(21) 8 0201001a503-0 a2 || ININIINANIL

(22) Data do Depésito: 12/07/2019

Republica Federativa do Brasil  (43) Data da Publicacao Nacional: 19/01/2021

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: INIBIDORES DA COCLOOCIGENASE: DERIVADOS N-(2-INDOL-3-IL) METILENO-N-HIDRAZINA-
CARBOTIAMIDAS ANTI-INFLAMATORIOS E ANALGESICOS

(51) Int. Cl.: CO7D 209/14; CO7D 209/60; CO7D 401/00; A61K 31/404; A61K 31/4439; (...).

(71) Depositante(es): UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO.

(72) Inventor(es): MARIA DO CARMO ALVES DE LIMA; RICARDO OLIMPIO DE MOURA; SINARA MONICA VITALINO DE
ALMEIDA; JAMERSON FERREIRA DE OLIVEIRA; CRISTIANE MOUTINHO LAGOS DE MELO; CEZAR AUGUSTO DA CRUZ
AMORIM; IRIS TRINDADE TENORIO JACOB; IRANILDO JOSE DA CRUZ FILHO.

(57) Resumo: INIBIDORES DA COCLOOCIGENASE: DERIVADOS N-(2-INDOL-3-IL) METILENO-N-HIDRAZINA-
CARBOTIAMIDAS ANTI INFLAMATORIOS E ANALGESICOS. A presente invencéo se refere a moléculas ativas sobre processos
inflamatorios, analgésicos e inibidoras da ciclooginagenase 2. Mais especificamente, as moléculas da presente invengéo referem-
se a derivados N-(2-indol-3-il) metileno-N-hidrazinacarbotioamidas Uteis no tratamento de processos inflamatérios ou de outras
manifestagdes clinicas que requeiram o uso de anti-inflamatérios e analgésicos. Os resultados sugerem uma resposta anti-
inflamtdria dos derivados testados, onde o composto LQIT/LT-81 na dose de 10mg/Kg promoveu uma redugdo 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 edema em até 70,20%. Os compostos testados exibiram atividade inibitéria da COX-2 (0,14 e 0,049 M,
respectivamente) maior que o celecoxib (0,26 mM). Os resultados obtidos com a linhagem de macréfagos J774 tratados in vitro
com os compostos mostraram a regulacéo imunolégica para resposta Th2. Parametros como a diminui¢do das citocinas IL-6 e
TNF-a, associados a menor liberagao de 6xido nitrico e a linfoproliferagdo. As citocinas Th2, como IL-4 e IL-10, foram produzidas
em altos valores, e o TNF-a foi produzido em valores mais baixos para (...).
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INIBIDORES DA COCLOOCIGENASE: DERIVADOS N-(2-INDOL-3-1L)
METILENO-N-HIDRAZINA-CARBOTIOAMIDAS ANTI-INFLAMATORIOS E
ANALGESICOS

01. A presente invencdo se refere a moléculas ativas sobre processos
inflamatorios, analgésicos e inibidoras da ciclooginagenase 2. Mais especificamente, as
moléculas da presente invencdo referem-se a derivados N-(2-indol-3-il) metileno-N-
hidrazina-carbotioamidas Gteis no tratamento de processos inflamatdrios ou de outras

manifestacdes clinicas que requeiram o uso de anti-inflamatorios e analgésicos.

02. As lesbes provocam uma série de eventos celulares e moleculares que
auxiliam o organismo a defender-se contra a invaséo de micro-organismos e estimulam
processos que restauram a estrutura e funcdo do tecido ou 6rgdo afetado (CHENG, et
al., 2017). Os primeiros eventos de liberacdo de substancias plasmaticas compreendem a
inflamacdo aguda, uma reacdo em resposta aos sinais de patdgenos e células danificadas
ou necrdticas que incluem modificagBes vasculares, recrutamento de leucdcitos e
ativacdo localizada de componentes imunes inatos que, em conjunto, ativam células de

imunidade adaptativa tanto local como sistémica (KING, et al., 2017).

03. Entretanto, em muitos casos essas respostas imunoldgicas ndo sdo o
suficiente para levar a resolucdo dos processos inflamatérios, sendo necessario a
utilizacdo de medicamentos anti-inflamatoérios, principalmente o0s nao-esteroidais
(AINES) que atuam em mecanismos especificos da cascata inflamatoria (MARTEL-
PELLETIER, et al., 2011). A atividade farmacoldgica dos AINES esta relacionada com
a supressdo da biossintese das prostaglandinas (PGs) pelo acido araquidonico (AA)
através da inibicéo das enzimas ciclooxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2) (CLARK et al.,
2013).

04. 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
estd envolvida principalmente na sintese de PG citoprotetoras no trato gastrointestinal
(GI), enquanto a COX-2 é indutivel e sua expressdo é induzida durante condicgdes

inflamatdrias, provocadas por moléculas pré-inflamatdrias tais como interleucina (1L-1),
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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 hipotdlamo e hipofise
(OKSUZ et al., 2015)

05. Os farmacos anti-inflamatdrios 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
estbmago (ZAMPRONIO, et al., 2017). Os COXIBES, anti-inflamatérios seletivos a
COX-2, surgiram como alternativa para o tratamento de inflamagdes sem provocar 0s
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).

06. As tiossemicarbazonas pertencentes ao grupo das iminas, apresentam
atividades farmacoldgicas significantes, dentre as quais se podem destacar anti-
inflamatéria (OLIVEIRA, et al., 2016 e HELAL et al., 2013); antibacteriano
(BECKFORD et al., 2011) e anticancer (OLIVEIRA et al., 2015).

07. Nesse contexto, os inddis podem ser consideradas estruturas privilegiadas
para o planejamento de compostos bioativos com atividade anti-inflamatoria (RAJAK,
KHARYA AND MISHRA, 2007). A literatura descreve a atividade anti-inflamatoria de
medicamentos como a indometacina e o Tenidap possuem o nucleo indol em sua
estrutura e sdo utilizados na clinica para o tratamento da inflamacdo. A acdo desses
farmacos ¢é atribuida ao nucleo indol, uma vez que 0 mesmo possui varias propriedades
bioldgicas descritas como anti-inflamatdria (HALL, et al., 2008; SINGH et al., 2008),
anticonvulsivante (ABDEL-AZIZ et al., 2016), doengas cardiovasculares (AL-
HOURANI et al., 2011), antibacteriana (RAJAKARIAR, YAQOOB AND GILROY,
2006). Outros estudos apontam também a diversidade de agdes farmacoldgicas das

tiossemicarbazonas e seus derivados como anti-inflamatorias (OLIVEIRA et al., 2016),

Petica0 870190066066, de 12/07/2019, pag. 11/44



3/29

anti-tuberculose (DEMURTAS et al., 2019), anti-T. cruzi (MUTHUKUMAR;
GEORGE AND VAIDHYALINGAM, 2008), antibacteriana e antiflngica
(BECKFORD et al., 2011), anti-tumoral (ABDELBASSET et al., 2018). Além disso, 0s
indois sdo relatados como inibidores de importantes alvos envolvidos no processo
inflamatério, como COX-2 (AL-HOURANI et al., 2011), fosfolipase A2
(RAJAKARIAR, YAQOOB AND GILROY, 2006) e citocinas como IL-1f ¢ TNF-o
(REDDYRAJULA, DALIMBA AND KUMAR, 2019).

