa,
contribui para a formacdo de uma cavidade suplementar no sitio catalitico (FIGURA 3)
(BARREIRO, et al., 2002).
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Figura 3. Representacéo estrutural das COX-1 e 2 evidenciando seus amino&cidos Fonte: Autor,
2018.

As diferencas evidenciadas na estrutura terciaria de ambas proteinas podem explicar a
seletividade de certos grupos de moléculas, como os inibidores seletivos da COX-2, os coxibes.
Geralmente sdo moléculas mais volumosas de maior volume molecular devido ao sistema
terfenilico que possuem (FIGURA 4) (BARREIRO e FRAGA, 2008).
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Figura 4. Inibidores seletivos a COX-2. Fonte: Autor, 2018.
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3.5 0S ANTI-INFLAMATORIOS

O controle da dor e febre, associadas ou ndo a inflamacdo, tem sido uma preocupacao
desde a origem humana. Em 1827 Leroux isolou da casca do salgueiro branco a salicilina, um
B-glicosil alcodlico com propriedades anti-inflamatdrias. Em 1853, o quimico francés Charles
Frédeéric Gerhardt conseguiu acetilar a salicilina, o que mantinha as propriedades medicinais e
diminuiu de maneira significativa os efeitos colaterais do composto ao nivel do estdmago,
dando origem ao primeiro anti-inflamatdrio comercial, o &cido acetilsalicilico (AAS), que foi
introduzido na clinica em 1897 (FIGURA) (CARVALHO, 2010).

@CQ &

Salicilina Acido acetilsalicilico (AAS)

Figura 5: Estruturas quimicas da salicilina e do AAS. Fonte: Autor, 2018.

Os varios registros de toxicidade, principalmente gastrintestinal, levaram aos quimicos
da época sintetizarem substancias com menos efeitos adversos. Entdo, em 1950, desenvolveram
a fenilbutazona, o primeiro anti-inflamatério ndo-salicilato, e a partir de 1960, foram
desenvolvidos outros derivados acidicos ou ndo, com acBes analgésicas e anti-inflamatorias
cada vez mais eficazes e com menos efeitos indesejaveis (JUNIOR, 2007; KLIPPEL, 2001;
MONTEIRO, et al, 2008). Em 1971, Vane descobriu o0 mecanismo pelo qual a aspirina exerce
o0 seu efeito anti-inflamatério, analgésico e antipirético atribuindo seus efeitos a inibicdo das
enzimas cicloxigenases (VANE & BOTTING, 2003; FLOWER, 2003; VANE & BOTTING,
1998).

3.5.1 Anti-inflamatorios Esteroidais (AIES)

Os glicocorticosterdides (GC) sdao hormdnios produzidos pela zona fasciculada das
glandulas supra-renais e estdo envolvidos em diversas fungdes fisioldgicas e também na
adaptacdo a situacOes de estresse. Sua sintese é regulada pelo horménio adrenocorticotrépico
(ACTH), secretado pela hipéfise (AYALA, 2002 e ANTI et al., 2008).
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Em 1949, Philip Hench descreveu que a cortisona, um corticoesterdide produzido no
cortex renal, possuia extrema eficacia no tratamento de pacientes com artrite reumatoide
(RUBIN, 2007). A partir da observacdo de Hench os glicocorticoides passaram a ser isolados
e, posteriormente, sintetizados e constituem a classe dos anti-inflamatérios esteroidais (AIES).
Hoje eles estdo entre os farmacos mais utilizados no mundo e sdo eficazes no tratamento de
varias doencas inflamatorias e imunoldgicas (TORRES, et al., 2012) mas também s&o
empregados em outras situacdes como o tratamento cancer e transplantes de tecidos
(BAVARESCO, et al., 2003).

Dentre as doencas inflamatorias, as aplicagfes mais tipicas incluem asma, rinite
alérgica, dermatite atdpica, artrite reumatoide e doenca inflamatdria intestinal (DE BOSSCHER
et al., 2010). Eles suprimem a inflamacdo através de varios mecanismos celulares e
moleculares. Seus efeitos sobre as células inflamatdrias incluem: inducéo de apoptose, inibicéo
de citocinas e inibicdo da migracéo celular (TORRES, et al., 2012).

Os AlEs exercem a¢fes mais amplas que os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES)
sobre o processo inflamatorio e, atualmente, sdo os farmacos mais potentes utilizadas no
tratamento da inflamacdo (HAEGEMAN, et al., 2010). Alguns exemplos de glicocorticoides
utilizados na clinica incluem: dexametasona, prednisona, betametasona, budesonida,
beclometasona (FIGURA 6). Porém seu uso prolongado acarreta um amplo espectro de efeitos
colaterais sistémicos que s@o descritos na literatura, entre eles os principais sao osteoporose,
fraturas Osseas, fraqueza do mdsculo esquelético, atrofia muscular principal, miopatia,
dislipidemia, hipertensdo, resisténcia periférica a insulina, hiperglicemia, retardo do
crescimento em criangas, diminuicdo da libido, impoténcia, supressdo do eixo HPA,
hipocalemia, irritacdo gastrica, Ulcera péptica, glaucoma, catarata, distrbios do sono,
irritabilidade e depressdo (STANBURY; GRAHAM, 1998).

Dexametasona Betametasona Prednisona Prednisolona

Figura 6: Anti-inflamatérios esteroidais (AIEs). Fonte: Autor, 2018.
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3.5.2 Anti-Inflamatdrios Néo esteroidais (AINES)

Devido aos diversos efeitos colaterais associados ao uso dos glicocorticosteroides, uma
nova classe de anti-inflamatérios foi proposta, os anti-inflamatorios néo esteroidais (AINES),
nos quais exercem seus efeitos terapéuticos e colaterais inibindo a enzima COX, reduzindo
assim a sintese das PGs e diminuindo a intensidade do processo inflamatério (MURI, et al.,
2009).

Os AINES apresentam propriedades anti-inflamatoria, analgésica e antipirética, e
formam um grupo heterogéneo de compostos que sdo em sua maioria acidos organicos
(FIGURA 6), utilizados na clinica de maneira indiscriminada. Esses medicamentos s&o
largamente usados para combater a febre e a dor aguda ou cronica (HILARIO et al., 2006). Os
AINES sdo os farmacos de primeira escolha no tratamento de doencas reumaticas e néo-
reumaticas como, artrite reumatoide, osteoartrite e artrite psoriatica, assim como nas sequelas

de traumas e contusdes e ainda nos pés-operatérios (MURI, et al., 2009).
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Figura 7. Anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs). Fonte: Autor, 2018.

Em geral os AINES inibem de forma varidvel as isoformas da COX. Por impedimento
estérico eles blogueiam a entrada do &cido araquid6nico no sitio catalitico como seu ligante
fisiologico, isto resulta numa producdo reduzida de prostaglandinas e tromboxanos, que
contribuem como importantes mediadores autocrinos e paracrinos em muitas respostas
fisioldgicas e fisiopatologicas (AL-HOURANI et al., 2011).

Quando estes suprimem a expressdo da COX-1, acabam por impedir a produgdo de
prostaglandinas principalmente a PGI2 e PGE2 que servem como agentes citoprotetores da
mucosa em 0rgaos como estdbmago e rim, resultando em lesdes géstricas, nefrotoxicidade e
aumento de hemorragias, limitando assim o seu uso para tratamentos mais prolongados
(RAJAKARIAR et al., 2006).



33

J& a inibicdo da COX-2 resulta na diminuicdo dos efeitos inflamatdrios, por tal
observacdo, postulou-se que AINES inibidores especificos da COX-2 impediriam 0 processo
inflamatdrio sem causar os efeitos colaterais gastrico, levando assim ao desenvolvimento de
farmacos seletivos a COX-2, os coxibes (FIGURA 8) (FELDMAN, et al., 2000).
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Figura 8: Inibidores seletivos da COX-2. Fonte: Autor, 2018.

Apesar de serem seletivos a COX-2, os coxibes ndo se ausentaram dos efeitos colaterais.
A isoforma tipo 2 é expressa constitutivamente e age regulando a funcdo homeostatica tecidual
do sistema nervoso central (SNC), coracdo, rins, vias aéreas, entre outros (SPAGGIARI, et al.,
2007), e sua inibicdo aumenta o risco de eventos cardiovasculares, como infarto do miocardio
e acidente vascular cerebral oclusivo (HOEFLER, 2004; ENGH, 2001; CHEN, RAO e
KNAUS, 2006), por causa disso farmacos como o rofecoxibe e valdecoxibe foram retirados do
mercado farmacéutico.

Atualmente apenas o celecoxib (Pfizer®) e o etoricoxibe (Merck®) sdo comercializados
no Brasil e com algumas orientacGes farmacéuticas quanto a sua venda. Recentemente, 0
celecoxibe foi reconhecido como sendo clinicamente eficaz para reduzir o progresso da doenga
de Alzheimer, assim como de controlar a evolucao de determinados tipos de cancer, indicando
que, muito provavelmente, seus efeitos terapéuticos sédo aléem da COX-2 o que nos permite
considera-lo como um farmaco multi-alvo (KARPOORMATH, et al., 2014).

Nesse contexto torna-se emergente a necessidade da descoberta de potenciais compostos
que atuem no combate a progressédo de processos inflamatdrios sem a evidéncia de efeitos

colaterais graves como os dos farmacos ja apresentados atualmente na clinica.
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3.6 TIOSSEMICARBAZONAS

As tiossemicarbazonas (TSC) sdo moléculas que possuem estrutura basica, C=N-NH-CS-
NH: (FIGURA 9) e séo consideradas bases de Schiff por ser uma imina estavel designada pela

ligagdo C=N do nitrogénio 1.

C——N NR3R4

Ry 34 :H, Alquil, Aril

Figura 9: Estrutura quimica das tiossemicarbazonas e a numeragéo dos seus atomos segundo a IUPAC (PANICO,
1993). Fonte: Autor, 2018.

Caracterizam-se por serem versateis quanto a sua obtencéo e aplicacdo bioldgica, além

de servir como intermediario para a obtengdo de nicleos importantes como os azois (Esquema
2) (TENORIO et al., 2005 e ALEGAON et al., 2014).
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Esquema 2: Formac&o nucleo tiazol a partir da tiossemicarbazonas. Fonte: Autor, 2018.

