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RESUMO 

 

A inflamação é uma resposta fisiológica a lesões e agentes infecciosos, que 

desencadeiam uma série de sinalizações intracelulares. Muitas doenças estão 

associadas a um processo inflamatório e o uso de anti-inflamatórios é comum nas 

mais diversas situações em que a inflamação está envolvida, com o objetivo principal 

de prevenir lesões de tecidos saudáveis. No entanto, muitos efeitos adversos têm sido 

associados ao uso dos medicamentos disponíveis. Desta forma, o desenvolvimento 

de novos fármacos se torna necessário. Nesse sentido, as N-acilhidrazonas e os 

indóis destacam-se como estruturas privilegiadas que atuam em vários pontos da 

cascata da inflamação, reduzindo a exacerbação da resposta inflamatória. Neste 

trabalho são apresentados a síntese, a caracterização e a avaliação do potencial anti-

inflamatório in vitro, in vivo e in silico de novos derivados indol-N-acilhidrazônicos. 

Foram sintetizadas 10 novas estruturas (LQIT-D.T.01-10), com rendimentos de reação 

satisfatórios, obtidos através da reação de condensação. Estudos in vitro revelaram a 

ausência de citotoxicidade dos compostos contra macrófagos da linhagem J774. No 

teste de linfoproliferação o LQIT-D.T.01 e LQIT-D.T.02 mostraram inibição da 

proliferação de linfócitos de 62,7% (± 3,5) e 50,7% (± 2), respectivamente. Os 

resultados dos ensaios de inibição da COX mostraram que o composto LQIT-D.T.02 

é um inibidor seletivo para a COX-2 em comparação ao LQIT-D.T.01. Os resultados 

do docking molecular sugerem que os compostos LQIT-D.T.01 e LQIT-D.T.02 

interagem com o sítio ativo da COX-1 em diferentes conformações. Os ensaios de 

inflamação aguda in vivo foram adotados para a confirmação da atividade anti-

inflamatória. O composto LQIT-D.T.02 apresentou melhores resultados na supressão 

do edema em todas as concentrações testadas e foi capaz de induzir uma inibição do 

edema de 100% após 5 horas de injeção de carragenina na dose de 30 mg.kg-1. Além 

dos resultados experimentais, análises in silico sugerem que os compostos LQIT-

D.T.01 e LQIT-D.T.02 apresentam um perfil bem equilibrado entre farmacodinâmica e 

farmacocinética. Assim, nossos resultados preliminares revelaram a potencialidade da 

LQIT-D.T.02 como um novo derivado seletivo da COX-2 na modulação do processo 

inflamatório. 

 

Palavras-chave: Inflamação. Indóis. N-acilhidrazonas. Linfoproliferação. COX. 

 



ABSTRACT 

 

Inflammation is a physiological response from lesions and infectious agents, which 

trigger a series of intracellular signalling. Many diseases are associated with an 

inflammatory process and the use of anti-inflammatories is commom for the most 

diverse situations in which inflammation is involved with the main purpose of prevent 

healthy tissue lesions. However, many adverse effects have been associated with the 

use of the available drugs. In this way, the development of new drugs becomes 

emerging. In this sense, N-acylhydrazones and indoles stand out as privileged 

structures acting at various points in the inflammation cascade, reducing the 

exacerbation of the inflammatory response. This work shows the synthesis, 

characterization and evaluation of anti-inflammatory in vitro, in vivo and in silico 

potential of novel indole-N-acylhydrazone derivatives. Ten new structures (LQIT-

D.T.01 - 10) were synthesized, with satisfactory reaction yields obtained through the 

condensation reaction. In vitro studies have revealed the absence of cytotoxicity of 

compounds against macrophages of the J774 line. The lymphoproliferation assay 

LQIT-D.T.01 and LQIT-D.T.02 showed inhibition of lymphocyte proliferation of 62.7% 

(± 3.5) and 50.7% (± 2), respectively, when compared to dexamethasone that showed 

inactivation of 74.6% (± 2.4). The results of the COX inhibition assays showed that 

compound LQIT-D.T.02 is a selective inhibitor for COX-2 compared to LQIT-D.T.01. 

The molecular docking results suggest compounds LQIT-D.T.01 and LQIT-D.T.02 

interact with the active site of COX-1 in different conformations. In vivo acute 

inflammation assays were adopted for the confirmation of the anti-inflammatory 

activity. Compound LQIT-D.T.02 showed better results in suppressing edema at all 

tested concentrations and was able to induce an edema inhibition of 100% after 5 

hours of carrageenan injection at the 30 mg kg-1 dosage. In addition to experimental 

results, in silico analysis suggest that compounds LQIT-D.T.01 and LQIT-D.T.02 

present a well-balanced profile between pharmacodynamics and pharmacokinetics. 

Thus, our preliminary results revealed the potentiality of LQIT-D.T.02 as a new COX-

2 selective derivative in the modulation of the inflammatory process. 

 

Keywords: Inflammation. Indoles. N-acylhydrazones. Lymphoproliferation. COX. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O processo inflamatório está presente em várias patologias, inclusive doenças 

autoimunes. Segundo dados do Ministério da Saúde, cerca de 80% dos brasileiros 

com idade acima de 70 anos são portadores de inflamações crônicas, sendo 

necessária a utilização de anti-inflamatórios para combater o processo de inflamação 

(SANTOS, 2013). A inflamação é uma resposta fisiológica à lesão e agentes 

infecciosos, tais como vírus e bactérias (KRISHNAMOORTHY; HONN, 2006). O papel 

central da resposta inflamatória é desempenhado pelos mastócitos que são 

responsáveis para a realização de uma série de sinalizações intracelulares, a ativação 

do ácido araquidônico (AA) e o seu subsequente metabolismo das prostaglandinas e 

leucotrienos, por via da cicloxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX), respectivamente, 

desse modo esses processos contribuem para a resposta inflamatória (MEQUANINT; 

MAKONNEN; URGA, 2011). 

Embora muitos fármacos anti-inflamatórios estejam disponíveis, muitos deles 

podem causar efeitos secundários após a utilização a longo prazo (VENDRAMINI-

COSTA et al., 2015). Assim, os estudos visando a descoberta de novos agentes 

terapêuticos anti-inflamatórios tem sido o foco de vários projetos científicos. 

Neste contexto, os derivados N-acilhidrazônicos se mostram como uma 

importante classe de compostos químicos sintéticos, uma vez que apresentam 

diversas atividades biológicas descritas na literatura, dentre as quais podemos citar 

as atividades, antiviral (JIN et al., 2010; TIAN et al., 2011; GONG et al., 2011), 

antibacteriana (NARANG et al., 2011; GU et al, 2012), antifúngica (MALIK et al., 2012; 

CACHIBA et al., 2012; MU et al., 2016), analgésica (BARREIRO, et al. 2002; 

TRIBUTINO et al., 2009; TRIBUTINO et al., 2010), vasodilatadora (KUMMERLE et al., 

2009), antipsicótica (GAGE et al., 2011), anticâncer (SALUM, 2011; AMARAL et al., 

2014; YU; SHI; KE, 2015), entre outras.  