08. Em estudos prévios conduzidos por nosso grupo de pesquisa, moléculas
contendo o heterociclo de indol conjugado com outros importantes farmacé6foros como
tiazolidina e imidazolidina foram capazes de inibir a linfoproliferacdo, reduzir a
expressao / produgdo de COX-2, IL-1p e TNF, e mostraram uma boa farmacocinética
(OLIVEIRA et al.,, 2016; (DEMURTAS et al., 2019; BECKFORD et al., 2011;
ABDELBASSET et al., 2018). Assim, tendo em vista estas evidéncias que comprovam
a importancia bioldgica dos ind6is na quimica medicinal, neste trabalho objetivou-se
sintetizar novas moléculas contendo essas estruturas privilegiadas conjugadas, bem
como avaliar os anti- corpos in vivo e in vitro, atividade inflamatéria e o perfil de
inibicdo da COX-1/2 desses novos compostos. A inflamacdo é conhecida como uma
resposta defensiva a um trauma mecanico ou outros estimulos nocivos. Prolongada e
persistente, a inflamacdo pode levar a destruicdo dos tecidos e doencas crbnicas. A
busca de novas moléculas que conduzam a novos protipos de farmacos anti-

inflamatdrios estimulam a comunidade cientifica.

09. Segundo Kenyon et al. (1996) as tiossemicarbazonas sdo extremamente
estaveis e mimetizam porcdes de peptideos, que sdo facilmente reconhecidas pelos
sistemas bioldgicos. Fato que confere aos derivados diversas atividades biolégicas como
tuberculostatica (LEITE et al., 2010; SRIRAM, YOGEESWARI AND MADHU,,
2005), antiviral (BADRIA et al., 2011; ISHIMA et al., 2011), analgésico e anti-
inflamatorio (FRAGA et al., 2009; GUIMARAES et al., 2010; SAINI et al., 2014,
BARREIRO et al., 2015), anticonvulsivante (KULANDASAMY, ADHIKARI AND
ADHIKARI, 2009; KULANDASAMY, ADHIKARI AND STABLES, 2009),
tripanocida (LEITE et al., 2009; SOARES et al., 2012), antipsicotico (OSNOWSKI et
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al., 2012; HOODA et al., 2012) e vasodilatadora (BARREIRO et al., 2009). Logo, esse
grupo de moléculas surgem como perspectivas de novos farmacos podendo, assim,

contribuir nos estudos para a descoberta de compostos potencialmente bioativos.

10. O processo de obtencao de novos derivados indol-tiossemicarbazonas foram
preparados em duas etapas, as tiossemicarbazonas foram obtidas por uma adicao
nucleofilica entre hidrazinas e isotiocianatos substituidos. A sintese dos derivados indol-
tiossemicarbazonas ocorreu através da reacdo de condensacdo com quantidades
equimolares do nucleo inddlico ndo substituido ou substituidos (onde X pode ser
carbono, nitrogénio, oxigénio e/ou enxofre) por cloro, bromo, fluoro, metil, etil, metoxi,
nitro, ciano e benzo[g] nas posi¢des Ri, Rz, R3, R4, e/ou Rs e das hidrazinas e
isotiocianatos substituidos na presenca de um acido (&cido acético e/ou acido cloridrico)
e solventes tais como metanol, etanol, tetraidrofurano, benzeno, tolueno ou
dimetilformamida, em uma temperatura ambiente ou superior ao ponto de fusdo dos
reagentes. Purificados atraves de cristalizages sucessivas em metanol, etanol, tolueno,
dioxano ou tetraidrofurano (Figura 1). A metodologia utilizada resultou na formacéo

dos produtos com bons rendimentos variando entre (50-90%).

11. Foram realizadas etapas de sintese, purificacdo e elucidacdo estrutural de
novos compostos indol-tiossemicarbazonas substituidos, acompanhados por ensaios in

vitro e in vivo visando a avaliacdo de suas potenciais atividades anti-inflamatoria.
FIGURA 1

12. Esses compostos, seus sais, complexos de inclusdo e/ou formas
farmacéuticas (sélidas, semi-solidas, solugdes, emulsbes, suspensdes e/ou injetaveis)
podem ser administrados por qualquer via de administracdo, incluindo: via oral,
intravenosa, intra-arterial, intracraniano, intratoracica, intraperitoneal, parenteral,

ocular, retal, cutanea, sub-cutanea, intradérmica, dérmica, inalatéria ou intramuscular.

13. Esse procedimento permite obter os compostos reivindicados, através de
reacOes de condensacdo do grupo tiossecarbazona com os derivados indélicos néo
substituido ou substituidos. Estes derivados sdo quimicamente denominados: 2-((5-
ciano-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-70); 2-((4-
nitro-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-71);
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2-((1H-benzo[g]-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-72;);
2-((1H-pirrol[2,3,b]-piridin-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-
73); 2-((7-metil-1H-indol-3-il) metileno)- N-fenil-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-

74); N-(4-clorofenil)-2-((5-ciano-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazina-
carbotioamida (LQIT/LT-75); N-(4-clorofenil)-2-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)-N-
fenil-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-76); 2-((1H-pirrol[2,3,b]piridina-3-

il)metileno)-N-(4-clorofenil) fenil-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-77); 2-((1H-
benzo[g]indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida  (LQIT/LT-78), N-(4-
clorofenil)-2-((7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida
(LQIT/LT-79); 2-((5-cian-1H-indol-3-il)metileno-N-(nafitilen-2-il)-hidrazina-
carbotioamida (LQIT/LT-80); N-(nafitalen-2-il)-2-((4-nitro-1H-indol-3-
il)metileno)hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-81); 2-((1H-pirrolo-[2,3-b]piridin-3-il)-
metileno)-N-(nafitalen-2-il)-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-82); 2-((1H-
benzo[g]indol-3-il)metileno)-N-(naftalen-2-il-)hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-83);
2-((7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(naftalen-2-il)hidraziencarbotioamida (LQIT/LT-
84); N-alil-2-((5-ciano-1H-indol-3-il)metileno)-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-85);
N-alil-2-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-86); 2-
((1H-benzo[g]indol-3-il)metileno)-N-alilhidrazinecarbotioamida (LQIT/LT-87); 2-((1H-
pirrol[2,3,b]piridin-3-il)metileno)-N-alil-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-88); N-alil-
2-((7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-89).