As TSC podem ser obtidas sinteticamente por duas principais vias: direta, que ocorre
atraves da reacdo quimiosseletiva de aldeidos e/ou cetonas, ou indireta, atraves da preparacao
prévia das tiossemicarbazidas (TENORIO et al., 2005). As tiossemicarbazidas por sua vez,
podem ser obtidas comercialmente, ou sinteticamente por reagdes de condensagéo entre hidrato
de hidrazina e acido tiocarbamoiltioglicdlico, ditiocarbamatos, dissulfeto de carbono ou ainda
isotiocianatos. A utilizacdo dos isotiosianatos sdo mais comuns e normalmente as reacées séo
rapidas e apresentam bons rendimentos variando de 70- 90% (Esquema 3) (OLIVEIRA et al.,
2013).
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Esquema 3: Formagéo das tiossemicarbazidas a partir de isotiocianatos na presenca de hidrazina. Fonte: Autor,
2018.

As bases de Schiff apresentam contribui¢Ges importantes em moléculas com atividades
bioldgicas como: antitumoral (SERDA et al., 2012; YU et al., 2012; KALINOWSKI et al., 2007
e ISHIGURA et al., 2015), antibacteriano e anticancer (BECKFORD et al., 2011 e OLIVEIRA
etal., 2015) antimicrobiana (YILDIRIM et al., 2014), antiprotozoaria (MOREIRA et al., 2014),
anti-Trypanosoma cruzi (FINKIELSZTEIN et al., 2011) dentre outras (FIGURA 10).
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Figura 10: Derivados tiossemicarbazonicos com diferentes atividades farmacolégicas. Fonte: Autor, 2018.
3.6.1 Atividade Anti-inflamatoria das Tiossemicarbazonas

Afim de avaliar a atividade anti-inflamatoria e analgésica de derivados indol-
tiossemicarbazona, MUTHUKUMAR et al., 2008, utilizaram o modelo do edema de pata
induzido por carragenina e a contor¢do induzida por &cido acético em ratos para determinar
valores expressivos quanto a sua capacidade analgésica e de reducdo do processo inflamatdrio
agudo. Todos 0s compostos testados apresentaram uma significante atividade, tendo destaque

para quatro compostos que conseguiram reduzir o volume da pata e ndo apresentaram
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diferengas relevantes no teste de analgesia quando comparados com o farmaco controle, a
indometacina (FIGURA 11) (MUTUKUMAR et al., 2008).
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Figura 11: derivados indol-tiossemicarbazona com atividade anti-inflamatéria e analgésica. Fonte: Autor, 2018.

Diferentes modelos inflamatérios colaboram para determinar a atividade de um
composto. Em geral os testes sdo realizados ndo apenas para verificar a acdo anti-inflamatdria,
mas também, para identificar por qual via de inibicdo (via LOX ou COX) o farmaco-prot6tipo
estd atuando (HELAL et al., 2013).

Em estudo recente Oliveira et. al, descreveram a atividade atinociceptiva e anti-
inflamatoria para o derivado 2- tiofeno-tiossemicarbazona (FIGURA 12).
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Figura 12: (E) -N- (4-bromofenil) -2- (tiofen-2-il-metileno) —tiossemicarbazona. Fonte: Autor, 2018.

Ao realizarem o teste de edema de orelha induzida por 6leo de créton perceberam que
0 composto ndo foi capaz de reduzir significativamente o tumor, porém tal molécula teve um

6timo resultado no teste de edema de pata induzido pelo composto 48/80, onde obteve 56,53%
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de inibigdo apds 15 min de inoculagdo do agente flogistico e 84,21% de reducdo do tumor apds
90 min de experimento. Essa diferenca de resultado esta relacionada com o fato de que os
compostos que possuem esse mecanismo de acao atuam na inibicdo da enzima ciclooxigenase
(COX) ou anti-histaminicos, tendo assim pouco ou nenhum efeito no modelo de avaliacéo pelo
6leo de croton.

Jé a atividade antinociceptiva foi aferida pelo teste da formalina nas doses de 30, 100 e
300mg onde se obteve valores de 62,3; 84,3 e 100% respectivamente, referente a inibicdo da

lambida da pata.
3.7 INDOL

Na quimica medicinal os heteroaromaticos vem sendo cada vez mais estudados pelo seu
amplo espectro de atividades bioldgicas e por suas particularidades quimicas. Dentre eles
podemos destacar o indol, um composto facilmente encontrado na natureza estando presente
nos alcaloides dos vegetais, ou sendo produzidos por bactérias. A ocorréncia natural do indol
esta relacionada a sua participacdo na constituicdo do aminoacido essencial triptofano e estar
presente em hormonios como a serotonina e melatonina, podendo ser sintetizado pela
condensagdo de um anel benzénico a um pirrol. (NOREEN et al., 2017) (FIGURA 13).

4 3
5 2 \
2
1
6 8 N
H
7
N, e C;5: Alquil; Aril

Figura 13: Estrutura do 1H-indol. Fonte: Autor, 2018.

O indol néo substituido de formula molecular CgH7N é uma molécula biciclica planar
contendo 10 elétrons . E um sélido incolor de odor desagradavel, que compde uma das porcdes
heterociclica de nitrogénio mais difundida na natureza (CHADHA E SILAKARI, 2017). E um
importante farmacoforo estando presente em diversas atividades biologicas como:
anticancerigenas (SAHA, et al., 2017), antibacterianas e antimicrobianas (NIKHILA, et al.,
2017), anti-inflamatorias (SINGH, et al., 2017) e antimalaricas e citotdéxicas (ABDELBASSET,
etal., 2018). Quimicamente o indol é um bioisostero da quinolina, um composto aromatico com

dois aneis hexagonais fundidos com um nitrogénio na posicao 1. A quinolina esta presente na
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estrutura de importantes farmacos anti-malaricos como a mefloquina e trioxaquina DU-1202
(Esquema 4).
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Esquema 4: Estrutura quimica dos compostos bioisésteros indol e quinolina. Fonte: Autor, 2018.

O ndcleo indol também € encontrado na estrutura quimica de importantes anti-
inflamatorios utilizados na clinica atual, como a indometacina e o sulindaco (FIGURA 14).
Esses medicamentos fazem parte dos chamados Anti-inflamatdrios nao esteroidais (AINES),
uma classe de farmacos utilizados principalmente no tratamento da inflamacéo, dor e edema,
como também nas osteoartrites, artrite reumatoide e distdrbios musculo-esqueléticos
(BATLOUNI, 2009). O tenidap é um inibidor da prostaglandina e interleucina-1, utilizado no
tratamento de artrite reumatdide e osteoartrite. Possuindo acdo também sobre as enzimas
ciclooxigenase e 5-lipoxigenase, que convertem o &cido araquiddnico em prostaglandina e
leucotrienos. Ja a indometacina atua como inibidor ndo seletivo da ciclooxigenase 1 e 2 que,

por sua vez, bloqueia a producgéo de prostaglandinas.
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Figura 14: AINES constituidos com o n(cleo indol. Fonte: Autor, 2018.
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Farmacologicamente atribui-se as substitui¢Oes feitas simultaneamente ou ndo, em N-1
e C-3 do anel inddlico como os responsaveis pelas importantes atividades bioldgicas tais como:
anti-inflamatoria (HALL et al., 2008; SINGH et al., 2008); anticancer (MADADI et al., 2014)
e antinociceptiva (ADAM et al., 2010; MOIR et al., 2010). Knaus et al., prepararam uma série
de derivados indol substituidos nas posi¢des N1 e C3, e avaliaram-nos quanto a sua atividade
inibitdria da COX-2, e obtiveram excelentes resultados.

Estudos realizados por Khanna et al., 2006 e Bandgar et al., 20011, utilizaram AINESs
contendo o anel indol como um alvo para melhorar a sua seletividade frente a COX-2 e reduzir
os efeitos ulcerogénico atribuida a COX-1.

Diante desta observacdo Choppara et al. desenvolveram uma série de N-prenilado indol-
3- carbazona e avaliaram-nos quanto a sua capacidade de inibicdo sobre a enzima 5-
Lipoxigenase (5-LOX), envolvida em processos inflamatérios das vias respiratérias como a
asma e diversas alergias. Os resultados obtidos foram favoraveis para dois compostos com
valores de ICso igual a 36,65 e 33,69 para os derivados inddlico tiossemicarbazona e
semicarbazona respectivamente (FIGURA 15) (CHOPPARA et al., 2015).
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Figura 15: Derivados N-prenilado indol-3- carbazona inibidores da enzima 5-LOX. Fonte: Autor, 2018.

Abordagens sintéticas baseadas em AINEs foram tomadas com o objetivo de criar novos
compostos com potencial agdo anti-inflamatoria capaz de inibir a ciclooxigenase e seus efeitos
adversos. Desta forma, realizamos a sintese, caracterizacdo e estudo da atividade anti-
inflamatorias de 3-indol-tiossemicarbazonas. O mecanismo reacional das tiossemicarbazonas
ocorre em duas etapas distintas: a) uma reacdo de adicdo nucleofilica; b) uma reacéo de

condensacao.
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a) Reacdo de adicdo nucleofilica e formacéao das tiossemicarbazonas — 12 Etapa

O mecanismo geral a seguir representa a formacdo dos compostos intermediarios, ou
seja, das tiossemicarbazidas substituidas. Caracteriza-se por um ataque simultdneo do
nitrogénio do hidrato de hidrazina ao carbono da tiocarbonila, ¢ deslocalizagdo dos elétrons ©
para 0 nitrogénio vizinho, conduzindo aos derivados tiossemicarbazénicos (Esquema 5)
(Tendrio et al., 2005).
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Esquema 5: Mecanismo de formagdo dos compostos intermediarios
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b) Reacéo de condensacdo e formacéo das tiossemicarbazonas — 22 Etapa

A etapa da sintese para obtencdo dos compostos finais caracteriza-se por uma reagéo de

condensacdo. Ocorre uma ativacdo, por meio de um &cido, da funcdo aldeido do composto

aromatico de escolha. O par de elétrons livres, presente no nitrogénio da hidrazina, ataca o

carbono positivo. Assim, ocorre a deslocalizacdo dos elétrons com formacdo e posterior

eliminacdo de agua. O nitrogénio que esta positivo protona a agua e finalmente forma-se o

composto final, esquematizado abaixo (Esquema 6) (Aquino, et al., 2008).
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Esquema 6: Mecanismo de formag&o dos derivados ind6licos-tiossemicarbazoénicos.
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4.1 REAGENTES E SOLVENTES

Os seguintes reagentes e solventes foram utilizados para obtencdo dos compost
nitro-indol-3-carboxaldeido,  5-ciano-indol-3-carboxaldeido, 1-H-benzo [g] indol-3-
carboxaldeido, 1-naftil-benzaldeido, alil-benzaldeido, 7-metil-indol-3-carboxaldeido, 7-
azaindol-3-carboxaldeido, 4-cloro-benzaldeido, benzaldeido, etanol absoluto, &cido acético
glacial, metanol, fenilisotiocianato, cianoacetohidrazina, diclorometano, acetato de etila, n-
hexano. Estes reagentes e solventes utilizados na sintese dos compostos ou para suas analises
pertencem as marcas Sigma-Aldrich, Acros, Merck, Vetec ou Quimis e foram utilizados sem

purificagéo.