Vários estudos comprovando a ação anti-inflamatória de derivados N-

acilhidrazônicos foram descritos na literatura (BEZERRA NETTO, 2004; DUARTE, 

2006; BISPO JÚNIOR et al., 2011; KAPLANCIKLI et al., 2012). Neste contexto 

podemos ressaltar a importância da síntese de compostos tendo como base o 
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fragmento N-acilhidrazônico como candidato a protótipo para desenvolvimento de 

fármacos para o tratamento dos sintomas da inflamação. A figura 01 mostra as N-

acilhidrazonas como uma classe de estruturas privilegiadas, uma vez que essa classe 

apresenta um amplo espectro de atividades biológicas. 

 
Figura 01: Exemplos de N-acilhidrazonas com diferentes atividades farmacológicas e mecanismos de 

ação. Os compostos apresentados na figura possuem respectivamente as atividades: antitumoral para 

o composto 1 (AMARAL et al., 2014); antiviral para o composto 2 (GONG et al., 2011); antibacteriana 

para o composto 3 (NARANG et al., 2011); anti-inflamatória para o composto 4 (KAPLANCIKLI et al., 

2012); analgésica para o composto 5 (TRIBUTINO et al., 2009; TRIBUTINO et al., 2010); vasodilatadora 

para o composto 6 (KUMMERLE et al., 2009); antipsicótica para o composto 7 (GAGE et al., 2011). 

 
Fonte: Adaptado de SILVA et al., Molecules, 2015. 

 

Outra classe de estruturas privilegiadas é o núcleo indol, sendo este um 

importante sistema heterocíclico por estar inserido em proteínas e por ser a base de 

vários fármacos, como a indometacina. Dessa forma, a incorporação deste núcleo em 

compostos medicinais, tem dado a esse heterociclo versátil um amplo espectro de 

atividades biológicas como apresentado na figura 02 (SHARMA; KUMAR; PATHAK, 

2010). 
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Figura 02: Representação das atividades biológicas do núcleo indol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de SHARMA; KUMAR; PATHAK. Journal of Heterocyclic Chemistry, 2010. 

 

Frente a necessidade da síntese de novos compostos que sejam capazes de 

inibir o processo inflamatório bem como apresentar reduzidas reações adversas, os 

núcleos N-acilhidrazona e indol foram escolhidos como grupos farmacofóricos de 

base, no intuito de obter novos agentes anti-inflamatórios. 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

 

Sintetizar e avaliar a atividade anti-inflamatória de derivados resultantes da 

condensação entre N-acilhidrazonas e indóis, investigando o possível mecanismo de 

ação do composto mais ativo. 
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1.1.2 Objetivos Específicos 

 

 Sintetizar uma série de 10 inéditos compostos indólicos-N-acilhidrazônicos (LQIT-

D.T. 01-10); 

 Elucidar todos os compostos através de técnicas de Ressonância Magnética Nuclear 

de Hidrogênio (RMN ¹H) e Carbono (RMN ¹³C), DEPT e Infravermelho (IV); 

 Analisar os dados cristalográficos para a molécula LQIT-D.T. 02, identificando a 

natureza do isômero estudado como Z ou E. 

 Avaliar in vitro: 

    - A concentração citotóxica dos compostos; 

    - As porcentagens de inibição de linfoproliferação; 

    - Ensaio de inibição da COX-1 e COX-2; 

 Avaliar in vivo: 

    - Toxicidade aguda por via oral;   

    - Ensaio de inflamação aguda. 

 Avaliar in silico: 

    - Análise de Docking Molecular  

    - Análise de ADME 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 FISIOLOGIA DA INFLAMAÇÃO 

 

A inflamação é uma resposta protetora do corpo iniciada após infecção ou 

lesão. Este processo é coordenado por uma sequência de eventos envolvendo 

modificações moleculares, celulares e fisiológicas. Além disso, há envolvimento de 

mediadores como citocinas, radicais livres, aminas vasoativas e eicosanoides 

(principalmente prostaglandinas), produzidos por células como macrófagos, linfócitos, 

mastócitos e fibroblastos (FULLERTON; GILROY, 2016). 

O processo inflamatório desencadeia profundas adaptações fisiológicas na 

tentativa de limitar os danos teciduais e remover os patógenos responsáveis pelo 

dano. As características clínicas da inflamação foram descritas inicialmente há cerca 

de 2000 anos como sinais cardinais de inflamação: rubor (vermelhidão), tumor 

(inchaço), calor (hipertermia) e dor (LIMA et al., 2011). Tais mecanismos envolvem 

uma série intrincada de eventos, incluindo dilatação de arteríolas, vênulas e capilares 

com maior permeabilidade vascular e exsudação de fluidos, sendo as proteínas 

plasmáticas, os leucócitos circulantes (células brancas sanguíneas), e os fagócitos 

teciduais as principais defesas do organismo frente aos agentes infecciosos 

(CUZZOCREA, 2005).  

Em resposta à lesão ou infecção, as células especializadas da primeira linha, 

leucócitos (neutrófilos e eosinófilos polimorfonucleares-PMNs) migram para as 

regiões danificadas com o objetivo de neutralizar e eliminar esses estímulos nocivos 

(SERHAN et al., 2007). O mecanismo da inflamação é atribuído, em parte, à liberação 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) a partir de neutrófilos ativados e macrófagos 

(CONFORTI et al., 2008). Os ROS propagam a inflamação estimulando a liberação 

de citocinas, tais como interleucina-1, fator de necrose tumoral-α e interferon-γ, que 

estimulam o recrutamento de neutrófilos e macrófagos adicionais. Assim, os radicais 

livres são mediadores importantes que provocam ou sustentam processos 

inflamatórios e, consequentemente, sua neutralização por antioxidantes pode atenuar 

a inflamação (GERONIKAKI; GAVALAS, 2006). 
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Uma rede complexa de mediadores, incluindo citocinas e lipídios, produzidos 

por células endoteliais, células epiteliais e leucócitos infiltrados em tecidos, caracteriza 

as fases iniciais da inflamação. A ação combinada das moléculas atrai e ativa 

leucócitos para o sítio reativo, promovendo angiogênese e remodelação tecidual 

(TINCANI et al., 2007). Se esta sequência de passos é rigorosamente seguida, a 

inflamação aguda irá se resolver sem causar danos excessivos ao tecido, retornando 

à homeostase (SERHAN et al., 2007). No entanto, existem várias condições clínicas 

em que a inflamação se torna crônica com a produção excessiva de mediadores 

derivados de macrófagos, podendo levar a danos colaterais em células normais. 