14. Alguns exemplos da elucidacdo estrutural dos novos derivados N-(2-indol-3-
il) metileno-N-hidrazina-carbotioamidas: 2-((5-ciano-1H-indol-3-il)metileno)-N-
fenilhidrazinacarbotioamida (LQIT/LT-70). Composto 1 obtido na forma sélida 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-dg): 6= 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) C NMR (100 MHz, DMSO-de): 5=
103-140 (C=C aromaticos), 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 Ci7H14NsS:
320.3910; obtido: 320.109.
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15.2-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida

(LQIT/LT-71). Composto 2, obtido na forma sélida e de cor vermelha (100 mg,
90,44%): Rt= 0.65 (n-Hex/AcOEt 4:6); mp: 230-231°C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-
de): &= 7.18 (t, 1H, J1=7.6Hz, J,=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) *C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8= 109-139 (C=C
aromaticos), 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.

16. 2-((1H-benzo[g]-indol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida
(LQIT/LT-72). 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) 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8= 112-
139 (C=C aromaticos), 141.07 (C=N), 174.6 (C=S) ppm; IR (KBr): v'= 1505 (C=9),
1550 (C=N), 3000 (N-H), 3158 (N-H), 3307 (N-H) cm*; HRMS m/z [M+H]* calculada
por CooH16N3S: 344.1096; obtido: 345.112.

17.  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%):
Ri= 0.52 (n-Hex/AcOEt 4:6); mp: 289-290°C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-de):
§=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) *C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6= 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),
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3328 (N-H) cm™*; HRMS m/z [M+H]* calculada por CisHisNsS: 295.089; obtido:
296.129.

18.  2-((7-metil-1H-indol-3-il)  metileno)-  N-fenilhidrazinacarbotioamida
(LQIT/LT-74). Composto 5, obtido na forma sélida e de cor amarela (100 mg, 36,47%):
R¢= 0.47 (n-Hex/AcOEt 1:1); mp: 195-196°C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6=9.6
(s, 1H, NH-C=S), 11.6 (s, 1H, NH-indol), 12.1(s, 1H, NH-indol) **C NMR (100 MHz,
DMSO-de): 6= 109-144 (C=C aromaéticos), 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 C17H16N4S: 308,1096; obtido: 309,139.

19. N-(4-clorofenil)-2-((5-ciano-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazina-
carbotio-amida (LQIT/LT-75). 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-ds): 6=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) **C NMR (100 MHz, DMSO-dg): &= 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.

20. N-(4-clorofenil)-2-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazina-
carbotioamida (LQIT/LT-76) Composto 7 obtido na forma sélida de cor vermelha (100
mg 74,20%): Ri= 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
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(NH, s, 1H, Indol), 12.5 (NH, s 1H, =N-NH) *C NMR (100 MHz, DMSO-dg): 5= 109-
140 (C=C aromaticos), 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 C16H12Ns0,.SClI: 373.0400; obtido: 374.055

21. 2-((1H-pirrol[2,3,b]piridina-3-il)metileno)-N-(4-clorofenil)-fenil-hidrazina-
carbotio-amida (LQIT/LT-77). Composto 8 obtido na forma sélida de cor branca (100
mg 56,84%): R= 0.44 (n-Hex/AcOEt 4:6); mp: 240-241°C; *H NMR (400 MHz,
DMSO-de): 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
C15H12NsSCI: 329.0502; obtido: 330.086.

22. 2-((1H-benzo[g]indol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida
(LQIT/LT-78). Composto 9 obtido na forma so6lida de cor branca (100 mg 33,62%): R+=
0.66 (n-Hex/AcOEt 1:1); mp: 220-222°C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6=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, 1H, 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): vi= 1493 (C=S), 1544 (C=N), 3289 (N-H), 3384 (N-H), 3404 (N-H)
cm™?; HRMS m/z [M+H]* calculada por C20H1sN4SCI: 378.0706; obtido: 379.060.

23.N-(4-clorofenil)-2-((7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazina-
carbotioamida (LQIT/LT-79). Composto 10 obtido na forma solida de cor branca (100
mg 51,68%): Ri= 0.63 (n-Hex/AcOEt 1:1); mp: 205-206°C; 'H NMR (400 MHz,
DMSO-de): 8=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,
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NH), 12.4 (s, 1H, NH) 33C NMR (100 MHz, DMSO-de): 3= 111-138 (C=C aromaticos),
1415 (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 Ci7HisNaSCI:
342.0607; obtido: 343.079.

24. 2-((5-cian-1H-indol-3-il)metileno-N-(nafitilen-2-il)hidrazina-carbotioamida
(LQIT/LT-80). Composto 11 obtido na forma solida de cor branca (100 mg 51,68%):
Rf= 0.63 (n-Hex/AcOEt 1:1); mp: 205-206°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8= 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) ®C NMR (100 MHz, DMSO-ds): &= 120-138 (C=C
aromaticos), 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 C21H1sNsS: 369,1048;
obtido:370,1082.

25.N-(nafitalen-2-il)-2-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)hidrazina-carbotioamida
(LQIT/LT-81). Composto 12 obtido na forma solida de cor vermelha (100 mg 70,46%):
Ri= 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 aromaticos) ppm IR (KBr): v'=1518 (C=N), 1531 (C=S), 3091 (NH), 3342 (NH)
cm HRMS m/z [M+H]" calculada por C20H15NsO,S: 389,0946; obtido: 390.149.

26.2-((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-il)metileno)-N-(nafitalen-2-il)-hidrazina-
carbotioamida (LQIT/LT-82). 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-ds): =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
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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.

27.2-((1H-benzo[g]indol-3-il)metileno)-N-(naftalen-2-il)hidrazina-

carbotioamida (LQIT/LT-83). Composto 14 obtido na forma solida de cor amarela (100
mg 85,35%): Ri= 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): 6=176,4 (C=S), 141,2
(C=N), 112-135 (C=C aromaéticos) ppm IR (KBr): v'=1544 (C=N), 1688 (C=S), 3321
(NH), 3440 (NH) cm® HRMS m/z [M+H]" calculada por Ca4H1sN4S: 394,1252;
obtido:395,1286.

28. 2-((7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(naftalen-2-il)hidraziencarbotioamida
(LQIT/LT-84). Composto 15 obtido na forma solida de cor amarela (100 mg 52,68%):
Ri= 0.63 (n-Hex/AcOEt 4:6); mp: 255-256°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 5= 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): 6=16,69 (CH3),
111-136 (C=C aromaticos) 141,3 (C=N), 176,17 (C=S) ppm IR (KBr): v'=1494 (C=N),
1557 (C=S), 3326 (NH), 3413 (NH) cm™ HRMS m/z [M+H]" calculada por C21H1sN4S:
358,1252; obtido:359,1286.