4.2 EQUIPAMENTOS

Para a caracterizacdo fisico-quimica, foi utilizado fusiometro Fisatom modelo 431D
(Fisatom, S&o Paulo, Brasil). Os valores das razdes de frente foram calculados com auxilio de
cromatografia em camada delgada (CCD) com placas de silica gel 60 F254 Merck (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha), de 0,25 mm de espessura, tamanho médio, 5x3cm e revelado
na camara UV (254 ou 366 nm) CN-15LC (Vilber Lourmat, Collégien, Franca).

Para a caracterizacdo estrutural dos compostos sintetizados utilizamos, na
espectrofotometria de absorcdo no infravermelho (1V), espectrofotémetro FTIR Bruker, modelo
(Bruker Daltonics, Billerica, EUA), em pastilhas de KBr, com bandas de absor¢do expressas
em cm*. Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H) e carbono
(RMN *3C) foram realizados em espectrofotdmetro MHz-Varian, modelo Unity plus-300
(Varian, Palo Alto, EUA), utilizando DMSO-ds como solvente. A espectrometria de massas foi
realizada em MALDI-TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics, Billerica, EUA).

4.3 PARTE QUIMICA

O esquema 7 abaixo descreve a sintese das moléculas indolicos-tiossemicarbazonas
através de uma via plena. Partindo-se da reacdo entre tiossemicarbazonas, inicialmente
sintetizadas a partir de isotiocianatos substituidos e hidrazina hidratada, e indolcarboxaldeidos

substituidos, foram obtidos os derivados tiossemicarbazonicos.
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Esquema 7: Diagrama de Sintese dos Compostos Indélicos-Tiossemicarbazonas

4.3.1 Sintese das Tiossemicarbazidas

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado 1,0g (4,6 mmol) do isotiocianato
correspondente em 30 mL de diclorometano e a mistura deixada sob agitacdo a temperatura
ambiente até solubilizacdo. Em seguida foram adicionados 0,3 mL (9,3 mmol) de hidrato de
hidrazina. A mistura foi mantida sob agitacdo por 1h sendo ap6s o tempo decorrido filtrada e

lavada com n-hexano.

4.3.2 Sintese das Tiossemicarbazonas (LQIT/LT)

Em um bal&o de fundo redondo foram adicionados a temperatura ambiente, os aldeidos
indolicos substituidos em 20 mL de etanol e 15 gotas de acido acético glacial. A mistura
reacional foi deixada sob agitacdo magnética até alcancar a solubilizacdo. Em seguida foram
adicionados as tiossemicarbazidas correspondentes e a reacdo mantida sob agitagdo a
temperatura ambiente por 1h. Ao término do referido tempo, a mistura foi filtrada e obtido um

solido amorfo que foi cristalizado em sistema EtOH/H;0.
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4.4 ENSAIOS BIOLOGICOS in vitro

Os testes foram realizados no Laboratorio de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia
— LETI sob a responsabilidade do professor Dr. Diogo Rodrigo Magalhaes Moreira do Centro

de Pesquisa Goncgalo Moniz da Fiocruz/BA.

4.4.1 Ensaio de Citotoxicidade

Macrdfagos murino da linhagem J774 foram incubados em placa de 96 pogos (1x10*
células/poco, em 100 pL) em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Life
Technologies) suplementado com 10% de soro bovino fetal (Life) e 50 pg/mL de gentamicina
(Novafarma, Anapolis, GO, Brasil) e mantidos por 24 h em estufa a 37°C e 5% de CO,. Como
controle positivo foi utilizado a violeta de genciana (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os
compostos foram solubilizados em DMSO (PanReac, Barcelona, Spain) e diluidos em meio
DMEM e foram testados em sete concentragdes, em triplicatas. Apds adicdo dos compostos, as
placas foram incubadas em estufa com 5 % de CO2 a 37 °C por 72 horas. Em seguida, foi
adicionado 20 pL/poco de AlamarBlue (Invitrogen, Carlsbad, CA) e incubado por 4 h. A leitura
no espectrofotobmetro foi realizada a 570 e 600 nm. Os valores de CCso foram calculados

utilizando leituras obtidas em trés experimentos independentes.

4.4.2 Ensaio de linfoproliferacdo e Estimulagdo com conA

Esplendcitos de camundongos BALB/c (1 x 108 células/poco, em 100 pL) foram
cultivados em meio DMEM e em placa de 96 pogos, em triplicatas, na presenca (C+) ou
auséncia (C-) da concanavalina A (2.0 pg/mL, Sigma-Aldrich). Como controle positivo foi
utilizado a Dexametasona (Sigma-Aldrich). Os compostos foram solubilizados em DMSO e
diluidos em meio DMEM e foram testados em sete concentragfes (12 — 0.049 uM), em
triplicatas. Por conta da analogia estrutural com os compostos, a Indometacina foi testada em
paralelo. Apos 48 horas de incubacgédo em estufaa 37° C e 5% de CO., foi adicionado as culturas
1 uCi de *H-timidina (PerkinElmer, Shelton, CT) e 18 horas de incubagio em estufa. ApGs esse
periodo, as células foram congeladas e descongeladas, transferidas para placa contendo filtro
de papel. Apos adigédo de 50 uL do liquido de cintilagdo (MaxiLight, Hidex, Turku, Finland), a

incorporagdo de timidina foi quantificada no contador de particulas beta (Chameleon, Turku,



46

Finland). A concentracdo que inibe em 50 % a proliferacdo dos linfécitos (CCsp) foi efetuada
utilizando-se regressdo ndo-linear no programa Graph Pad Prism versdo 5.01(Graph Pad

Software, San Diego, CA). Trés experimentos independentes foram realizados.

4.4.3 Dosagem de nitrito (6xido nitrico)

Macréfagos murino da linhagem J774 foram incubados em placa de 96 pogos (1x10*
células/pogco, em 100 pL) em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Life
Technologies) suplementado com 10% de soro bovino fetal (Life) e 50 pg/mL de gentamicina
(Novafarma, Anapolis, GO, Brasil) e mantidos por 24 h em estufa a 37°C e 5% de CO,. Como
controle positivo foi utilizado a violeta de genciana (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os
compostos foram solubilizados em DMSO (PanReac, Barcelona, Spain) e diluidos em meio
DMEM e foram testados em quatro concentracdes (30, 10, 3.3, 1.1 uM), em triplicatas. Apos
adicdo dos compostos, as placas foram incubadas em estufa com 5 % de CO> a 37 °C por 48
horas. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e a producdo de nitrito no sobrenadante de
macrofagos J774 foi determinada através do método de Griess (GREEN et al., 1982). A
absorbancia foi determinada em leitor de ELISA (Spectramax), com filtro de 570 nm. As
analises foram realizadas no Software Softmax 4.3.1. Os resultados foram expressos em pM de
nitrito, tendo por base uma curva padrdo de nitrito de sédio com concentracédo inicial de 400
MM,

4.4.4 Dosagem de citocinas

As dosagens de I1L-6 e TNF-o foram realizadas a partir do sobrenadante das culturas de
células coletados 24 e 4 h respectivamente, pela técnica de ELISA sanduiche, utilizando o
protocolo, anticorpos e citocinas recombinante do kit Duoset ELISA Developmet System
(R&D Systems, Minneapdlis, MN, EUA). Placas de ELISA (NUNC — IMMUNO PLATE
MaxisorpSurface) foram sensibilizadas com 50 ul/poco do anticorpo de captura, na
concentracédo de 2 ug/ml, diluido em PBS e incubadas por 16 horas a temperatura ambiente. As
placas foram lavadas trés vezes com PBS a 0,05% de tween e bloqueadas com 100 nul/pogo de
PBS contendo, 1% de albumina bovina por 2 horas. Em seguida, foram adicionados 50 pl/poco
das amostras, do branco e da curva padréo dos recombinantes diluidos no tampéo Tris-salina
(20mM trizma base e 150 mM de NaCl) contendo 0.1% de albumina bovina e 0.05% de tween
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20, durante 2 horas, a temperatura ambiente. O padrédo foi diluido em concentracGes seriadas
(1:2), a partir da concentracdo inicial em pg/ml de cada kit, com sete dilui¢des em duplicata. A
placa foi lavada trés vezes com PBS/tween 0,05% e incubada com 50 ul do anticorpo de
deteccdo (biotinilado) na concentracdo de 400 ng/ml por um periodo de 2 horas. A placa foi
lavada trés vezes com PBS/tween 0,05% e incubada durante 20 minutos com avidina-
peroxidase diluida 1:200. A revelacdo foi realizada adicionando o substrato TMB dissolvido
em 10 mL do tampéo citrato-fosfato 0,05 M pH 5.0 e 2 ul de H20- e interrompida com acido
fosférico a 0.05 M. A leitura da reacdo foi determinada utilizando o espectrofotémetro
(Spectramax), com filtro de 450 nm. As andlises foram realizadas no Software Softmax 4.3.1.

4.5 ENSAIOS BIOLOGICOS in vivo

Os testes foram realizados no Laboratorio de Bioensaios para Pesquisa de Farmacos —
LBPF, do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco sob a

responsabilidade da professora Dr2. Teresinha Gongalves da Silva.