Alguns exemplos de doenças com esse perfil inflamatório são aterosclerose, doença 

intestinal, artrite reumatoide, glomerulonefrite e choque séptico. Os principais 

componentes das respostas inflamatórias, aguda e crônica, e suas principais funções 

estão descritos abaixo na figura 03 (CHIZZOLINI, 2007). 

 

Figura 03: Visão geral da inflamação: componentes das respostas inflamatórias, aguda e crônica, e 
suas principais funções. 

 
Fonte: KUMAR; ABBAS; ASTER, 9ª Edição, Rio de Janeiro: Elsevier, 2013. 

 

Dessa forma, o início e a manutenção dos sinais da inflamação envolvem a 

liberação de diferentes mediadores químicos como cininas, neuropeptídios e 
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histamina no local da lesão tecidual, assim como componentes do sistema 

complemento, citocinas e outros produtos leucocitários e plaquetários (RANG et al., 

2016). 

 

2.2 MEDIADORES DO PROCESSO INFLAMATÓRIO 

 

Os fenômenos da inflamação são intermediados por substâncias químicas que 

podem ser oriundas do plasma, leucócitos, plaquetas, endotélio e tecido conjuntivo, 

de forma que uma lesão nos tecidos periféricos pode levar à liberação de mediadores 

químicos tais como: histamina, serotonina, citocinas, bradicininas, radicais livres e 

eicosanoides. Estes são capazes também de promover e facilitar a transmissão da 

dor, sendo os responsáveis pelos eventos vasculares, permitindo o aumento da 

permeabilidade capilar e a vasodilatação, além da migração de leucócitos da 

circulação para o tecido inflamado e a coordenação das variadas respostas de defesa 

local (SERHAN; CHIANG, 2004).  

Quando a inflamação ultrapassa certos níveis, permite que quantidades 

suficientes desses mediadores endógenos penetrem na circulação sistêmica, se 

disseminando pelo sangue e provocando a resposta de fase aguda, definida como 

uma resposta multifatorial do organismo (ROTH et al., 2006). 

 

2.2.1 A via do Ácido Araquidônico (AA) 

 

O AA é um ácido graxo de 20 carbonos oriundo da ação da fosfolipase A2 

(PLA2), que pode ser ativada por diversos estímulos químicos, inflamatórios, 

traumáticos e mitogênicos. Esse ácido é derivado dos fosfolipídios de membrana e 

liberado após a célula sofrer estímulos mecânicos, químicos ou físicos (HILÁRIO; 

TERRERI; LEN, 2006). 

Os leucotrienos (LTs) e prostaglandinas (PGs) são mediadores de respostas 

biológicas como dor, febre e inflamação, que, além de aumentar a permeabilidade 

vascular, provocam vasodilação levando a formação de edema. Tais mediadores, 

também chamados de eicosanoides, são sintetizados após ação das lipoxigenases 
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(LOXs) e das cicloxigenases (COXs) sobre o ácido araquidônico (GILROY et al., 

2004).  

A cascata ilustrada na figura 04 mostra a formação do AA e a liberação dos 

metabólitos após ação das fosfolipases (PLs), em especial a PLA2. O AA serve de 

substrato para quatro grupos de enzimas: cicloxigenase (COX), 5-lipoxigenase (5-

LOX), 12-lipoxigenase (12-LOX) e 15-lipoxigenase (15-LOX). Após sofrer ação da 5-

LOX, o AA dará origem aos ácidos hidroperoxieicosatetraenóicos (HPETEs) e 

hidroxieicosatetraenóicos (HETEs) bem como aos LTs, enquanto a ação da 12-LOX 

dará origem as lipoxinas. Quando metabolizado pela via das cicloxigenases (COXs), 

dará origem as prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PGI2) e tromboxanos (TXs). 

Estes metabólitos, por sua vez, são substâncias biologicamente ativas e detém 

importante papel na fisiopatologia da inflamação (YEDGAR et al., 2007). 

A enzima cicloxigenase promove a oxidação do AA em prostaglandina G2 

(PGG2), que por sua vez é reduzida ao intermediário instável prostaglandina H2 

(PGH2) pela enzima peroxidase (BROOKS; EMERY; EVANS, 1999). As 

prostaglandinas G2 e H2 são compostos intermediários e quimicamente instáveis 

sendo convertidas pelas isomerases tissulares específicas em múltiplos prostanoides 

(PGD2, PGE2, PGF2α, PGI2, TXA2 e TXB2). Entretanto, a maioria dos tecidos é 

capaz de converter PGH2 em apenas alguns desses produtos finais, dependendo do 

tipo de isomerase presente em cada tecido (FILHO; RAHAL, 2008). 

Duas das isoformas circulantes de enzima cicloxigenase são a COX-1 e COX-

2, que desempenham no organismo diferentes funções fisiológicas. A COX-1 

apresenta 17 aminoácidos em sua porção amino-terminal, enquanto a COX-2 

apresenta 18 aminoácidos na porção carboxi-terminal. Apesar de serem muito 

parecidos na estrutura proteica, essas enzimas são codificadas por diferentes genes 

(HILÁRIO; TERRERI; LEN, 2006; MARNETT, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

Figura 04: Cascata simplificada do AA mostrando seus metabólitos e suas funções fisiológicas. 

 

Fonte: Adaptado de KUMAR et al.; 8ª Edição, Rio de Janeiro: Elsevier, 2010. 

 

A COX-1 é encontrada no trato gastrointestinal, sendo associada à inibição da 

secreção gástrica e à produção de muco protetor. Por esse motivo os fármacos que 

inibem essa isoforma da COX causam diversos distúrbios no trato digestivo. Nas 

plaquetas, a COX-1 está ligada à síntese do Tromboxano A2 (TXA2), substância que 

auxilia na agregação e na adesão plaquetária. Portanto, a inibição da COX-1 está 

associada ao risco de sangramento cutâneo e gastrointestinal (FRANCO et al., 2006; 

HAZEWINKEL et al., 2008). 

A COX-2 leva a formação de PGs que participam de eventos inflamatórios, 

algésicos e térmicos (FRANCO et al., 2006; HAZEWINKEL et al., 2008). A expressão 

da COX-2 é induzida por citocinas pró-inflamatórias como IL- 1, IL-2, TNF-α, e outros 

mediadores nos sítios de inflamação, como fatores de crescimento e endotoxinas. As 

citocinas anti-inflamatórias como IL-4, IL-10 e a IL-13, assim como os fármacos 

glicocorticoides são capazes de inibir a expressão de COX-2 (MARNETT, 2009). 
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Embora seja conhecido que a COX-2 possui propriedades pró-inflamatórias, a 

resposta inflamatória total é produzida tanto pela COX-2 como pela COX-1 (HILÁRIO; 

TERRERI; LEN, 2006).  