29.N-alil-2-((5-ciano-1H-indol-3-il)metileno)hidrazina-carbotioamida

(LQIT/LT-85). Composto 16 obtido na forma solida de cor amarela (100 mg 73,85%):
Ri= 0.53 (n-Hex/AcOEt 6:4); mp: 205-206°C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): &= 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) 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): = 49,7 (CH2), 115,1 (CH2), 121 -136
(C=C arométicos), 139,6 (C=N), 140,1 (CN), 176,4 (C=S) ppm IR (KBr): v'=1539
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(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.

30.N-alil-2-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-
86). Composto 17 obtido na forma solida de cor vermelha (100 mg 81,68%): Rs= 0.65
(n-Hex/AcOEt 6:4); mp: 205-206°C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dgs): 6=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; J>=6.0Hz NH) 8,3 (s, 1H, indol), 8,4 (s, 1H, N=CH),
11,4 (s, 1H, NH), 12,5 (s, 1H, NH) 1°C NMR (100 MHz, DMSO-de): 5=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 CisHisNsO,S: 303,0790;
obtido:304,0824.

31.2-((1H-benzo[g]indol-3-il)metileno)-N-alilhidrazina-carbotio-

amida(LQIT/LT-87). Composto 18 obtido na forma solida de cor branca (100 mg
34,16%): Ri= 0.43 (n-Hex/AcOEt 1:1); mp: 205-206°C; *H NMR (400 MHz, DMSO-
de): =4.32 (t, 2H, CHy), 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 (g)), 8.42 (d, 1H, N=CH), 11.33
(s, 1H, NH), 12,52 (s, 1H, NH) *C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 5= 45,68 (CH2),
115,2 (CH2=), 112-135 (C=C aromaticos), 140,5 (C=N), 172,2 (C=S). 4= 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.

32. 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%):
Ri= 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), *C NMR (100 MHz, DMSO-dg): 6=45,74 (CH2), 110,0 (CH2), 115-
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131 (C=C aromaticos), 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.

33.N-alil-2-((7-metil-1H-indol-3-il)metileno)hidrazina-carbotioamida(LQIT/LT-
89). 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): &= 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)3C NMR (100 MHz, DMSO-de): 8= 46,1 (CH3), 121,0 (CH2), 115-
131 (C=C aromaticos), 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 Ci4H1sN4S: 272,1096;
obtido:273,1129.

34. Todos os ensaios in vivos realizados estdo de acordo com os protocolos
apresentados ao comité de ética da Universidade Federal de Pernambuco (Processo:
23076.019618/2016-31). No ensaio de citotoxicidade foram utilizados macréfagos
murino da linhagem J774 que foram incubados em placa de 96 pogos (1x10%
células/poco) em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Life Technologies,
GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD), suplementado com 10% de soro bovino fetal
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 50 pg/mL de gentamicina (Novafarma, Anépolis,
GO, Brasil) e mantidos por 24 h em estufa a 37°C e 5% de CO,. Os compostos foram
testados em séries de sete concentracBes, em triplicatas, incubados por 72 horas.
Posteriormente, foi adicionado 20 pL/poco de AlamarBlue (Invitrogen, Carlsbad, CA)
durante 10 h. A leitura no espectrofotdmetro foi realizada a 570 e 600 nm. Os valores de
CCso foram calculados utilizando leituras obtidas em trés experimentos independentes.
Como controle positivo foi utilizado a violeta de genciana (Synth, Sdo Paulo, SP,
Brasil).
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35. Para os ensaios de linfoproliferacdo foram utilizados esplendcitos de
camundongos BALB/c (1 x 10° células/pogo, em 200 pL) que foram cultivados em meio
DMEM e em placa de 96 pogos, em triplicatas, na presenga ou ndo de concanavalina A
(2 pg/mL) ou anti-CD3/anti-CD28 e também em presenca ou ndo das substancias
analisadas em diferentes concentracfes (12 — 0.049 uM). Apds 48 horas de incubagdo
em estufa a 37° C e 5% de CO,, foi adicionado as culturas 1 uCi de 3H-timidina dando
inicio a um novo periodo de 18 horas de incubagdo em estufa. ApGs esse periodo, as
células foram coletadas para quantificacdo da proliferacdo, através da determinacéo da
incorporacdo de timidina. O percentual de inibicdo foi determinado relacionando a
incorporagdo de timidina das culturas tratadas com as substincias avaliadas e a
incorporagdo das culturas controle, ndo tratadas. As diferentes concentragdes dos
compostos foram avaliadas com o objetivo de determinar a concentracdo gque inibe em
50% a proliferacdo dos linfocitos (ICsp). O valor da Clso foi determinado com base na
porcentagem de inibicdo da proliferacdo de linfocitos e seu célculo foi efetuado,
utilizando-se regressao ndo-linear no programa Graph Pad Prism verséo 5.01(Graph Pad
Software, San Diego, CA). Como controle positivo do experimento foi utilizado a
dexametasona (Medley — Brasil) nas mesmas concentracdes dos compostos em teste.
Por conta da analogia estrutural com os compostos, a indometacina (Medley — Brasil)

foi testada em paralelo.

36. A dosagem de 6xido nitrico foi avaliada a partir da producéo de 6xido nitrico
no sobrenadante de macrofagos J774. Este foi determinada através de seu produto
oxidativo, o nitrito, pelo método de Griess (Green et al., 1982). A absorbancia foi
determinada em leitor de ELISA (Spectramax), com filtro de 570 nm. As anélises foram
realizadas no Software Softmax 4.3.1. Os resultados foram expressos em UM de nitrito,
tendo por base uma curva padrdo de nitrito de sédio com concentragdo inicial de 400
MM,

37. Nos ensaios de toxicidade aguda foram utilizados camundongos machos
adultos albinos swiss (Mus musculus), pesando entre 30 e 35g. Os animais foram
acondicionados em gaiolas de polietileno com grades de aco inoxidavel e maravalha
como cobertura, tendo acesso livre & dgua e ragdo balanceada, mantidos num ambiente

com temperatura de 22°C + 2°C e luminosidade controlada, proporcionando um ciclo
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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.