4.5.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos adultos albinos swiss (Mus musculus), pesando
entre 30 e 35g provenientes do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
e Biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco para a
realizacdo do teste de edema de pata e peritonite. Fémeas adultas pesando entre 30 e 35¢g albinos
swiss (Mus musculus) foram utilizadas para teste de toxidade aguda. Os animais foram
acondicionados em gaiolas de polietileno com grades de aco inoxidavel e maravalha como
cobertura, tendo acesso livre a agua e racdo balanceada, mantidos num ambiente com
temperatura de 22°C £ 2°C e luminosidade controlada, proporcionando um ciclo claro-escuro
de 12 horas. Todos os animais foram submetidos a jejum, com a retirada da racdo cerca de 4

horas antes do inicio do experimento.
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4.5.1.2 Toxicidade Aguda

A avaliacdo de toxicidade se deu pela administracdo da dose Unica de 2000mg/ kg dos
derivados em estudo como preconizado pela Organization for Ecnomic Cooperation and
Development (OECD, 2002). Foram utilizados 3 grupos cada um contendo 3 animais (fémeas),
totalizando 9 animais, sendo o experimento realizado em duplicata. Os derivados indélicos-
tiossemicarbazonicos foram solubilizados em uma mistura de solugédo salina e DMSO a 5% e
administrados no grupo um e dois e o terceiro grupo recebeu apenas o veiculo (controle). Apds
a administragédo os animais foram observados continuamente nas primeiras duas horas e depois
a cada 24hs durante 14 dias para verificacdo de qualquer alteracdo comportamental, nas
atividades fisioldgicas ou mortalidade. Os parametros comportamentais observados foram:
agitacdo, atividade motora, locomoc¢do, resposta ao toque, piloerecdo, ptose, cianose,
movimentos estereotipados, sonoléncia, frémito vocal, ataxia, contor¢des, agressividade,
convulsdes, miccdo, defecacdo, diarreia. Também foi observado o consumo de &gua e ragéo.
No 15° dia os animais foram anestesiados com tiopental (5 mg/kg) para coleta de sangue por
puncao cardiaca para avaliacdo hematologica e em seguida eutanasiados para coleta dos 6rgaos
para avaliacdo (figado, rins, baco e estbmago) para observacdo macroscopica de lesdes e célculo
do indice dos 6rgédos.

4.5.1.3 Edema de Pata Induzido por Carragenina

Foram utilizados camundongos albinos swiss machos (n=5) os quais foram tratados via
oral com os compostos LT-76, LT-81 e LT-87 (salina + DMSO 10%), nas doses de 10, 30 e 50
mg/kg, indometacina (10 mg/kg) ou veiculo (salina + DMSO 10%) 1 h antes da injecdo da
carragenina. O edema foi induzido pela injecéo de 0,05 mL de carragenina a 1% (w/v) na regido
subplantar da pata posterior direita [12]. O volume da pata foi medido antes e nos intervalos de
1,2, 3,4,5h apobs a injecdo de carragenina pelo pletismdmetro (Ugo Basile). Os resultados
foram expressos como a diferenga entre o volume final da pata a cada tempo (Vf) e o volume
inicial (Vi).
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4.5.1.4 Andlises estatisticas

Foi utilizada regressdo nao linear para calcular os valores de CCsp e 1Cs0. O one-way
ANOVA seguido pelo pos-teste de comparacGes multiplas de Newman foram usadas para
determinar a significancia estatistica das comparacdes entre 0s grupos nos estudos. Valores de
p menores que 0,05 (p< 0,05) foram considerados como indicativos de significancia e
representados por *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. Os dados foram obtidos

utilizando o Software GraphPad Prism 7.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

A analise de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono (RMN *H, *C),
juntamente com os espectros de Infravermelho possibilitou a elucidacdo estrutural dos

compostos tiossemicarbazonicos obtidos.

De maneira geral no RMN *H foram observados sinais caracteristicos do hidrogénio
presente no N4 da tiocarbonila (NH-C=S), evidenciado como um singleto na regido de 9,6 a
10,1 ppm. Observou-se também a presenca de um singleto com deslocamento quimico na faixa
entre 8,53 — 8,68 ppm caracteristicos do hidrogénio iminico (HC=N-). Todos 0s espectros
analisados apresentaram sinais de singleto (s), dubleto (d), tripleto (t), na regido caracteristica
de grupamentos aromaticos (7,1 - 7,9 ppm). Outros sinais também foram evidenciados em
forma de singletos na regido de 11,6 — 12,5 ppm referente aos hidrogénios do (NH) inddlico e
benzilico, de acordo com a literatura compostos possuindo uma configuracéo E exibem o sinal
entre a faixa descrita acima (SERDA et al., 2013).

Nas figuras 16 e 17 é possivel observar de maneira mais detalhada a posi¢do dos
diferentes hidrogénios presentes nos derivados tiossemicarbazonicos, em especial os do
composto LQIT/LT-73.
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Figura 16: Espectro de RMN de *H do composto LT-73.
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Os hidrogénios ligados ao anel benzilico aparecem na faixa de deslocamento entre 7,7 -
7,1 ppm com padrdes de multiplicidade correspondentes a um dubleto e dois tripletos, os quais
podem ser diferenciados por seus valores de constante de acoplamento, J= 8,0 referente ao
dubleto dos hidrogénios centrais do anel (em azul), J= 8,0 da ligacdo HNC-CH e J= 7,6 do

hidrogénio localizado em para (em verde).
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Figura 17: Ampliagéo do espectro de Hidrogénio do composto LT-73.

O espectro de RMN *3C evidencia as absor¢des dos atomos de carbono caracteristicos
dos derivados tiossemicarbazonicos. Sinais em 149,3 e 174,8 correspondem ao estiramento
C=N e C=S, respectivamente. Entre 109 — 128 ppm corresponde aos carbonos aromatico do
benzil. Em 130,5 — 144,0 ppm apresentam o estiramento referente aos carbonos do indol
(FIGURA 17).
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Figura 18: Espectro de RMN d e *3C do composto LT-73.

Os derivados tiossemicarbazonicos apresentam bandas vibracionais caracteristicas dos
grupos funcionais N-H, C=S, C=N e C=C. As bandas referentes aos 3 N-H presente na molécula
aparecem entre 3348 — 3312 cm™. Bandas em 1505 e 1550 cm™ referem-se aos grupamentos
C=S e C=N respectivamente (FIGURA 18).
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Figura 19: Espectro de Infra-vermelho do LT-71



54

A espectrometria de massa colaborou com os dados obtidos de RMN e IV para
caracterizagdo dos compostos tiossemicarbazénicos sintetizados. Através dessa analise pode-se
comparar e comprovar com exatiddo a massa molecular obtida através do espectro obtido pela
técnica do MALDI-TOF com a esperada calculada pelo ChemBioDraw Ultra 12 (FIGURA 19).
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Figura 20: Espectrometria de massas do composto LQIT/LT-81
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5.1.1 2-((5-ciano-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida (LQIT/LT-70)

NC

Composto 1 obtido na forma solida e de cor branca (100 mg, 78,80%): R= 0.52 (n-Hex/AcOEt
4:6); mp: 230-231°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5= 7.89 (d, J= 0,8 Hz, 2H), 8.50 (s, 1H,
CH), 8.56 (s, 1H, CH), 9.63 (s, 1H, NH), 11,8 (s, 1H, NH), 12,5 (s, 1H, NH) 3C NMR (100
MHz, DMSO-de): 6= 103-140 (C=C aromaéticos), 142.3 (C=N), 174.9 (C=S) ppm; IR (KBr):
v™= 1533 (C=S), 1553 (C=N), 3358 (N-H) cm™; HRMS m/z [M+H]" calculada por C17H14NsS:
320.3910; obtido: 320.109.

5.1.2 2-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida (LQIT/LT-71)

Composto 2, obtido na forma solida e de cor vermelha (100 mg, 90,44%): Ri= 0.65 (n-
Hex/AcOEt 4:6); mp: 230-231°C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6= 7.18 (t, 1H, J1=7.6Hz,
J2=7.2Hz CH-indol), 7.37 (t, 1H, J1= 8Hz, J2=6.8Hz CH-fenil), 7.67 (d, 1H, J=8Hz, CH-fenil),
7.72 (d, 1H, J=8Hz, CH- fenil), 7.78 (d, 1H, J=8Hz, CH-fenil), 7.83 (d, 1H, J=8 Hz, CH-indol);
7.87 (d, 1H, J=8 Hz, CH-indol); 8.49(s, 1H, CH-indol), 8.55 (s, 1H, HC=H), 9.5 (s, 1H, NH-
C=S), 11.7 (s, 1H,NH -fenil), 12.5 (s, 1H, NH-indol) 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 5= 109-
139 (C=C arométicos), 142.4 (C=N), 174.3 (C=S) ppm; IR (KBr): v’= 1502 (C=S), 1550
(C=N), 3152 (N-H), 3329 (N-H), 3348 (N-H) cm™*; HRMS m/z [M+H]" calculada por
C16H12N502S: 339.0790; obtido: 340,0170.
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5.1.3 2-((1H-benzo[g]-indol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida (LQIT/LT-72)
(O N
\ '
O "D
HN S

Composto 3 obtido na forma sélida e de cor amarela (100 mg, 35,41%): R= 0.59 (n-Hex/AcOEt
1:1); mp: 230-231°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8= 7.63 (m), 7.75 (d, 2H, J= 0.8 Hz Ar),
7.97 (d, 1H, J= 8,0 Hz, Ar); 8.03 (d, 1H, J= 8,0 Hz, Ar); 8.35 (d, 1H, J= 8,4 Hz, Ar); 8.42 (d,
1H, J= 8,4 Hz, Ar); 8.51 (s, 1H, CH); 9.7 (s, 1H, NH); 11.6 (s, 1H, NH); 12.5 (s, 1H, NH) *C
NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6= 112-139 (C=C aromaticos), 141.07 (C=N), 174.6 (C=S) ppm;
IR (KBr): v= 1505 (C=S), 1550 (C=N), 3000 (N-H), 3158 (N-H), 3307 (N-H) cm™; HRMS
m/z [M+H]" calculada por C20H16N3S: 344.1096; obtido: 345.112.