O TXA2 é um dos eicosanoides produzidos pela via das COXs e é responsável 

por induzir a síntese de citocinas inflamatórias como a IL-1β e o TNF-α, enquanto a 

PGE2, também sintetizado pela mesma via, é responsável pelo aumento da 

permeabilidade vascular, vasodilatação e hiperalgesia. A união dos efeitos desses 

mediadores inflamatórios resulta nos sintomas clínicos comuns presentes em 

doenças inflamatórias (dor, calor, vermelhidão, inchaço e perda de função) (STAMP; 

JAMES; CLELAND, 2005).  

Na via das lipoxigenases (LOXs), os produtos iniciais são gerados por três tipos 

de LOXs, que estão presentes em apenas alguns tipos de células (COTRAN; KUMAR; 

COLLINS, 2006). As LOXs são encontradas principalmente em células de origem 

mieloides, como por exemplo, leucócitos polimorfonucleares (PMNs), mastócitos, 

macrófagos e basófilos (GOMES et al., 2009). A 5-LOX é a principal enzima deste 

grupo, atuando sobre o ácido araquidônico e produzindo o 5-HPETE, um composto 

quimiotático para leucócitos, que é convertido em leucotrieno A4 (LTA4) (GOODMAN 

et al., 2009). O LTA4 pode ser convertido em leucotrieno B4 (LTB4) ou em uma série 

de cisteinil-leucotrienos, LTC4, LTD4 e LTE4, como apresentado na figura 04 

(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012; RANG et al., 2016). 

Inúmeras evidências experimentais sugerem que os leucotrienos e alguns dos 

seus metabólitos contribuem para a fisiopatologia da resposta inflamatória através de 

grande variedade de efeitos (HAEGGSTRÖM, 2000). O LTB4, por exemplo, é um 

importante agente responsável pelo aumento da permeabilidade vascular, causa 

aderência, quimiotaxia e ativação PMNs e monócitos, além de estimular a proliferação 

de macrófagos e linfócitos e a produção de citocinas por essas células (GOODMAN 

et al., 2009).  
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2.3 TRATAMENTOS DISPONÍVEIS NO COMBATE A INFLAMAÇÃO 

 

Depois do isolamento da salicilina e a confirmação dos seus efeitos antipiréticos 

por Leraux em 1829, um longo caminho de pesquisa foi iniciado (MONTEIRO et al., 

2008). O salicilato de sódio, por exemplo, foi utilizado para tratar a febre reumática, 

como agente antipirético, tendo sido usado também no tratamento da gota em 1875. 

O enorme sucesso desse fármaco levou à produção do ácido acetilsalicílico (AAS), o 

qual, após demonstrados os seus efeitos anti-inflamatórios, foi inserido na Medicina 

em 1899 por Dresser, com o nome de aspirina (BRENOL; XAVIER; MARASCA, 2000).  

Após observada a toxicidade do AAS, principalmente a nível gastrointestinal, 

iniciou-se uma procura por outras substâncias com menos efeitos adversos e, dessa 

forma, foi desenvolvido o primeiro anti-inflamatório não salicilato, a fenilbutazona, no 

início de 1950. Porém, esse fármaco foi associado ao aparecimento de casos de 

agranulocitose, o que induziu, posteriormente ao seu abandono, sendo no contexto 

atual um medicamento raramente utilizado. Outro derivado não salicilado, a 

indometacina, foi sintetizada no ano de 1963 e desenvolvida para substituir a 

fenilbutazona, possuindo intensas ações analgésica e anti-inflamatória (HART; 

BOARDMAN, 1963; JÚNIOR et al., 2007).  

 

2.3.1 Inibidores da Via das Cicloxigenases (COXs) 

 

Os fármacos mais utilizados nos processos inflamatórios são os anti-

inflamatórios não esteroidais (AINEs) que constituem um grupo heterogêneo de 

moléculas que embora, muitas vezes, não estejam relacionadas quimicamente, 

possuem ações terapêuticas em comum, tais como: atividade analgésica, anti-

inflamatória, antitérmica e antitrombótica. Esses efeitos tornam essa classe de 

fármacos a primeira escolha para o tratamento de doenças degenerativas 

inflamatórias como, por exemplo, desordens reumáticas (FIORUCCI et al., 2001; 

SÜLEYMAN; DEMIRCAN; KARAGÖZ, 2007). 

O mecanismo de ação dos AINEs começou a ser elucidado em 1971, quando 

Sir John Vane, estudando a atividade anti-inflamatória da aspirina, foi capaz de afirmar 
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que esta ação estaria ligada a capacidade desta substância interferir na biossíntese 

das prostaglandinas (PGs), através de uma provável competição com o sítio ativo da 

enzima cicloxigenase (COX), inibindo esta via. Isso também ocasiona uma redução 

da conversão do ácido araquidônico e desta forma, impede a síntese de eicosanoides 

e prostanoides (PETRUZZELLI et al., 2007; MONTEIRO et al., 2008).  

No entanto, o uso destes medicamentos, principalmente de forma crônica, 

provoca alguns efeitos indesejáveis, destacando-se a atividade ulcerogênica 

gastrointestinal e o broncoespasmo. Estes efeitos são a principal limitação na 

utilização dessa classe de anti-inflamatórios (RAJAKARIAR; YAQOOB; GILROY, 

2006). O efeito dos AINEs na produção de prostaglandinas é também a principal 

causa da sua toxicidade, promovendo a alteração da função renal, risco de doenças 

cardiovasculares e problemas gastrointestinais (MCGETTIGAN; HENRY, 2011). 

Desde então, novos fármacos passaram a ser sintetizados, buscando-se encontrar 

progressivamente mais eficácia e menos efeitos indesejáveis. 

Em 1990, foi descoberta a existência de duas isoformas, COX-1 e COX-2, 

sendo a COX-1 uma enzima presente constitutivamente na maioria das células, o que 

faz com que a mesma esteja relacionada à homeostase normal e a citoproteção 

gástrica. Dessa forma os AINEs pertencem a duas grandes classes: Inibidores Não 

Seletivos da COX e inibidores Seletivos da COX-2. Alguns dos AINEs com ação 

predominante sobre a COX-1 estão representados na figura 05. São eles: o AAS, a 

indometacina, o piroxicam o ibuprofeno e o cetoprofeno, sendo esses medicamentos 

comercializados há muitos anos e também os mais utilizados até os dias atuais 

(RODERJAN, 2004). 
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Figura 05: Inibidores não seletivos da COX com ação predominante sobre a COX-1. 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017. 