38. A avaliacdo da toxicidade foi realizada segundo o protocolo recomendado
pela Organization for Ecnomic Cooperation and Development (OECD, 2001). De
acordo com a metodologia foram administrados a dose de 2000 mg / kg dos derivados
N-(2-indol-3-il) metileno-N-hidrazina-carbotioamidas (LQIT/LT). Foram utilizados 3
grupos cada um contendo 3 animais (fémeas), totalizando 9 animais, sendo o
experimento realizado em triplicata. Os derivados N-(2-indol-3-il) metileno-N-
hidrazina-carbotioamidas (LQIT/LT) foram solubilizados em uma mistura de solucao
salina e DMSO a 10% e o terceiro grupo recebeu apenas o veiculo (controle). Apos a
administragcdo os animais foram observados continuamente nas primeiras duas horas e
depois a cada 24 h durante 14 dias para verificacdo de qualquer alteracdo
comportamental, nas atividades fisiolégicas ou mortalidade. Os pardmetros
comportamentais observados foram: agitacéo, atividade motora, locomogéo, resposta ao
toque, piloerecéo, ptose, cianose, movimentos estereotipados, sonoléncia, frémito vocal,
ataxia, contorcdes, agressividade, convulsGes, miccdo, defecacdo, diarreia. Também
foram observados o consumo de &gua e racdo. No 15° dia de observacdo os animais
foram anestesiados com tiopental (5 mg/kg Cristélia - SP - Brasil) para coleta de sangue
por puncdo cardiaca para avaliagdo hematoldgica e em seguida eutanasiados para coleta
dos 6rgéos para avaliacdo (figado, rins, baco e estdbmago) para observacdo macroscopica
das lesdes e calculo do indice dos 6rgaos (TABELA 1 e 2).

Tabela 1: Efeito dos compostos indolico-tiossemicarbazénicos sobre os parametros

hematol6gicos

Parametros Controle LQIT/LT-76  LQIT/LT-81 LQIT/LT-87
Hemacias(10%/mm?3) 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
Hematdcrito (%) 44,4 + 0,94 48,3 + 3,00 43,7+1,43 46,1+3,53
VCM (ug) 52,3+172 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
Leucocitos (10%/mm3) 4,37 £ 0,90 3,6 +£1,45 3,04 £0,91 3,98+0,88
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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 - Concentracao da
hemoglobina corpuscular; VCM - Volume corpuscular médio.

Tabela 2: Efeito dos compostos indolicos-tiossemicarbazdnicos sobre parametros

fisiolégicos e indice de érgéos.

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

Figado Baco Rim Inicial Final
Controle 52,8+ 6,76 6,08 + 1,36 11,08 £1,13 35,0+2,88 38,5+2,80
LQIT/LT-76 57,7 £ 6,87 5,85+1,86 14,06 £ 1,67 32,7+4,03 34,6 £1,33
LQIT/LT-81 58,13+8,87 529+1,18 123+1,64 30,08 + 3,30 29,9+343
LQIT/LT-87 51,5+9,38 6,09 + 1,98 12,8+2,48 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 6rgdo (mg) / peso corporal final.

39. A fim de estabelecer uma relacdo 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/kg. Foram utilizados camundongos albinos swiss machos (n=5)
nos testes de edema de pata induzido por carragenina. Os derivados N-(2-indol-3-il)
metileno-N-hidrazina-carbotioamidas (LQIT/LT) foram diluidos em solucéo salina com
DMSO a 10% e foram administrado via oral nas dose de 15 mg/Kg, 30 mg/Kg e 60
mg/Kg, indometacina na dose de10 mg/kg e veiculo 1 h antes da injecdo da carragenina.
O edema foi induzido pela injecdo de 0,05 mL de carragenina a 1% (w/v) na regido
subplantar da pata posterior direita (Winter, 1962). O volume da pata foi medido antes e
nos intervalos de 1, 2, 3, 4 h ap0s a injecdo de carragenina pelo pletismémetro (Ugo
Basile). Os resultados foram expressos como a diferencga entre o volume final da pata a
cada tempo (V) e o volume inicial (Vi). Dentre os compostos estudados, o LQIT/LT-81
foi capaz de impedir a progressdo do edema de pata em todas as doses ao longo de todo
0 experimento. Apresentando a melhor agdo anti-inflamatdria com significancia da
primeira & sexta hora. As percentagens de inibicdo do edema de pata dos compostos
testados estdo dispostas nas Tabelas 3, 4 e 5.

40. Na analise estatistica foi utilizada regressdo ndo linear para calcular os
valores de CCso e ICso. O one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de comparagdes

multiplas de Newman foram usadas para determinar a significancia estatistica das
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comparagfes entre 0s grupos nos estudos. Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando o valor de P < 0.05. Todas as analises foram
realizadas utilizando o programa Graph Pad Prism verséo 5.01.

Tabela 3: Percentual de crescimento do volume da pata (%) do composto LQIT/LT76
comparado com o controle negativo (meédia + erro padrao).

. Indometacina LQIT/LT-76 LQIT/LT-76 LQIT/LT-76
Horas  Salina 0,9% 10mg/Kg ?Omg/Kg (Q?Omg/Kg gOmg/Kg
1 37677 13,6 +4,3 31,16 + 2,4 334+1,6 21,1+6,0
2 415+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 31,9+47
4 65,5+6,11 21,0+48 755+2,7 34,4 £5.1** 35,7 £ 4,6**
5 66,5+ 6,70 10,1+£31 39.5+15,1* 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 anélise

de variancia (ANOVA) seguido pelos testes de Bonferroni.

Tabela 4: 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 SQOmg/Kg

1 37677 13,6 +43 155+ 2,7* 8,1+ 3,0** 18,8 £ 4,1%**
2 415+115 124+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+48 24,8 + 2,9%*** 15,6 £ 3,7**** 27,5 + 6,2%***
5 66,5+ 6,70 101+3,1 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 comparacdo com o grupo de controle negativo), determinado por

analise de variancia (ANOVA) seguido pelos testes de Bonferroni.
Tabela 5: Percentual de crescimento do volume da pata (%) do composto LQIT/LT-87

comparado com o controle negativo (média + erro padrao).

. Indometacin LQIT/LT-87 LQIT/LT-87 LQIT/LT-87
Horas Salina 0,9% igmgﬁgg ] ?Om/g/Kg8 gOm/g/Kg8 gOm/g/Kg8
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+31 29,51 + 4,56 6,23 £ 1,94%** 16,01 + 4,88
3 22,50+ 4,45 121+£3,1 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 92+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 anélise
de variancia (ANOVA) seguido pelos testes de Bonferroni.
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41. 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 relacdo 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¢cdo variando de 54,91 - 81,47% enquanto
que a indometacina 76,22 - 91,59%.

42. Essa similaridade de efeito também foi observada nas doses de 30 e 50mg/kg
do composto LQIT/LT-81, tendo seus picos maximos de inibi¢do durante a fase celular
com valores de 81,47 e 88,96%, respectivamente (Tabela 6). Esses resultados
evidenciam a efetividade do composto LQIT/ LT-81 em controlar a progressdo da
inflamacéo tanto pela via das aminas vasoativas, quanto pela via das ciclooxigenase.

Tabela 6: Percentual de inibicdo do processo inflamatério (%).