5.1.4 2-((1H-pirrol[2,3,b]-piridin-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida (LQIT/LT-73)

Composto 4 obtido na forma sélida e de cor branca (100 mg, 48,15%): R¢= 0.52 (n-Hex/AcOEt
4:6); mp: 289-290°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): =7.18(d, 1H, J=7.6Hz, CH-fenil),
7.21(d, 1H, J=6Hz, CH-azaindol), 7.37 (t, 2H, J1=7.6Hz, J.=7.3Hz CH-fenil), 7.62 (d, 1H,
J=8Hz, CH-fenil), 8.04 (d, 1H, J=2Hz, CH-NH-azaindol), 8.3 (d, 1H, J=6Hz, CH-azaindol),
8.38 (s, 1H, HC=N), 8.67 (d, 1H, J=8Hz, NH-azaindol), 9.6 (s, 1H, NH-C=S), 11.6 (s, 1H, NH-
indol), 12.1(s, 1H, NH-indol) *3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6= 109-144 (C=C arométicos),
149.3 (C=N), 174.8 (C=S) ppm; IR (KBr): v'= 1529 (C=S), 1553 (C=N), 3019 (N-H), 3134 (N-
H), 3328 (N-H) cm™; HRMS m/z [M+H]" calculada por C1sH13NsS: 295.089; obtido: 296.129.
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5.1.5 2-((7-metil-1H-indol-3-il) metileno)- N-fenilhidrazinacarbotioamida (LQIT/LT-74)

H E H
N\
N
X T T )
3 HN S

Composto 5, obtido na forma solida e de cor amarela (100 mg, 36,47%): Re= 0.47 (n-
Hex/AcOEt 1:1); mp: 195-196°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-de): =9.6 (s, 1H, NH-C=S),
11.6 (s, 1H, NH-indol), 12.1(s, 1H, NH-indol) *C NMR (100 MHz, DMSO-dg): 8= 109-144
(C=C aromaticos), 149.3 (C=N), 174.8 (C=S) ppm; IR (KBr): v'= 1529 (C=S), 1553 (C=N),
3019 (N-H), 3134 (N-H), 3328 (N-H) cm™; HRMS m/z [M+H]* calculada por C17H1sN4S:
308,1096; obtido: 309,139.

5.1.6 N-(4-clorofenil)-2-((5-ciano-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida
(LQIT/LT-75)
NC

Composto 6 obtido na forma sélida de cor branca (100 mg, 59,53%): R¢= 0.48 (n-Hex/AcOEt
4:6); mp: 230-232°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): $=7.43 (d, 1H, J=8.8Hz CH-indol), 7.55
(d, 1H, J=8.4Hz CH-indol), 7.61 (d, 2H, J=8.8Hz, CH-fenil), 7.66 (d, 2H, J=8.8Hz, CH-fenil),
8.1 (s, 1H, CH-indol), 8.4 (s, 1H, CH-NH-indol), 8.7 (s, 1H, CH=N), 9.8 (s, 1H, NH-C=S), 11.7
(s, 1H, NH-indol), 12.0 (s, 1H, NH-indol) 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8= 102-138 (C=C
aromaticos), 140.6 (C=N), 175 (C=S) ppm; IR (KBr): v'= 1498 (C=S), 1552 (C=N), 2953 (N-
H), 3153 (N-H), 3335 (N-H) cm™; HRMS m/z [M+H]" calculada por C17H12NsSCI: 353.0572;
obtido: 354.056.
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517 N-(4-clorofenil)-2-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida
(LQIT/LT-76)

Composto 7 obtido na forma s6lida de cor vermelha (100 mg 74,20%): R¢= 0.58 (n-Hex/AcOEt
4:6); mp: 235-236°C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6=7.37(t,1H, J1=8Hz, J,=7.6Hz CH-
indol), 7.43(d, 2H, J=9.2Hz CH-fenil), 7.76(d, 2H, J=8.4Hz CH-fenil), 7.84 (d, 1H, J=7.6Hz
CH-fenil), 7.88 (d, 1H, J= 8Hz, CH-Indol), 8.50 (s, 1H, CH Indol), 8.56 (s, 1H, CH=N),
9.63(NH, s, 1H, NH-C=S), 11.8 (NH, s, 1H, Indol), 12.5 (NH, s 1H, =N-NH) ¥C NMR (100
MHz, DMSO-dg): 6= 109-140 (C=C arométicos), 142.3 (C=N), 174.3 (C=S) ppm; IR (KBr):
v™= 1509 (C=S), 1541 (C=N), 2953 (N-H), 3116 (N-H), 3268 (N-H) cm™*; HRMS m/z [M+H]*
calculada por C16H12Ns02SCI: 373.0400; obtido: 374.055

5.1.8 2-((1H-pirrol[2,3,b]piridina-3-il)metileno)-N-(4-clorofenil) fenil-hidrazina-
carbotioamida (LQIT/LT-77)

Composto 8 obtido na forma sélida de cor branca (100 mg 56,84%): Ry= 0.44 (n-Hex/AcOEt
4:6); mp: 240-241°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6=7.18 (dd, 1H, J1=4.8Hz; J,=4.4Hz
CH-azaindol), 7.35 (dd,1H, J1=8.4Hz; J,=8.8Hz CH-azaindol), 7.42 (d, 2H, J=8.8Hz, CH-
fenil), 7.66 (d, 2H, J=8.8Hz, CH-fenil), 8.04 (s, 1H, CH-NH-azaindol), 8.31 (d, 1H, J=4.8Hz,
CH-NH-azaindol), 8.38 (s, 1H, CH=N), 8.67 (d, 1H, J=8Hz, NH-C-NH), 9.7 (s, 1H, NH-C=S),
11.7 (s, 1H, NH-indol), 12.1 (s, 1H, NH-indol) *C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6= 109-144
(C=C aromaticos), 149.3 (C=N), 174.8 (C=S) ppm; IR (KBr): v'= 1493 (C=S), 1551 (C=N),
2923 (N-H), 3078 (N-H), 3143 (N-H) cm™; HRMS m/z [M+H]" calculada por CisH12NsSCI:
329.0502; obtido: 330.086.
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5.1.9 2-((1H-benzo[g]indol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida (LQIT/LT-78)

Composto 9 obtido na forma sélida de cor branca (100 mg 33,62%): Rs= 0.66 (n-Hex/AcOEt
1:1); mp: 220-222°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): =7.6 (m, Ar), 7.7 (d, 2H, J= 1,2 Hz,
Ar), 8.0 (s, 1H, CH), 8.3 (d, 2H, J= 1 Hz, Ar), 8.4 (d, 2H, J= 0,9 Hz, Ar), 8.5 (s, 1H, CH), 9.7
(s, IH, NH), 11.7 (s, 1H, NH), 12.5 (s, 1H, NH) 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6= 112-138
(C=C aromaticos), 141.3 (C=N), 174.6 (C=S) ppm; IR (KBr): v'= 1493 (C=S), 1544 (C=N),
3289 (N-H), 3384 (N-H), 3404 (N-H) cm™; HRMS m/z [M+H]" calculada por C2H1sN4SCI:
378.0706; obtido: 379.060.

5.1.10  N-(4-clorofenil)-2-((7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida
(LQIT/LT-79)

L
N
TCHN S cl

Composto 10 obtido na forma solida de cor branca (100 mg 51,68%): R¢+= 0.63 (n-Hex/AcOEt
1:1); mp: 205-206°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6=7.05 (m, Ar), 7.4 (d, 2H, J= 1,1 Hz,
Ar), 7.68 (d, 2H, J= 1,0 Hz, Ar), 7.9 (s, 1H, CH), 8.0 (d, 2H, J= 0,9 Hz, Ar), 8.4 (s, 1H, CH),
9.6 (s, 1H, NH), 11.6 (s, 1H, NH), 12.4 (s, 1H, NH) 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8= 111-
138 (C=C aromaticos), 141.5 (C=N), 174.3 (C=S) ppm; IR (KBr): v'= 1502 (C=S), 1548
(C=N), 3134 (N-H), 3288 (N-H), 3390 (N-H) cm*; HRMS m/z [M+H]" calculada por
C17H15N4SCI: 342.0607; obtido: 343.079.
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5.1.11 2-((5-cian-1H-indol-3-il)metileno-N-(nafitilen-2-il)hidrazinacarbotioamida (LQIT/LT-
80)
H

— S
wld ~)

NC
N
H

Composto 11 obtido na forma solida de cor branca (100 mg 51,68%): R¢+= 0.63 (n-Hex/AcOEt
1:1); mp: 205-206°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 7,55 (s, 1H, naftil), 7,60 (m, 3H,
naftil), 7,65 (m, 3H, naftil), 7,92 (d, 1H, indol), 8,12 (s, 1H, indol), 8,19 (s, 1H, indol), 8,49 (s,
1H, NH indol), 9,86 (s, 1H, CH=N), 10,0 (s, 1H, NH), 11,75 (s, 1H, NH) 3C NMR (100 MHz,
DMSO-dg): 6= 120-138 (C=C aromaéticos), 149,58 (C=N), 176,64 (C=S) ppm IR (KBr): v'=
1557 (C=N), 1617(C=S), 2224 (NH), 3395 (NH) cm™; HRMS m/z [M+H]* calculada por
Co1H15NsS: 369,1048; obtido:370,1082.

5.1.12 N-(nafitalen-2-il)-2-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)hidrazina-carbotioamida
(LQIT/LT-81)

NO, H
— S
el O
N
H

Composto 12 obtido na forma solida de cor vermelha (100 mg 70,46%): Rf= 0.63 (n-Hex/AcOEt
4:6); mp: 248-250°C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8= 7,35 (s, 1H, naftil), 7,53 (m, 4H,
naftil), 7,84-7,99 (m, 2H, naftil), 7,84-7,99 (m, 3H, naftil), 8,59 (s, 1H, naftil), 8,66 (s, 1H,
azaindol), 9,90 (s, 1H, NH), 11,89 (s, 1H, NH), 12,55 (s, 1H, NH) **C NMR (100 MHz, DMSO-
ds): 6=176,89 (C=S), 142,05 (C=N), 109-139 (C=C arométicos) ppm IR (KBr): v'=1518 (C=N),
1531 (C=S), 3091 (NH), 3342 (NH) cm™* HRMS m/z [M+H]" calculada por C2oH15Ns0,S:
389,0946; obtido: 390.149.
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5.1.13 2-((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-il)metileno)-N-(nafitalen-2-il)-hidrazina-carbotioamida
(LQIT/LT-82)

H

=N S
WHN]{N O’

N
H

Composto 13 obtido na forma solida de cor amarela (100 mg 51,00%): R¢= 0.54 (n-Hex/AcOEt
4:6); mp: 269-270°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-de): 5=7,1 (d, 1H, J=3,6, naftil), 7,53-7,60
(m, 4H, naftil) 7,89-7,99 (m, 3H, azaindol), 8,05 (s, 1H, naftil), 8,29 (d, 1H, J=2,4, naftil), 8,44
(s, 1H, N=CH), 8,81 (d, 1H, CH, azaindol), 9,91 (s, 1H, NH), 11,72 (s, 1H, NH), 12,18 (s, 1H,
NH) *C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6=176,7 (C=S), 149,3 (C=N), 110-144 (C=C aromaticos
) ppm IR (KBr): v'=1557 (C=N), 1582 (C=S), 3140 (NH), 3313 (NH) cm™* HRMS m/z [M+H]"
calculada por C19H15NsS: 345,1048; obtido:346,1082.