 

A COX-2 é uma enzima produzida por células inflamatórias em resposta a 

algum estímulo (CHOU et al., 2006). Os anos posteriores testemunharam o 

desenvolvimento de inúmeros AINEs inibidores seletivos de COX-2 numa tentativa de 

reduzir os efeitos gastrintestinais dos inibidores tradicionais. Porém, descobriu-se que 

essa seletividade acarreta em um desequilíbrio entre os fatores anti- e pró-

trombóticos, com predomínio de tromboxano (TXA2) em detrimento da prostaciclina 

(PGI2), o que desencadeia uma série de complicações cardiovasculares (MENDES et 

al., 2012). O meloxicam e a nimesulida foram os primeiros inibidores seletivos da 

COX-2 (figura 06), surgiram na década de 1980 e posteriormente, surgiram os 

fármacos popularmente conhecidos como “coxibes”, como o valdecoxibe, o 

parecoxibe, o celecoxibe, o rofecoxibe, o etoricoxibe, lumiracoxibe, cujas estruturas 

são também demonstradas na figura 06 (LUENGO, 2005). Atualmente, no Brasil, 

apenas o celecoxibe e o etoricoxibe são comercializados, ambos com retenção de 

receita médica e com clara indicação dos riscos de complicações cardiovasculares 

(MENDES et al., 2012). 
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Figura 06: Estruturas químicas de alguns inibidores seletivos da COX-2. 

 

Fonte: Adaptado de PRATICÒ; DOGNÉ, Circulation. 112:1073-1079, 2005. 

 

Mesmo tidos como seletivos, estudos realizados por Fitzgerald e Patrono 

(2001) revelaram que inibidores da COX-2 provocaram efeitos cardiovasculares 

adversos em voluntários sadios. Estes efeitos foram atribuídos a diminuição do nível 

de PGI2 e ao aumento do nível de tromboxano A2, que levam a um aumento 

significativo no risco de eventos cardiovasculares, como infarto do miocárdio e 

acidente vascular cerebral oclusivo, eventos que culminaram na retirada do rofecoxibe 

e valdecoxibe do mercado farmacêutico (HOEFLER, 2004; CHEN; RAO; KNAUS, 

2006). 

No início do século XXI, foi descoberta uma variante do gene da COX-1, 

descrita como COX-3. Essa parece ser expressa em altos níveis no sistema nervoso 

central e pode ser encontrada também no coração e na aorta. Essa enzima é 
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seletivamente inibida por drogas analgésicas e antipiréticas, como paracetamol e 

dipirona, e é potencialmente inibida por alguns AINEs (MOSQUINI; ZAPPA; 

MONTANHA, 2011). 

 

2.3.2 Anti-inflamatórios Hormonais: Glicocorticoides 

 

Além dos AINEs, os anti-inflamatórios esteroidais, também denominados 

glicocorticoides, têm sido utilizados para tratar uma grande variedade de distúrbios 

inflamatórios, atuando em vários tipos celulares e tecidos, desse modo, seus usos 

terapêuticos estão cada vez mais se ampliando (FLAMMER; ROGATSKY, 2011). Em 

2008, mais de 44 milhões de prescrições para glicocorticoide oral, tópico ou inalado 

foram escritas somente nos Estados Unidos e esse tipo de anti-inflamatório é um 

padrão em qualquer situação onde a imunossupressão é desejada, como por exemplo 

após cirurgia de transplante, durante reações alérgicas graves ou crises inflamatórias 

autoimunes e como suplemento de certas quimioterapias (SCHAPPERT; 

RECHTSTEINER, 2008).  

Muito parecido com as doenças para as quais são administrados, os 

mecanismos de ação dessas moléculas de esteroides são extremamente variados, 

podendo envolver interações com receptores intracelulares pertencentes à 

superfamília dos receptores que controlam a transcrição gênica. Ao serem ativados, 

esses receptores podem levar à indução (desencadeamento de transcrição) ou à 

repressão (inibição de transcrição) de genes particulares (CHROUSOS; MARGIORIS, 

2001). De fato, os glicocorticoides são imunomoduladores ao invés de 

imunossupressores indiscriminados e suas funções moleculares são muito mais 

complexas do que as previamente reconhecidas (SCHAPPERT; RECHTSTEINER, 

2008). 

Os fármacos anti-inflamatórios esteroidais bloqueiam a liberação de 

prostaglandinas pela inibição da atividade de fosfolipase A2, que interfere na cascata 

do ácido araquidônico. Assim, indivíduos que utilizam este tipo de anti-inflamatório por 

períodos prolongados ficam predispostos a infecções por seus efeitos 

imunossupressores (MILLER; STANTON; DEVERY, 2001).  
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2.4 BUSCA POR NOVOS AGENTES ANTI-INFLAMATÓRIOS 

 

Diante do exposto, pode-se observar a importância da busca por novos agentes 

anti-inflamatórios mais seletivos. Dentre as estratégias que podem conduzir à 

descoberta de novos fármacos, a identificação e utilização de estruturas privilegiadas 

ganhou atenção especial quando comparada a outras estratégias (COSTANTINO; 

BARLOCCO, 2006). 

Estruturas privilegiadas são esqueletos moleculares com propriedades 

versáteis de ligação, de tal modo que um único grupamento é capaz de proporcionar 

ligantes potentes e seletivos para uma gama de diferentes alvos biológicos, através 

da modificação de grupos funcionais. O resultado é a produção de ligantes de alta 

qualidade que fornecem uma base sólida para o desenvolvimento de novos fármacos 

(DESIMONE et al., 2004).  

 Neste contexto, N-acilhidrazonas e indóis podem ser considerados estruturas 

privilegiadas para o design de compostos bioativos com ação anti-inflamatória (SILVA 

et al. 2010; OZDEMIR et al. 2015). A literatura descreve a atividade anti-inflamatória 

de N-acilhidrazonas quando conjugado com núcleo heterocíclico, como furanoxil 

(HERNÁNDEZ et al. 2012), pirazina (SILVA et al. 2010) e 1,3-benzodioxol 

(TRIBUTINO et al. 2009). Além disso, os indóis são relatados como inibidores de 

moléculas importantes envolvidas no processo inflamatório, como COX-2 (SINGH et 

al. 2015), fosfolipase A2 (PEDADA et al. 2016) e citocinas, como IL-1β e TNF-α 

(GUERRA et al. 2011). 

 

2.4.1 Hidrazonas 

 

Compostos hidrazônicos têm sido utilizados para diversos fins, que vão desde 

a agricultura, passando pelo ramo industrial e, principalmente, no setor farmacêutico. 

Emil Fischer (1883), descobriu as hidrazonas quando estava sintetizando um derivado 

indólico a partir da reação entre fenil hidrazina com propanona. Desde então, esses 

compostos passaram a ser sintetizados em larga escala por apresentarem ação 

contra diferentes tipos de doenças (CAIXEIRO, 2007).  
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Os derivados acilhidrazônicos se mostram como uma importante classe de 

compostos químicos sintéticos por suas diversas propriedades farmacológicas. A 

figura 07 mostra a estrutura de uma acilhidrazona, precursora de diversos compostos 

amplamente sintetizados e de interesse farmacêutico. 