Horas  Indometacina  -Q!T/LT-81 LQIT/LT-81 LQIT/LT-81
10mg/Kg 30mg/Kg 50mg/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%

43. Inicialmente, macrofagos da linhagem J774 foram utilizados para a
determinacdo do CCso (concentracdo citotdxica de 50 %). Comparado com a violeta de
genciana (CCso = 4.2+0.6), uma molécula citotoxica de referéncia, os compostos
testados apresentaram baixa citotoxicidade, com valores de CCso superiores a 25 uM
(Tabela 7).
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44. Por conseguinte, concentracdes acima de 25 uM foram usadas noS

experimentos subsequentes.

Tabela 7. Citotoxicidade em macrofagos J774, inibicao da proliferacdo de linfoblastos.

Compostos Macrofagos J774, Linfoproliferacéo
CCso % E.P.M. (uM) CCso % E.P.M. (uM)
LQIT/LT-70 64.7£5.1 4.3+0.5
LOQIT/LT-71 37.940.9 2.0£0.060
LQIT/LT-72 34.9+1.9 N.D.
LQIT/LT-73 79.4%3.0 4.6+0.58
LQIT/LT-74 32,9425 1.940.1
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 7.0+0.6 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 18.7+5.0 0.5+0.07
LQIT/LT-88 >75 >12
LQIT/LT-89 60+4.3 >12
Indometacina >75 512
DEXA 91.141.9 0.012+0.005
GV 3.8+0.2 i

Petica0 870190066066, de 12/07/2019, pag. 27/44



19/29

Valores calculados em triplicatas em experimentos independentes. CCsp = concentracéo citotoxica a 50 %. 1Csp =
concentracdo inibitéria a 50 %. E.P.M = erro padrdo da média. DEXA = Dexametasona. GV = violeta de

genciana.

45. O ensaio de linfoproliferacdo permite indicar o percentual da inibicdo da
proliferacdo de linfocitos ativados por concanavalina A, ou seja, quanto maior o
percentual de inibicdo, maior a atividade anti-inflamatoria através de uma acédo
imunossupressora. A tabela 8 apresenta os resultados do % de inibicdo da
linfoproliferacdo menor a 50 uM. A dosagem de nitrito foi utilizada para medir a acéo
anti-inflamatoria dos derivados indol-tiossemicarbazonicos sintetizados. Na tabela 2

estdo os valores da atividade inibitoria do 6xido nitrico expressos em pUM.

Tabela 8: Atividade inibitéria do 6xido nitrico

Compostos  LQIT/LT-76 LQIT/LT-81 LQIT/LT-87 INDO DEXA
Inibiciodo  9.0+0.43 8.7+0.21 21.0+1.02 16.7+0.67 6.25+0.14
NO CI50
+E.P.M.
(uM)

ICso = concentracdo inibitoria a 50 %. E.P.M = erro padrdo da média. DEXA = Dexametasona. INDO =

indometacina.

46. Os dados apresentados na figura 2 evidenciam que as tiossemicarbazonas
LQIT/LT-76 e LQIT/LT-81 séo eficientes na reducdo de lipopolissacarideos (LPS)
induzida pela produgdo de 6xido nitrico em niveis ndo citotoxicos na dose analisada (10
puM). Ambos 0s compostos apresentaram uma maior reducdo na concentracdo de NO
qguando comparados com a indometacina, e o LQIT/LT-81 destaca-se por reduzir a
expressdo do LPS em valores ainda menores que a dexametasona. Ja o LQIT/LT-87 néo
apresentou significancia durante o ensaio. Diante dos dados obtidos nos testes in vitro
0s compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e LQIT/LT-87 foram encaminhados para 0s

ensaios bioldgicos in vivo.
FIFURA 2

47. Para a avaliagéo in vivo foram utilizado o modelo experimental de edema de
pata induzido por carragenina. Foram utilizados camundongos albinos swiss machos

(n=5) os quais foram tratados via oral com os compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e
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LQIT/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 injegdo de 0,05 mL de carragenina a 1% (w/v) na regido subplantar da
pata posterior direita (REDDYRAJULA, DALIMBA AND KUMAR, 2019). O volume
da pata foi medido antes e nos intervalos de 1, 2, 3, 4, 5 h ap0s a injecdo de carragenina
pelo pletismémetro (Ugo Basile). Os resultados foram expressos como a diferenca entre

o volume final da pata a cada tempo (Vf) e o volume inicial (Vi).

48. Detecdo da expressao da ciclooxigenase 2 (COX-2). A secdo ultrafina (5 um
de espessura) de cada grupo foi cortada e fixada em laminas tratadas com 3-amino-
propil-trietoxi-silano [APES (Sigma, EUA)]. Resumidamente, os cortes foram
desparafinados com xileno e reidratados em etanol graduado (70-100%). As seccdes
foram aquecidas durante 30 min em solucdo tampao citrato de sodio (0,01 M, pH 6,0)
para aumentar a exposi¢do ao epitopo. As laminas foram tratadas com H20O, a 0,3% (v /
V) em agua por 5 min para minimizar a atividade da peroxidase endégena. As secgdes
foram lavadas com 0,01 M PBS (pH 7,2) e depois blogueadas com 1% de BSA, 0,2%
Tween 20 em PBS durante 1 h, a temperatura ambiente. As se¢bes foram entdo
incubadas por 12 horas a 4°C com o anticorpo COX-2 (ABCAM, CA, EUA). A reacao
antigeno-anticorpo foi visualizada com avidina-biotina-peroxidase (Kit Dako Universal
LSAB®, Peroxidase) usando 3,3-diaminobenzidina como um cromoégeno. As Iaminas
foram contra-coradas em hematoxilina. Coloracdo positiva. resultou em um produto de
reacao marrom. Os controles negativos foram tratados como acima, mas com a omissao

do primeiro anticorpo.

49. As imagens imuno-histoquimicas de diferentes regides foram avaliadas
separadamente. Para a densidade de pixels 5, as areas coradas foram medidas usando
um programa de software (GIMP 2.10.8, GNU Image Manipulation Program,
plataformas UNIX). Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o
GraphPad Prism 6 for Windows (La Jolla, EUA, www.graphpad.com). Os dados foram
expressos como média £ desvio padrdo. As diferengas entre os grupos controle e tratado
foram analisadas usando-se ANOVA unidirecional seguido do teste post hoc de Dunnett
e / ou Tukey. Valores de probabilidade inferiores a 0,05 foram considerados

significativos.
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50. A analise histologica das patas dos camundongos, ap6s a injecao intraplantar
de carragenina, demonstrou a presencga de infiltrado inflamatério na derme além do
edema moderado. Para avaliar o efeito dos derivados LQIT/LT-76, LT-81 e LQIT/LT-
87 na reducdo do edema e infiltrado inflamatério, foi utilizado corte histologico

(controle negativo) sem estimulo inflamatério induzido pela carragenina.