5.1.14 2-((1H-benzo[g]indol-3-il)metileno)-N-(naftalen-2-il)hidrazinecarbotioamida
(LQIT/LT-83).

Composto 14 obtido na forma solida de cor amarela (100 mg 85,35%): Rs= 0.71 (n-Hex/AcOEt
1:1); mp: 285-286°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6= 7,45-7,70 (m, 7H, benzo(g)), 7,89-
8,04 (m, 5H, naftil), 8,40 (d, 1H, J=8,1, naftil), 8,46 (d, 1H, J=9,0, naftil), 8,58 (s, 1H, N=CH),
9,96(s, 1H, NH), 11,75 (s, 1H, NH), 12,59 (s, 1H, NH) C NMR (100 MHz, DMSO-ds):
§=176,4 (C=S), 141,2 (C=N), 112-135 (C=C aromaticos) ppm IR (KBr): v'=1544 (C=N), 1688
(C=S), 3321 (NH), 3440 (NH) cm™* HRMS m/z [M+H]" calculada por C24H1sN4S: 394,1252;
obtido:395,1286.



62

5.1.15 2-((7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(naftalen-2-il)hidraziencarbotioamida

(LQIT/LT-84). H

— )
el O

e

N

H,C H

Composto 15 obtido na forma solida de cor amarela (100 mg 52,68%): Rs= 0.63 (n-Hex/AcOEt
4:6); mp: 255-256°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8= 2,48 (s, 3H, CH3), 6,98 (d, 2H, J=4,5,
naftil), 7,52-7,58 (m, 3H, azaindol), 7,66 (d, 1H, J= 7,2, indol), 7,86 (d, 1H, J=8,1, naftil), 7,93-
8,17 (m, 5H, naftil), 8,48 (s, 1H, N=CH), 9,84 (s, 1H, NH), 11,68 (s, 2H, NH) *C NMR (100
MHz, DMSO-ds): =16,69 (CH3), 111-136 (C=C aromaticos) 141,3 (C=N), 176,17 (C=S) ppm
IR (KBr): vi=1494 (C=N), 1557 (C=S), 3326 (NH), 3413 (NH) cm™ HRMS m/z [M+H]*
calculada por C21H18N4S: 358,1252; obtido:359,1286.

5.1.16 N-alil-2-((5-ciano-1H-indol-3-il)metileno)hidrazinecarbotioamida (LQIT/LT-85)
H

=N S

{ HN—4/

HN
_\:CHZ

NC

N
H

Composto 16 obtido na forma solida de cor amarela (100 mg 73,85%): R= 0.53 (n-Hex/AcOEt
6:4); mp: 205-206°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 4,3 (t, 2H, J1=8.0 Hz; J,=8.0 Hz CH2
—alil), 5,2 (m, 1H, alil), 5.14 (d, 1H, J=7.8, alil), 6,0 (t, 1H, J1=8.0Hz; J,=8.0 Hz indol), 7,6
(dd, 2H, J1=12.0 Hz; J,=12 Hz indol), 8,0 (s, 1H, indol), 8,3 (t, 1H, J1=8.0 Hz; J,=8.0Hz NH),
8,6 (s, 1H, N=CH), 9,9 (s, 1H, NH), 11,6 (s, 1H, NH) **C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6= 49,7
(CH2), 115,1 (CH2), 121 -136 (C=C aromaticos), 139,6 (C=N), 140,1 (CN), 176,4 (C=S) ppm
IR (KBr): v'=1539 (C=N), 1617 (C=S), 3145 (NH), 3171 (NH), 3243 (NH) cm™ HRMS m/z
[M+H]" calculada por C14H13NsS: 283,0893; obtido:284,0925.
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5.1.17 N-alil-2-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)hidrazinecarbotioamida (LQIT/LT-86)

NO, H
—N S
( HN—4
” HN—\:CH2
Composto 17 obtido na forma solida de cor vermelha (100 mg 81,68%): Rf= 0.65 (n-Hex/AcOEt
6:4); mp: 205-206°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): §=4,25 (t, 2H, J1=5.6 Hz; J,=5.2 Hz
CH2 — alil), 5.92 (m, 1H, alil), 5.12 (d, 1H, J=7.8, alil), 5.12 (d, 1H, J=8.1, alil), 7,3 (t, 1H,
J1=8.0Hz; J,=8.0 Hz indol), 7,8 (dd, 2H, J1=8.0 Hz; J>=7.6 Hz indol), 8,1 (t, 1H, J1=5.6 Hz,
J2=6.0Hz NH) 8,3 (s, 1H, indol), 8,4 (s, 1H, N=CH), 11,4 (s, 1H, NH), 12,5 (s, 1H, NH) $3C
NMR (100 MHz, DMSO-de): 8=45,71 (CH2), 142,1 (C=N), 176,4 (C=S) ppm IR (KBr):
v'=1544 (C=N), 1524 (C=S), 3139 (NH), 3344 (NH) cm® HRMS m/z [M+H]" calculada por
C13H13N502S: 303,0790; obtido:304,0824.

5.1.18 2-((1H-benzo[g]indol-3-il)metileno)-N-alilhidrazinecarbotioamida (LQIT/LT-87).

Composto 18 obtido na forma solida de cor branca (100 mg 34,16%): R¢+= 0.43 (n-Hex/AcOEt
1:1); mp: 205-206°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): §=4.32 (t, 2H, CH,), 5.12 (dd, 1H,
J=10.2 CH2), 5.19 (dd, 1H, J=17,1, CH2) , 5.97 (m, 1H, CH), 7.45 (t, 1H, benzo (g)), 7.54 (dd,
2H, benzo (g)), 7,98 (d, 2H, J=8.4, CH indol), 8.12 (t, 1H, NH indol), 8.3 (d, 2H, J=8.4 benzo
(9)), 8.42 (d, 1H, N=CH), 11.33 (s, 1H, NH), 12.52 (s, 1H, NH) **C NMR (100 MHz, DMSO-
ds): 0= 45,68 (CH2), 115,2 (CH2=), 112-135 (C=C aromaticos), 140,5 (C=N), 172,2 (C=S). &=
IR (KBr): v'= 1536 (C=N), 1610 (C=S), 3111 (NH), 3403 (NH) HRMS m/z [M+H]* calculada
por C17H16N4S: 308,1096; obtido:309,1129.
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5.1.19 2-((1H-pirrol[2,3,b]piridin-3-il)metileno)-N-alilhidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-
88).

Composto 19 obtido na forma solida de cor branca (100 mg 41,68%): R¢= 0.55 (n-Hex/AcOEt
8:2); mp: 205-206°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8= 5,1 (t, 2H, alil), 5,19 (d, 1H, CH),
6,0 (m, 3H, CH), 7,1 (t, 1H, CH indol), 7,9 (s, 1H, CH indol), 8,1 (s, 1H, C=N indol), 8,3 (d,
1H, NH), 8,6 (d, 1H, CH=N), 11,2 (s, 1H, NH), 12,1 (s, 1H, NH), *3C NMR (100 MHz, DMSO-
ds): 6=45,74 (CH2), 110,0 (CH2), 115-131 (C=C arométicos), 135,5 (CH),140,3 (C-N indol),
144,0 (CH=N), 149,2 (C=N indol), 176,4 (C=S) ppm IR (KBr): v'=1529 (C=N), 1550 (C=S),
3080 (NH), 3128 (NH), 3169 (NH) cm® HRMS m/z [M+H]* calculada por Ci2H13NsS:
259,0892; obtido:260,0925.

5.1.20 N-alil-2-((7-metil-1H-indol-3-il)metileno)hidrazinecarbotioamida (LQIT/LT-89)

A
=N S
{ HN—4
HN

H A\ZCHZ

H;C

Composto 20 obtido na forma solida de cor branca (100 mg 49,31%): R¢+= 0.53 (n-Hex/AcOEt
4:6); mp: 265 -266°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8= 5,12(d, 2H, CH2), 5,17 (t, 1H, CH3),
5,2 (d, 2H, indol), 5,25(d, 2H, indol), 6,0 (m, 1H, indol), 7,0 (m, 2H, indol), 7,8 (s, 1H, CH),
8,0(d, 2H, CH2), 8,3(s, 1H, CH=N),11,2 (s, 1H, NH), 11,6 (s, 1H, NH)**C NMR (100 MHz,
DMSO-de): 6= 46,1 (CH3), 121,0 (CH2), 115-131 (C=C arométicos), 135,5 (CH),140,3 (C-N
indol), 144,0 (CH=N), 149,2 (C=N indol), 176,4 (C=S) ppm IR (KBr): v'=1544 (C=N), 1606
(C=S), 3129 (NH), 3133 (NH), 3317 (NH) cm™* HRMS m/z [M+H]" calculada por C14H16N4S:
272,1096; obtido:273,1129.
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5.2 ESTUDO BIOLOGICO in vitro

5.2.1 Ensaio de Citotoxicidade

Todos o0s novos compostos sintetizados indol-tiossemicarbazonicos foram avaliados in
vitro quanto a sua citotoxicidade. O teste realizado em macrdfagos J774 revelou que 0s
compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e LQIT/LT-87 apresentaram valores de concentracdo
citotoxica capaz de causar a morte a 50% das células viaveis (CC50) correspondes a 24,5; 21,8;
e 18,7 uM, respectivamente. Os dados mostram que esses derivados apresentam menor
citotoxicidade que os controles dexametasona com 91,1 uM e indometacina com valor >75 pM.

Os resultados de todos os compostos sdo apresentados na Tabela 1.

5.2.2 Ensaio de Linfoproliferacéo

O ensaio de linfoproliferacdo tem como principio avaliar o potencial anti-inflamatério
através da quantificacdo da inibicéo da proliferacdo dos linfoblastos, uma vez que estes séo 0s
precursores dos linfdcitos, células presentes no sistema imune responsaveis por agir contra a
invasdo ou proliferacdo de qualquer agente bioldgico considerado estranho. Neste sentido os
compostos que apresentaram valores de CCso<1 como ocorreu em LT-76, LT-81 e LT-87 para
valores de 0,56, 0,9 e 0,5 puM, respectivamente, foram considerados como compostos
promissores quanto ao seu potencial de acdo anti-inflamatdria. Os resultados de todos os

compostos sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Citotoxicidade em macréfagos J774, inibicdo da proliferacdo de linfoblastos.