 

Figura 07: Estrutura básica da função N-acilhidrazona. 

 

 
 
 
   
       
 

          Fonte: Elaborado pelo autor, 2017. 
 

A atividade antibacteriana de derivados acilhidrazônicos já foi relatada frente 

as diferentes espécies e cepas de bactérias. Em 2014, Song et al. avaliaram a 

atividade antibacteriana de três séries de acilhidrazonas (figura 08) frente a 

Escherichia coli, a Pseudomonas aeruginosa, ao Staphylococcus aureus e ao Bacillus 

subtilis, obtendo resultados promissores. Reis (2007) também constatou significativa 

atividade antibacteriana de derivados acilhidrazônicos frente a diferentes cepas de 

Mycobacterium tuberculosis e S. aureus. 

 

Figura 08: Séries A, B e C de acilhidrazonas com atividade antibacteriana. 

 

Fonte: Adaptado de SONG, et al.; Chem. Pharm. Bull. 2014. 
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A atividade antifúngica também já foi constatada para derivados 

acilhidrazônicos frente a diferentes espécies do gênero Candida sp. (MALIK et al., 

2012; CACHIBA et al., 2012). Além disso, um trabalho recente analisou a atividade 

antifúngica frente as espécies Stemphylium lycopersici, Fusarium oxysporum e 

Botrytis cinerea, obtendo excelentes resultados frente ao Stemphylium lycopersici 

quando comparados ao fungicida padrão utilizado atualmente (MU et al., 2016). A 

seguir, na figura 9 está representada a estrutura geral dos 17 compostos analisados 

no trabalho em questão. 

 

Figura 09: Estrutura geral das N-acilhidrazonas com atividade antifúngica. 

 

Fonte: Adaptado de MU et al.; Chemistry Central Journal v.: 10, n.: 50, 2016. 

 

Salum (2011) descreveu as atividades antimitótica, antiproliferativa, 

antitubulina e inibitória da migração celular para derivados da acilhidrazona. Inclusive 

em um trabalho mais atual (YU; SHI; KE, 2015), foi constatada a atividade anticâncer 

de duas séries de compostos N-acilhidrazônicos frente a três diferentes linhagens de 

células tumorais, tendo sido evidenciado um alto potencial de alguns desses 

compostos para induzir apoptose em uma das linhagens celulares testadas (figura 

10). 
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Figura 10: Estrutura geral dos derivados N-acilhidrazônicos testados em três linhagens de células 

tumorais. 

 
Fonte: Adaptado de YU; SHI; KE, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2015. 

 

Tian et al. (2009) e Jin et al., (2010) sintetizaram e avaliaram novas séries de 

compostos acilhidrazônicos frente ao vírus HIV, comprovando a atividade antiviral 

destas substâncias. A atividade desestabilizadora da transcriptase reversa de 

derivados acilhidrazônicos foi observada por Sluis-Cremer et al. (2002). Derivados 

acilhidrazônicos também já foram relatados como potenciais agentes antimaláricos 

frente a cepas de Plasmodium falciparum resistentes a cloroquinas (MELNYK et al., 

2006; FILHO et al., 2016).  

Além das atividades farmacológicas citadas acima, foram observadas também 

na literatura as atividades tripanocida (CARVALHO et al., 2014), leishmanicida 

(CHARRET, 2011; HERNÁNDEZ et al., 2013), antimalárica (MELNYK et al, 2006), 

antimicobacterianos (LANNES, 2010), antinociceptiva (FIGUEIREDO, et al. 2000; 

SAUZEM, 2004), antiagregante plaquetária (RODRIGUES et al., 2007), analgésica e 

antitrombótica (BARREIRO, et al. 2002; LIMA, et al. 2008), entre outras. 

Com relação a atividade focada nesse trabalho, diversos artigos têm relatado 

bons resultados de derivados N-acilhidrazônicos frentes a variados tipos de processos 

inflamatórios (DUARTE, 2006; UNSAL-TAN, et al., 2010; BISPO JÚNIOR et al., 2011; 

SILVA et al., 2014). Os mecanismos de ação destes compostos podem envolver a 

inibição de enzimas como as cicloxigenases (COX) e a 5-Lipoxigenase (5-LOX) 

(HIGGS; VANE, 1983). Em 2015, Silva et al. descrevem diferentes atividades anti-

inflamatórias para uma variedade de 20 compostos N-acilhidrazônicos, cujas fórmulas 

estruturais gerais são representadas na figura 11. Trabalhos recentes também 

relataram a atividade anti-inflamatória de compostos hidrazônicos atuando na inibição 

da COX-2 (GORANTLA et al, 2017). 
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Figura 11: Variações estruturais dos 20 compostos N-acilhidrazônicos testados frente a diferentes tipos 

de inflamação. 

 

Fonte: Adaptado de SILVA et al., Molecules, 2015. 

 

2.4.2 Indóis 

 

Os indóis são consideradas uma classe de moléculas com amplo espectro de 

ação descrito na literatura (SHARMA; KUMAR; PATHAK, 2010; BISWAL et al., 2012; 

KAUSHIK et al., 2013). Entre as atividades biológicas descritas, estão sua ação 

antimicrobiana (PANWAR et al., 2006), antifúngica, inclusive frente a Candida albicans 

resistente ao fluconazol (ABELE et al., 2003; YOUNGSAYE et al., 2012), 

anticarcinogênica (QUEIROZ et al., 2008; PATEL et al., 2012; BENNINGHOFF; 

WILLIAMS, 2013), antiviral (RANI; SRIVASTAVA; KUMAR, 2004), incluindo drogas 

anti-HIV (SCOTT; PERRY, 2000), anti-hipertensiva (PATKAR et al., 2016), 

antidiabética (ROSENGREN et al., 2009), analgésica (FREIDONK-

MUESCHENBORN; FOX, 2005), antiemética (GENERALI; CADA, 2009), antimalárica 

(SCHUCK et al., 2014), dentre muitas outras.  

A atividade anti-inflamatória dos indóis é demonstrada desde as pesquisas 

iniciais da classe dos AINES, sendo a indometacina (HART; BOARDMAN, 1963; 

SMYTH, 1970) seu principal representante (figura 05). Em 2011, Shin et al. avaliaram 

o potencial anti-inflamatório de indóis presentes em frações de raízes de Brassica rapa 

(IBR) (família Brassicaceae) e os mecanismos subjacentes. Seus dados sugerem que 

as inibições expressivas de iNOS, TNF-α e IL-6 causadas por uma atenuação da 

ativação de NF-kB são responsáveis pela atividade anti-inflamatória e antinociceptiva 

da IBR.  
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Outros estudos mostraram que o heterociclo indol quando conjugado com 

outros grupos farmacofóricos importantes, como a tiazolidina e a imidazolidina, foram 

capazes de inibir a linfoproliferação, redução da expressão/produção de COX-2, IL-

1β e TNF-α e também mostraram um bom perfil farmacocinético (GUERRA et al., 

2011; BARBOSA et al., 2013; UCHÔA et al., 2009; GARCIA et al., 2015).  