51. A expressdo de COX-2 no grupo controle positivo quando comparado com
0S grupos submetidos a indometacina e LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e LQIT/LT-86. A
marcacdo da COX-2 no grupo controle positivo (carragenina) foi evidenciada na
epiderme e na derme, porém mais expressiva na epiderme (Figura 3A). O derivado
LQIT/LT-76 apresentou resultados semelhantes & indometacina. Por outro lado, a
expressdo dos derivados LQIT/LT-81 e LQIT/LT-86 COX-2 foi significativamente
reduzida quando comparada ao grupo carragenina e indometacina (Figura 3F). A
diferenca média entre as amostras foi estatisticamente significativa com p <0,05
(0,0436). No entanto, quando comparado isoladamente com o grupo controle, o
resultado ndo foi estatisticamente significativo.

FIGURA 3

52. Os estudos imunolégicos com camundongos Balb / ¢ esplendcitos, os ensaio
imunolégico realizado com mondcitos e células linfécitos do baco de camundongos
BALB / ¢ fémeas (6-8 semanas de idade; 5 animais) foram realizados para confirmar os
resultados obtidos com a linhagem J774. Os animais foram criados e mantidos nas
instalacBes do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA, na Universidade
Federal de Pernambuco, Brasil. Os camundongos foram mantidos em condi¢6es padrao
de laboratorio (20-22 ° C e 12 h dia e noite) com acesso livre a dieta padréo (Labina /
Purina, Campinas, Brasil) e agua. Todos os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com o Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da Universidade
Federal de Pernambuco (nimero do protocolo: 0048/2016). Apds a inoculacdo de 1 mg
de anestesico e eutanasia dos animais por deslocamento da vértebra, o baco de cada rato
foi removido assepticamente e colocado num tubo Falcon contendo RPMI 1640 com
soro fetal de vitelo (meio completo). Em um fluxo vertical, cada bago foi transferido
para uma placa de Petri onde eles estavam encharcados. As suspensdes celulares obtidas

de cada baco foram transferidas para tubos Falcon contendo aproximadamente 10 mL

Petica0 870190066066, de 12/07/2019, pag. 30/44



22/29

de meio incompleto. Os homogenatos de baco foram sobrepostos em camada Ficoll-
Paque PLUS, com a densidade ajustada a 1,076 g / mL e centrifugados a 1000 x g
temperatura ambiente durante 25 min. A camada celular de interface contendo células
imunolodgicas foi recuperada por pipeta Pasteur, lavada duas vezes em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS 1X) e centrifugada duas vezes a 500 x g durante 10 min.
As células foram contadas em camera de Neubauer e a viabilidade celular foi
determinada pelo método de exclusdo do azul de tripano. As células foram usadas
apenas quando a viabilidade era> 98%. As células foram cultivadas em placas (24
po¢os) com os compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e LQIT/LT-87 a 11 uM durante
24 e 48 horas.

53. O sobrenadante por cultura de esplendcitos estimulados com os compostos
LT76, LT81 e LT87 foi utilizado para medir as citocinas e a producdo de NO pela
células imunoldgicas. As culturas foram tratadas com 11 puM de cada composto e ap6s
24 e 48 horas os sobrenadantes foram recolhidos para realizar os ensaios. A avaliagédo
de citocinas foi realizada utilizando kit de citocinas Th1 / Th2 de camundongos Il (BD
Bioscience, San Jose, CA, EUA) para deteccdo simultanea de sete citocinas 1L-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y em amostras de sobrenadantes de cultura. Todos os
dados foram adquiridos na plataforma FACSCalibur. A medicéo de citocinas baseou-se
no principio da tecnologia cytometric bead array (CBA). A anélise do 6xido de nitrito
foi realizada através do método Griess colorimétrico (DING et al., 1988). A
concentragcdo de NO foi estimada pela curva padrao (3,12 a 100 pmolmL). A leitura foi
realizada em um espectrofotometro de microplacas (Thermo Scientific Multiskan FC,
Waltham-USA) em 595nm.

54. Os resultados obtidos com a linhagem de macréfagos J774 tratados in vitro
com os compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e LQIT/LT-87 mostraram a regulagéo
imunoldgica para resposta Th2. Pardmetros como a diminuigdo das citocinas IL-6 e
TNF-0, associados a menor liberagdo de 6xido nitrico e a linfoproliferacao reforcam
esse achado. Antes de iniciar o ensaio in vivo, isolamos esplendcitos de camundongos
Balb / c e tratamos essas células, in vitro, apenas com o0s trés compostos por 24 horas.
Nossos resultados confirmam o padrdo observado na linhagem J744. Os compostos
LQIT/LT-71, LQIT/LT-81 e LQIT/LT-87 ndo foram capazes de induzir a producéo de
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citocinas relacionadas a proliferacdo de linfocitos, como IL-2 e IL-6 (Figura 4A e B).
Além disso, a IL-17 (Figura 4B) foi produzida em valores basais (semelhante ao
controle). As citocinas Th2, como IL-4 e IL-10, foram produzidas em altos valores, mas
apenas a LQIT/LT-76 induziu a maior producdo de citocina IL-4 (Figura 4D). O TNF-a
foi produzido em valores mais baixos para todos os compostos testados (Figura 4F).
Reforcando a inibicdo do perfil Thl, pode-se observar a menor producdo de Oxido
nitrico nas células tratadas com os compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e LQIT/LT-87

associados a nenhuma estimulacdo a citocina IFN-(Figura 4A e B).
FIGURA 4

55. Os compostos LTIQ/LT-76, LTIQ/LT-81 e LQIT/LT-87 foram testados para
inibicdo de COX-1 e COX-2 em quatro concentragdes (de 1.5-100 uM) para determinar
a concentracdo produzida de 50% de inibicdo de enzimas (IC50) e sua seletividade
indices (SI) utilizando celecoxib e indometacina como medicamento de referéncia.
Como demonstrado na tabela 9, os compostos LQIT/LT-87 e LTIQ/LT-81 exibiram
atividade inibitéria da COX-2 (0,14 e 0,049 ,M, respectivamente) maior que o celecoxib
(0,26 uM), no entanto, o composto LTIQ/LT-76 foi menos ativo que 0s controles
positivos e 0s outros compostos testados. Em relacdo ao indice de seletividade (SlI), os
compostos LTIQ/LT-76 e LQIT/LT-87 ndo foram seletivos para COX-2, enquanto o
LTIQ/LT-81 apresentou valor de SI duas vezes maior que o celecoxibe.