Compostos Macrofagos J774, Linfoproliferacao
CCsot E.P.M. CCsox E.P.M. (UM)
(UM)
LQIT/LT-70 64.7+5.1 4.3+0.5
LQIT/LT-71 37.910.9 2.0+0.060
LQIT/LT-72 34.9+1.9 N.D.
LQIT/LT-73 79.413.0 4.6+0.58
LQIT/LT-74 32.9+2.5 1.9+0.1
LQIT/LT-75 >75 1.0+£0.36
LQIT/LT-76 24.5+1.3 0.56+0.036
LQIT/LT-77 >75 9.3+0.9
LQIT/LT78 7.00.6 5.3+0.052
LQIT/LT-79 30.0+2.6 3.5+£0.07
LQIT/LT-80 >75 1.1+0.042
LQIT/LT-81 21.8+1.8 0.9+0.01
LQIT/LT-82 >75 10.3+1.13
LQIT/LT-83 > 75 4.9+0.58
LQIT/LT-84 38.7+£3.9 2.3+0.21
LQIT/LT-85 >75 8.9+1.02
LQIT/LT-86 >75 >12
LQIT/LT-87 18.745.0 0.5+0.07
LQIT/LT-88 >75 > 12
LQIT/LT-89 60+4.3 > 12
Indometacina >75 >12
DEXA 91.1+1.9 0.012:+0.005
GV 3.840.2 ;

Valores calculados em triplicatas em experimentos independents. CCso = concentracdo citotoxica a 50 %. ICsp =

concentragdo inibitoria a 50 %. E.P.M = erro padrao da média. DEXA = Dexametasona. GV = violeta de genciana.
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5.2.3 Dosagem de nitrito (6xido nitrico)

A dosagem de nitrito foi utilizada para medir a acdo anti-inflamatéria dos derivados
indol-tiossemicarbazonicos sintetizados. Na tabela 2 estdo os valores da atividade inibitéria do

oxido nitrico expressos em M.

Tabela 2: Atividade inibitéria do 6xido nitrico

Composto  LQIT/LT-76 LQIT/LT-81 LQIT/LT-87 INDO DEXA

Inibicdo do

oxido nitrico
Clso 9.0+0.43 8.7+0.21 21.0+1.02 16.7+0.67 6.25+0.14
tE.P.M.

(M)
ICs0 = concentragdo inibitoria a 50 %. E.P.M = erro padréo da média. DEXA = Dexametasona. INDO = indometacina.

Os dados apresentados no Gréafico 1 evidenciam gue as tiossemicarbazonas LT-76 e LT-
81 sdo eficientes na reducdo de lipopolissacarideos (LPS) induzida pela producéo de oxido
nitrico em niveis ndo citotoxicos na dose analisada (10 uM). Ambos 0s compostos apresentaram
uma maior reducdo na concentragdo de NO quando comparados com a indometacina, e 0 LT-
81 destaca-se por reduzir a expressao do LPS em valores ainda menores que a dexametasona.
Ja o LT-87 ndo apresentou significancia durante o ensaio. Diante dos dados obtidos nos testes
in vitro os compostos LT-76, LT-81 e LT-87 foram encaminhados para os ensaios bioldgicos

in vivo.
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Grafico 1. Producdo de oxido nitrico por macrdfagos J774 estimulados com LPS e INF-y e tratados com os
compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e Indometacina (INDQO). A dexametasona (Dexa) foi utilizada como

inibidor de referéncia. Determinado 24 h ap6s tratamento pelo método de Griess. C-

: ndo-estimuladas. C+:

estimuladas e ndo-tratadas. (ANOVA one-way): ***P < 0.001. **P < 0.01; *P < 0.05 em comparagdo com o C+.

5.2.4 Dosagem das Citocinas IL-6 e TNF-a

As citocinas IL-6 e TNF-a foram dosadas a partir da secregdo liberadas pelos

macrdfagos J774 ap6s serem estimulados com LPS e INF- y e tratados com os compostos em

estudo. Esses mediadores pleiotrdpicos sdo produzidos durante a fase de ativacdo e fase efetora

da imunidade a fim de regular a resposta inflamatdria, sendo assim uma baixa concentracao

dessas citocinas nos macréfagos indicam uma eficiente atividade anti-inflamatoria.

Os dados do Grafico 2 mostram o comportamento do LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e
LQIT/LT-87 nareducdo da concentragdo da IL-6. O LQIT/LT-81 e LQIT/LT-87 apresentaram

uma significante reducéo na concentracéo da IL-6, porém o LT-76 destaca-se por comportar-se

de maneira similar ao inibidor de referéncia dexametasona e melhor do que a indometacina,

farmaco semelhante estruturalmente aos compostos avaliados.
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Gréfico 2: Dosagem de Citocinas
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Grafico 2. Secrecéo da interleucina-6 (IL6) por macrdfagos J774 estimulados com LPS e INF-y e tratados com os
compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e Indometacina (INDO). A dexametasona (Dexa) foi utilizada como
inibidor de referéncia. Determinado 24 h ap6s tratamento pelo método do ELISA. C- : ndo-estimuladas. C+:
estimuladas e ndo-tratadas. (ANOVA one-way): ***P < 0.001. **P < 0.01 em compara¢do com C+. *P < 0.05 em

comparagdo com o C+.

Ja na dosagem de TNF-a o LQIT/LT-81 foi o que melhor reduziu a concentracao dessa

citocina com valores expressos em 10uM (Tabela 3).

Tabela 3: Inibicdo da secrecdo de TNF-alfa liberados por macréfagos estimulados com LPS e tratados com os

derivados indol-tiossemicarbazonicos.

Composto LQIT/LT-76 LQIT/LT-81 LQIT/LT-87 INDO DEXA
% Inibicéo
do TNF-a 10.1+1.0 25.3+1.2 21.4+0.9 21.4+3.1 55.840.9
(10 uM)

Os valores plotados no gréafico 3 mostram os valores de significancia dos compostos ao
inibir a secrecdo do TNF-o. Os macrofagos J774 foram estimulados com LPS e INF-y e tratados
com os compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81, LQIT/LT-87 e Indometacina (INDO) e a
dexametasona (DEXA) foram utilizada como inibidor de referéncia. Os trés derivados indol-
tiossemicarbazonicos reduziram a secre¢do do TNF-a, porém O LQIT/LT-81 e 87 se destacam

por possuirem um perfil de inibicdo semelhante e/ou melhor que o da indometacina.
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Grafico 3: Dosagem de TNF-o.
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Grafico 3. Secrecéo do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a;) por macrofagos J774 estimulados com LPS e INF-
y e tratados com os compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e Indometacina (INDO). Analise estatistica (ANOVA

one-way): ***P < 0.001. **P < 0.01 em comparac¢do com C+. *P < 0.05 em comparagdo com o C+.

5.3 ESTUDOS BIOLOGICO in vivo

5.3.1 Toxicidade Aguda Oral

Devido aos resultados promissores obtidos nos testes in vitro os compostos LT-76, LT-
81 e LT-87 foram avaliados quanto a toxicidade aguda oral para escolher adequadamente as
doses para executar os estudos anti-inflamatérios. A administracdo oral dos compostos ndo
levou a efeitos toxicos significativos na dose de 2000 mg /kg como preconizado pela OECD
2002. Na primeira hora ap6s a administracdo dos compostos teste, foi observado irritabilidade
e ptose. Durante o experimento ndo foi observado morte nem mudanca nos parametros

fisiologicos e hematoldgicos como observados na Tabela 4 e 5.



Tabela 4: Efeito dos compostos ind6lico-tiossemicarbazénicos sobre os parametros hematologicos.

Parametros Controle LQIT/LT-76 LQIT/LT-81 LQIT/LT-87
Hemécias (10%mm?®) 8,46 +0,19 8,6 +0,79 8,91+0,15 8,72+0,71
Hemoglobina (g/dL) 12,3+0,29 12,7+1,22 11,6 £ 0,56 12,9+1,02
Hematocrito (%) 44,4 + 0,94 48,3+ 3,00 43,7 +1,43 46,1+3,53
VCM (Hg) 52,3+1,2 53,8 + 1,47 49,1+ 1,60 52,6+0,51
HCM (pg) 14,6+ 0,35 14,7 + 0,65 13,0 + 0,60 14,2+0,54
CHCM (%) 27,8+0,43 27,1+1,04 26,56 + 0,46 27,0+0,90
Leucdcitos (10%mm?) 4,37 £ 0,90 36+145 3,04 +£0,91 3,98+0,88

71

Valores expressos em média £ D.P. (n=6). *p < 0,05; **p < 0,01 vs controle. ANOVA, teste de Bonferroni. HCM
- Hemoglobina corpuscular média; CHCM - Concentracdo da hemoglobina corpuscular; VCM - Volume

corpuscular médio.



Tabela 5: Efeito dos compostos inddlicos-tiossemicarbazénicos sobre parametros fisioldgicos e indice de 6rgéos.

Grupo indice (mg/Kg) Consumo Peso Corporal (g)

Figado Bago Rim Racéo () Agua (mL) Inicial Final
Controle 528+6,76 6,08 +1,36 11,08 +1,13 30,0 £13,6 42,7+15,9 35,0+2,88 38,5+2,80
LQIT/LT-76 57,7+£6,87 5,85+1,86 14,06 = 1,67 18,7 £4,35 38,7 + 15,88 32,7+4,03 34,6 £1,33
LQIT/LT-81 58,13+8,87 529+118 12,3 +1,64 32,7+9,31 42,3+8,79 30,08 + 3,30 29,9 +3,43
LQIT/LT-87 515+9,38 6,09+1,98 12,8 +2,48 19,8 +5,65 30,0 £9,67 26,2 £ 2,03 31,0+3,43

Valores expressos em média + DP. (N = 6). *p < 0,05 vs controle. ANOVA, teste de Bonferroni. Indice dos 6rgios = peso do 6rgéo (mg) / peso corporal final.
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A fim de estabelecer uma relagdo dose-resposta os compostos foram avaliados pelo
modelo do edema de pata induzido por carragenina em camundongos nas doses de 10, 30 e 50

mg/Kkg.

5.3.2 Edema de Pata induzido por carragenina

A inflamacédo aguda por injecdo subplantar em roedores pode ser realizada por varios
agentes flogisticos. O modelo do edema de pata induzido por carragenina é bastante Gtil para a
avaliacdo de substancias anti-inflamatorias esteroides e ndo-esterdides, pois a carragenina é um
mucopolissacarideo capaz de produzir um edema no maximo em 3 horas facilitando o estudo
de substancias (LEME et al., 1973 e BRYANT et al., 1995).