Em 2016, PEDADA et al. avaliaram uma série de 15 novos indóis contendo o 

radical isoxazol (figura 12) como inibidores da enzima fosfolipase A2, sendo 

considerados como potenciais agente anti-inflamatórios e anticâncer. Diversos outros 

trabalhos têm demonstrado o potencial anti-inflamatório de derivados contendo o 

núcleo indol (LIU et al., 2016; ABDELLATIF; LAMIE; OMAR, 2016; AHMAD et al., 

2017; SINGH et al, 2017.) 

 

Figura 12: Estrutura geral da série de 15 derivados do radical indol com atividades anticâncer e anti-
inflamatória. 

 

Fonte: PEDADA et al., European Journal of Medicinal Chemistry, 2016. 

 

Em 2017, Fatahala e colaboradores evidenciou também uma atividade anti-

inflamatória em compostos indólicos através de um ensaio de edema de pata, onde 

foi possível observar uma diminuição considerável do edema ao comparar os 

compostos sintetizados aos fármacos utilizados como padrão. 

Assim, em vista dessas evidências que comprovam a importância biológica das 

N-acilhidrazonas e dos indóis na química medicinal, este trabalho apresenta a síntese 

de novas moléculas contendo essas estruturas privilegiadas conjugadas, bem como 

a avaliação da atividade anti-inflamatória in vitro e in vivo desses novos compostos. 
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3 SEÇÃO EXPERIMENTAL 

 

3.1 MATERIAL E MÉTODOS 

 

A maioria dos produtos químicos foram adquiridos pela Sigma-Aldrich (St. 

Louis, USA), Merck (Berlin, Germany) ou Alfa-Aesar (Massachusetts, USA). 

 

3.1.1 Cromatografias 

 

 As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em folhas de 

alumínio pré-revestidas de Sílica Gel 60 (F254, Merck, Alemanha) de 0,25 mm de 

espessura. A leitura das mesmas foi realizada através de radiação de ultravioleta (UV) 

no comprimento de onda (λ) de 254 nm. 

 

3.1.2 Pontos de Fusão 

 

 Os pontos de fusão foram medidos em capilares usando um aparelho de 

Thomas Hoover e os valores não foram posteriormente corrigidos. 

  

3.1.3 Espectroscopias de IV, RMN ¹H e RMN 13C 

  

 Os espectros de IV foram obtidos em espectrofotômetro BRUKER IFS-66, em 

discos de KBr. RMN 1H e 13C, foram registrados em um espectrofotômetro Bruker 

AMX-300 MHz, usando DMSO-d6 como solvente e trimetilsilano (TMS) como padrão 

interno. Padrões de desdobramento são designados como se segue: s, singleto; d, 

dubleto; t, tripleto; m, multipleto. Os deslocamentos químicos (δ) foram reportados em 

ppm. 
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3.2 PARTE QUÍMICA 

 

3.2.1 Síntese 

 

3.2.1.1 Síntese das indol-N-acilhidrazonas LQIT-D.T. (01 – 10). 

 

Em um balão de fundo redondo de 100 ml, foram adicionados 10 mL de álcool 

etílico e 15 gotas de AcOH. Em seguida, sob agitação magnética, foram adicionados 

1 mmol de cianoacetohidrazida e 1 mmol de diferentes 3-indol carboxaldeídos. A 

reação foi então mantida sob agitação magnética constante e acompanhada a cada 

hora por meio de cromatografia de camada delgada (CCD) durante 12 horas.  

Após este tempo, de acordo com a leitura da CCD, todo o produto de partida havia se 

esgotado e o precipitado formado foi removido sob filtração e lavado com água 

destilada para a remoção de possíveis resquícios de AcOH. Por fim, após passar por 

um processo de secagem com o auxílio de um dessecador, o precipitado resultante 

foi recristalizado em etanol, tornando possível a obtenção do produto puro na forma 

de um pó. 

 

3.2.2 Caracterização Estrutural 

 

3.2.2.1 LQIT-D.T.01: 

 

 

 

 

 

Nome IUPAC: (E)-N'-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazida.  

Fórmula Molecular: C12H9N4OBr. Rendimento: 88,3%. Aspecto: Pó levemente 

amarelado. PF (°C): 237–239. Rf (6:4 AcOEt/Hexano): 0,45.  

IV (KBr, cm-1): 1233.0 (NH, Ar), 1619.6 (C=N), 1673.6 (HN-C=O), 2275.7 (CN), 3286.8 

(NH). 
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RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6):  4.21 (s, 2H, CH2), 7.32 (d, 1H, J 8.7 Hz, ArH), 7.42 

(d, 1H, J 8.1 Hz, ArH), 7.88 (s, 1H, ArH), 8.17 (s, 1H, N=CH), 8.23 (s, 1H, ArNCH), 

11.5 (s, 1H, ArNH), 11.7 (s, 1H, NH). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6):  24.75 (CH2), 111.09 (C, Ar), 113.6 (C-Br, Ar), 114.33 

(CH, Ar), 116.62 (CN), 124.25 (CH, Ar), 126 (C, Ar), 132.56 (HC-N), 136.18 (C–N, Ar), 

141.86 (HC=N), 164.16 (C=O). 

 

3.2.2.2 LQIT-D.T.02: 

 

 

 

 

Nome IUPAC: (E)-N'-((1H-indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazida. 

Fórmula Molecular: C12H10N4O. Rendimento: 86,61%. Aspecto: Pó amarelo claro. 

PF (°C): 199–202. Rf (6:4 AcOEt/Hexano): 0,55. 

IV (KBr, cm-1): 1246.5 (NH), 1620.2 (C=N), 1670.5 (C=O), 2275.7 (CN), 3300.8 (NH). 

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6):  4.22 (s, 2H, CH2), 7.15 (t, 1H, J 7.35 Hz, ArH), 7.2 (t, 

1H, J 7.35 Hz, ArH), 7.44 (d, 1H, J 7.2 Hz, ArH), 7.81 (s, 1H, ArNCH), 8.12 (d, 1H, J 

7.5 Hz, ArH), 8.19 (s, 1H, N=CH), 11.46 (s, 1H, NH), 11.58 (s, 1H, ArNH). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6):  24.44 (CH2), 111.83 (CH, Ar), 111.13 (C, Ar), 116.32 

(CN), 120.64 (CH, Ar), 121.86 (CH, Ar), 122,67 (CH, Ar), 123,94 (C, Ar), 130.93 (HC-

N), 137.08 (C–N, Ar), 141.95 (HC=N), 163.78 (C=O). 