Tabela 9. Estudo in vitro COX-1, COX-2 atividades inibitorias de enzimas e indices de
seletividade (SI) dos compostos testados

Compostos ICso (uM)2 COX-1  ICsp (M) COX-2 SI (COX-1/COX-2)P
LQIT/LT-87 0.14 +0.12 0.14 £ 0.52 1

LQIT/LT-76 0.22+£0.12 0.29+0.1 0.76

LQIT/LT-81 1.13+0.38 0.049 + 0.06 23.06

Celecoxibe 3.09 £0.02 0.26 £ 0.02 11.88
Indomethacina 2.16 £0.04 0.84 £0.06 2.57

2|Cso valor é a concentracdo do composto necessaria para produzir 50% de inibicdo da COX-1
ou COX-2 por meio de trés determinacdes. ° Sl: relacdo (ICso COX-1/ ICs0 COX-2).
56. na figura 1 representacao esquematica das estruturas quimicas dos derivados
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N-(2-indol-3-il) metileno-N-hidrazina-carbotiamidas

57. Na figura 2. Producdo de oxido nitrico por macrofagos 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 apds 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 comparacdo com o C+.

58. Na figura 3. Localizagdo da COX-2 na imuno-histoquimica no modelo de
edema da pata induzido por carragenina. Coloracdo positiva na epiderme e derme foi
detetada. (A) carragenina, (B) indometacina e derivados LQIT/LT-76 (C),LQIT/LT-81
(D), LQIT/LT-86 (E). Os dados foram expressos como média + DP, * (p \ 0,05), barra
de escala = 50 pum.

59. Figura 4: Perfil da producdo de citocinas em esplendcitos tratados com o0s
compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e LQIT/LT-87 em 24 horas de incubacao.
Vertical com barras representa amostras de controle (células + meio de cultura) e barras
verticais pretas representam células tratadas com diferentes compostos. Dois

experimentos independentes foram realizados em triplicata.

60. Figura 5: Producdo de IFN-y e Oxido nitrico por esplendcitos tratados com
compostos LQIT/LT-76, LQIT/LT-81 e LQIT/LT-87 em 24 horas de incubacgéo.
Vertical com barras representa amostras de controle (células + meio de cultura) e barras
verticais pretas representam células tratadas com diferentes compostos. Dois

experimentos independentes foram realizados em triplicata.
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REIVINDICACOES

1. INIBIDORES DA COCLOOCIGENASE: DERIVADOS N-(2-INDOL-3-IL)
METILENO-N-HIDRAZINA-CARBOTIAMIDAS ANTI-INFLAMATORIOS E
ANALGESICOS caracterizada pela obtencdo dos derivados N-(2-indol-3-il) metileno-
N-hidrazina-carbotioamidas como uma alternativa para o tratamento de processos
inflamatorios a serem utilizados na salide humana e/ou animal com fins de tratamento,

profilaxia, paliativa de processos anti-inflamatorios e analgésicos,

2. INIBIDORES DA COCLOOCIGENASE: DERIVADOS N-(2-INDOL-3-IL)
METILENO-N-HIDRAZINA-CARBOTIAMIDAS ANTI-INFLAMATORIOS E
ANALGESICOS de acordo com a reivindicagio 1, caracterizada por uma resposta anti-
inflamtéria dos derivados testados, onde o composto LQIT/LT-81 na dose de 10mg/Kg
promoveu uma reducdo no volume da pata em relacdo ao grupo controle negativo.
Estatisticamente o LQIT/LT-81 comportou-se de maneira similar ao grupo controle
positivo inibindo o edema em até 70,20%; Os compostos testados exibiram atividade
inibitéria da COX-2 (0,14 e 0,049 M, respectivamente) maior que o celecoxib (0,26
uM); Os resultados obtidos com a linhagem de macrdfagos J774 tratados in vitro com
0s compostos mostraram a regulacdo imunoldgica para resposta Th2; Parametros como
a diminuicdo das citocinas IL-6 e TNF-a, associados a menor liberagdo de 0xido nitrico
e a linfoproliferagdo; As citocinas Th2, como IL-4 e IL-10, foram produzidas em altos
valores, e 0 TNF-a foi produzido em valores mais baixos para todos 0os compostos

testados, reforgando a inibi¢do do perfil Thi;

3. INIBIDORES DA COCLOOCIGENASE: DERIVADOS N-(2-INDOL-3-1L)
METILENO-N-HIDRAZINA-CARBOTIAMIDAS ANTI-INFLAMATORIOS E
ANALGESICOS, de acordo com a reivindicacdes 1 e 2, caracterizada por uma resposta
anti-inflamtdria dos derivados testados, onde os derivados N-(2-indol-3-il) metileno-N-
hidrazina-carbotioamidas serem utilizados individualmente ou em combinacdo com

outros agentes anti-inflamatdrios em profilaxia, paliativa, para producéo de preparagdes
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farmacéuticas e/ou veterindrias sob a forma de: po6s, granulos, comprimidos,
comprimidos revestidos, capsulas, solucdes orais e/ou injetaveis, pomadas, cremes,
elixires, xarope, emulsdes, suspensdes, lo¢bes, emplastos, géis, sistemas de liberagdo
controlada como micro e nanocapsulas, micro e nanoparticulas, complexos de incluséo,
micro e nanoemuls@es, lipossomas e hidrogéis, juntamente com um ou mais adjuvantes

e/ou veiculos;
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INIBIDORES DA COCLOOCIGENASE: DERIVADOS N-(2-INDOL-3-1L)
METILENO-N-HIDRAZINA-CARBOTIAMIDAS ANTI-INFLAMATORIOS E
ANALGESICOS

A presente invencdo se refere a moléculas ativas sobre processos inflamatérios,
analgesicos e inibidoras da ciclooginagenase 2. Mais especificamente, as moléculas da
presente invencdo referem-se a derivados N-(2-indol-3-il) metileno-N-hidrazina-
carbotioamidas Uteis no tratamento de processos inflamatorios ou de outras
manifestacdes clinicas que requeiram o uso de anti-inflamatérios e analgésicos. Os
resultados sugerem uma resposta anti-inflamtéria dos derivados testados, onde o
composto LQIT/LT-81 na dose de 10mg/Kg promoveu uma reducdo no volume da pata
em relacdo ao grupo controle negativo. Estatisticamente o LQIT/LT-81 comportou-se
de maneira similar ao grupo controle positivo inibindo o edema em até 70,20%. Os
compostos testados exibiram atividade inibitéria da COX-2 (0,14 e 0,049 M,
respectivamente) maior que o celecoxib (0,26 uM). Os resultados obtidos com a
linhagem de macréfagos J774 tratados in vitro com 0s compostos mostraram a
regulacdo imunoldgica para resposta Th2. Parametros como a diminuicdo das citocinas
IL-6 e TNF-a, associados a menor liberagdo de 6xido nitrico e a linfoproliferacdo. As
citocinas Th2, como IL-4 e IL-10, foram produzidas em altos valores, e 0 TNF-a foi
produzido em valores mais baixos para todos os compostos testados, reforcando a

inibicdo do perfil Thl.
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