A carragenina é responsavel pela ativacdo da via da cicloxigenase e é sensivel aos
glicocorticdides e antagonistas de sintese de prostaglandinas. A fase inicial da resposta de
carragenina é devida a liberacdo de serotonina (5-HT) e histamina (DiROSA et al., 1971), além
de outros mediadores como: as cininas, TNFa, IL-1p, IL-2 e IFNy que ocorre na primeira fase
no periodo de 0 - 2 horas. A liberacdo dessas substancias no inicio da inflamacéao é importante
pois elas sdo responsaveis por promover alteracdo do tonus vascular e da permeabilidade, que
contribuem para o extravasamento de liquidos (SCOGNAMILLO-SZABO, BECHARA;
CUNHA, 2005, ROCHA et al., 2007). Ja a segunda fase da resposta inflamatéria aguda
caracteriza-se pela liberacdo de NO, PGs e LT, produtos da acdo da COX, onde ocorre a
infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares, ocorrendo entre a 3 - 6 horas.

A medicdo da variagdo no volume do edema de pata é uma boa indicacdo da atividade
anti-inflamatoria, sendo assim os resultados foram expressos como a diferenca entre o volume
final da pata a cada tempo (Vf) e o volume inicial (Vi). Todos os grupos tratados com 0s
compostos em estudos apresentaram significancia na redugdo do edema nas doses de 30mg/Kg
e 50mg/Kg administradas. Dentre os compostos estudados, o LQIT/LT-81 foi capaz de impedir
a progressao do edema de pata em todas as doses ao longo de todo o experimento. Apresentando
a melhor acédo anti-inflamatdria com significancia da primeira a sexta hora. As percentagens de

inibicdo do edema de pata dos compostos testados estéo dispostas nas Tabelas 6,7 e 8.
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Tabela 6: Percentual de crescimento do volume da pata (%) do composto LQIT/LT76 comparado com o controle
negativo (média * erro padrao).

. Indometacina LQIT/LT-76 LQIT/LT-76 LQIT/LT-76
Horas  Salina 0,9% 10mg/Kg ?Omg/Kg (S?Omg/Kg SOmg/Kg
1 37677 136 +4,3 31,1624 33416 21,1+6,0
2 41,5+115 12,4+39 28,45+ 8,5 548+43 242+6,4
3 52,2 £10,2 12,4+39 36,12+ 12,4 38,2+ 6,0 31,9147
4 65,5+6,11 21,0+48 755+2,7 34,4 +51*%* 35,7 £ 4,6%*
5 66,5+ 6,70 10,1+3,1 39.5+151* 28,2+ 4,6** 31,0 £ 6,1%**
6 75,9 + 8,96 6,3+25 64,8+ 6,4 35,2 + 5,8*** 26,7 + 5,9%**

Os dados foram expressos como a média + EP de 5 animais por grupo. Os resultados foram considerados significativos quando
*p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 e p<0,0001 (em comparagdo com o grupo de controle negativo), determinado por analise
de variancia (ANOVA) seguido pelos testes de Bonferroni.

Tabela 7: Percentual de crescimento do volume da pata (%) do composto LQIT/LT-81 comparado com o
controle negativo (média + erro padréo).

. Indometacina LQIT/LT-81 LQIT/LT-81 LQITLT-81
Horas Salina 0,9% 10mg/Kg ?Omg/Kg (gOmg/Kg 5QOmg/Kg

1 37677 13,6 +4,3 155+ 2,7* 8,1 + 3,0** 18,8 + 4,1***
2 415+115 12,4+39 12,3 £ 2,6*** 9,5 £ 3,2%*** 17,6 + 5,0**
3 52,2+ 10,2 124+39 23,5 £ 6,3*** 8,2 £ 3,0%*** 25,5+ 5,0%*
4 65,5+ 6,11 21,0+4,8 24,8 + 2,9%*** 15,6 + 3,7**** 27,5 £ 6,2%***
5 66,5+ 6,70 101+31 12,6 £ 3,4**** 8,3 £ 2,6%*** 15,4 £ 5, 1****
6 ‘ 75,9 + 8,96 6,3£25 14,0 + 3,4**** 8,3 £ 2,6%*** 15,4 £ 5, 1****

Os dados foram expressos como a média  EP de 5 animais por grupo. Os resultados foram considerados significativos quando
* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 e p<0,0001 (em comparagdo com o grupo de controle negativo), determinado por andlise

de variancia (ANOVA) seguido pelos testes de Bonferroni.

Tabela 8: Percentual de crescimento do volume da pata (%) do composto LQIT/LT-87 comparado com o
controle negativo (média % erro padrdo).

. Indometacina LQIT/LT-87 LQIT/LT-87 LQIT/LT-87
Horas Salina 0,9% 10mg/Kg ?Omg/Kg ?Omg/Kg ?Omg/Kg

1 25,59 £ 7,45 15,8 + 4,32 31,68+4,82 6,28 + 1,21%** 18,01 +2,39
2 28,78 £4,24 11,9+3,1 29,51 + 4,56 6,23 + 1,94*** 16,01 + 4,88
3 22,50 + 4,45 121+31 31,02 £ 2,98 7,57 £ 2,90* 9,21 + 3,89
4 24,17 £ 4,45 21,3+£3.3 24,30 £ 5,45 2,55 + 1,47%** 4,22 £ 2,59**
5 6,70 + 3.09 9,2+23 10,88 + 4,47 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
6 3,51+1,45 6,4+23 7,78+3,78 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00

Os dados foram expressos como a média + EP de 5 animais por grupo. Os resultados foram considerados significativos quando
*p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 e p<0,0001 (em comparagdo com o grupo de controle negativo), determinado por analise
de variancia (ANOVA) seguido pelos testes de Bonferroni.

Os derivados indol-tiossemicarbazo6nicos avaliados para a atividade anti-inflamatoria
possuem uma similaridade estrutural ao padrdo utilizado, indometacina. E comprovado que a

porc¢éo inddlica é essencial para a atividade anti-inflamatoria (BARREIRO e FRAGA, 2008).
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As modificacBes no esqueleto da molécula provocaram uma variagdo nos efeitos eletrdnicos e

no volume dos substituintes que significativas alteracdes na atividade bioldgica.

Em todas as horas os grupos tratados com o composto LQIT/LT-81 na dose de 10mg/Kg
e indometacina a 10 mg/ kg promoveram uma reducdo no volume da pata em relagdo ao grupo
controle negativo. Estatisticamente o LQIT/LT-81 comportou-se de maneira similar ao grupo
controle positivo inibindo o crescimento do tumor em até 70,20%, enquanto que a indometacina
inibe em 70,08% durante a fase vascular do processo inflamatério (0 - 2,5 horas). Durante a
fase celular (3 - 6 horas) o LQIT/LT-81 apresentou valores de percentagem de inibi¢éo variando
de 54,91 - 81,47% enquanto que a indometacina 76,22 - 91,59%.

Essa similaridade de efeito também foi observada nas doses de 30 e 50mg/kg do
composto LQIT/LT-81, tendo seus picos maximos de inibicdo durante a fase celular com
valores de 81,47 e 88,96%, respectivamente (Tabela 9). Esses resultados evidenciam a
efetividade do composto LQIT/ LT-81 em controlar a progresséo da inflamacdo tanto pela via

das aminas vasoativas, quanto pela via das ciclooxigenase.

Tabela 9: Percentual de inibi¢&o do processo inflamatorio (%).

. LQIT/LT-81 LQIT/LT-81 LQIT/LT-81
Horas Indometacina ?Omg/Kg ?Omg/Kg (gOmg/Kg
1 63,86% 58,68% 78,30% 49,84%
2 70,08% 70,20% 77,00% 57,49%
3 76,22% 54,91% 84,18% 51,11%
4 67,81% 62,12% 76,10% 58,01%
5 84,70% 80,93% 87,40% 76,77%
6 91,59% 81,47% 88,96% 79,65%
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6 CONSIDERACOES FINAIS

*

Os novos compostos da série 3-indol-tiossemicarbazonas foram sintetizados com é
através de uma rota sintética que se mostrou adequada para a obtencdo dos compo....

de maneira rapida e com rendimentos satisfatorios.

Nos ensaios in vitro de citotoxicidade em macréfagos J774 os compostos LQIT/LT-76,
LQIT/LT-81 e LQIT/LT-87 apresentaram valores de citotoxicidade menores que 0s

farmacos padrdes dexametasona e indometacina.

No ensaio de linfoproliferagcdo os compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e LQIT/LT-87
se destacaram por inibir a proliferacdo dos linfoblastos no local da lesdo, revelando a

eficiéncia desses compostos em sua a¢do anti-inflamatoria.

Os compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e LQIT/87 foram capazes de reduzir
significativamente a concentracdo de IL-6 em macréfagos J774. O composto LQIT/LT-
76 destacou-se por sua similaridade de inibicdo frente a dexametasona e sua melhor

acao em relacdo a indometacina.

Na dosagem de TNF-a os compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e LQIT/87 foram
capazes de reduzir a concentracao dessa citocina em macrofagos J774.

Os compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e LQIT/87 ndo apresentam efeitos toxicos

significativos in vivo.

No ensaio de edema de pata induzido por carragenina, foi possivel observar que os
compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e LQIT/LT-87 foram capazes de reduzir de
maneira similar ao medicamento padrdo, indometacina, o volume da pata em todas as
horas de avaliacdo do experimento. Essa efetividade revela a acdo desses farmacos sobre

os mediadores inflamatorios.
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7 PERSPECTIVAS

+ Realizar estudos histoldgicos sob os edemas de pata marcados com IL-1pB, afim de
quantificar tal citocina no tecido inflamado.

+ Realizar Teste in vitro com a COX-2 para avaliar a inibicdo da conversdo do acido
araquiddénico em PGE2 e assim tentar propor um mecanismo de acdo para essa classe
de compostos na inflamag&o.

+ Realizar Teste in vitro com a 5-LOX para avaliar a inibicdo da conversdo do acido
araquiddénico em LT e assim tentar propor um mecanismo de agdo para essa classe de

compostos na inflamacgéo.

+ Realizar asintese de 20 novos compostos a partir das tiossemicarbazonas ja sintetizadas,

utilizando dietil-acetileno-dicarboxilato a fim de originar 4-tiazolidinonas.

+ Caracterizar através das analises espectroscopicas usuais (RMN 1H, RMN 13C, IV,

massas) 0S NOVOS compostos que serdo obtidos;

+ Avaliar a atividade anti-inflamatéria dos 20 novos compostos que serdo sintetizados
utilizando as mesmas metodologias para verificar se a mudanca estrutural proposta

provocara aumento ou diminuicdo da atividade biologica.
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