 

3.2.2.3 LQIT-D.T.03: 

 

 

 

 

 

Nome IUPAC: (E)-2-ciano-N'-((5-metil-1H-indol-3-il)metileno)acetohidrazida. 

Fórmula Molecular: C13H12N4O. Rendimento: 61,45%. Aspecto: Pó branco. 
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PF (°C): 213–216. Rf (6:4 AcOEt/Hexano): 0,51. 

IV (KBr, cm-1): 1245.5 (NH, Ar), 1614.5 (C=N), 1677.1 (HN-C=O), 2269.3 (CN), 3345.7 

(NH). 

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6):  2.43 (s, 3H, CH3), 4.21 (s, 2H, CH2), 7.02 (d, 1H, J 

8.4 Hz, ArH), 7.31 (d, 1H, J 8.1 Hz, ArH), 7.75 (s, 1H, ArNCH), 7.9 (s, 1H, ArH), 8.16 

(s, 1H, N=CH), 11.43 (s, 1H, ArNH), 11.46 (s, 1H, NH). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6):  21.37 (CH3), 24.42 (CH2), 110.66 (C, Ar), 111.52 (CH, 

Ar), 116.36 (CN), 121.51 (CH, Ar), 124.16 (CH, Ar), 124.21 (C, Ar), 129.16 (C-CH3, 

Ar), 130.92 (HC-N), 135.4 (C–N, Ar), 142.13 (HC=N), 163.69 (C=O). 

 

3.2.2.4 LQIT-D.T.04: 

 

 

 

 

 

Nome IUPAC: (E)-2-ciano-N'-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)acetohidrazida.  

Fórmula Molecular: C12H9N5O3. Rendimento: 77,45%. Aspecto: Pó laranja escuro.PF 

(°C): 222–225. Rf (6:4 AcOEt/Hexano): 0,42. 

IV (KBr, cm-1): 1280.9 (NH, Ar), 1588.9 (C=N), 1675.6 (HN-C=O), 2259.6 (CN), 3268.4 

(NH). 

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6):  4.1 (s, 2H, CH2), 7.3 (d, 1H, J 8.4 Hz, ArH), 7.4 (d, 

1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.87 (t, 1H, J 7.95 Hz, ArH), 8.2 (s, 1H, ArNCH), 8.38 (s, 1H, N=CH), 

11.6 (s, 1H, ArNH), 12.48 (s, 1H, NH). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6):  23.88 (CH2), 109.79 (C, Ar), 116.18 (CN), 117.12 (C, 

Ar), 117.77 (CH, Ar), 118.66 (CH, Ar), 121,36 (CH, Ar), 132.23 (HC-N), 139.08 (C–N, 

Ar), 140.99 (HC=N), 142.1 (C-NO2, Ar), 163.92 (C=O). 
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3.2.2.5 LQIT-D.T.05: 

 

 

 

 

 

 

Nome IUPAC: (E)-2-ciano-N'-((5-metoxi-1H-indol-3-il)metileno)acetohidrazida. 

Fórmula Molecular: C13H12N4O2. Rendimento: 81,82%. Aspecto: Pó amarelo palha.  

PF (°C): 212–214. Rf (6:4 AcOEt/Hexano): 0,42.  

IV (KBr, cm-1): 1254.6 (NH, Ar), 1620.2 (C=N), 1672.9 (HN-C=O), 2269.3 (CN), 3332.5 

(NH). 

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6):  3.82 (s, 3H, CH3), 4.21 (s, 2H, CH2), 6.83 (d, 1H, J 

8.7 Hz, ArH), 7.33 (d, 1H, J 8.7 Hz, ArH), 7.61 (s, 1H, ArH), 7.75 (s, 1H, ArNCH), 8.17 

(s, 1H, N=CH), 11.46 (s, 2H, ArNH e NH). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6):  24.78 (CH2), 55.53 (CH3), 103.81 (CH, Ar), 111.33 

(C, Ar), 113.11 (CH, Ar), 116.76 (CN), 124.91 (C, Ar), 131.63 (HC-N, Ar), 132.31 (C–

N, Ar), 142.46 (HC=N), 154.92 (C-OCH3, Ar), 164.07 (C=O). 

 

3.2.2.6 LQIT-D.T.06: 

 

 

 

 

 

Nome IUPAC: (E)-N'-((1H-benzo[g]indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazida. 

Fórmula Molecular: C16H12N4O. Rendimento: 97,84%. Aspecto: Pó amarelo claro.  

PF (°C): 240–242. Rf (6:4 AcOEt/Hexano): 0,36. 

IV (KBr, cm-1): 1221.2 (NH, Ar), 1621.4 (C=N), 1671.5 (HNC=O), 2262.8 (CN), 3316.0 

(NH). 
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RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6):  4.28 (s, 2H, CH2), 7.48 (d, 1H, J 8.1 Hz, ArH), 7.59 

(t, 2H, J 8.85 Hz, ArH), 7.91 (s, 1H, ArNCH), 7.97 (d, 1H, J 8.1 Hz, ArH), 8.25 (d, 1H, 

J 9.0 Hz, ArH), 8.27 (s, 1H, N=CH), 8.40 (d, 1H, J 8.7 Hz, ArH), 11.54 (s, 1H, ArNH), 

12.49 (s, 1H, NH). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6):  24.51 (CH2), 112.76 (C, Ar), 116.35 (CN), 120.03 (C, 

Ar), 120.79 (CH, Ar), 121.47 (CH, Ar), 121.73 (C, Ar), 124.30 (CH, Ar), 125.65 (HC-N, 

Ar), 128.65 (CH, Ar), 128.59 (CH, Ar), 128.39 (CH, Ar), 131.86 (C–N, Ar), 141,96 

(HC=N), 163.89 (C=O).  

 

3.2.2.7 LQIT-D.T.07: 

 

 

 

 

Nome IUPAC: (E)-2-ciano-N'-((7-metil-1H-indol-3-il)metileno)acetohidrazida. 

Fórmula Molecular: C13H12N4O. Rendimento: 69,03%. Aspecto: Pó amarelo palha.  

PF (°C): 219–221. Rf (6:4 AcOEt/Hexano): 0,31. 

IV (KBr, cm-1): 1236.9 (NH, Ar), 1618.7 (C=N), 1674.0 (HN-C=O), 2275.7 (CN), 3324.3 

(NH). 

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6):  2.51 (s, 3H, CH3), 4.23 (s, 2H, CH2), 7.02 (d, 1H, J 

7.2 Hz, ArH), 7.08 (t, 1H, J 7.35 Hz, ArH), 7.83 (s, 1H, ArNCH), 7.98 (d, 1H, J 7.5 Hz, 

ArH), 8.22 (s, 1H, N=CH), 11.48 (s, 1H, NH), 11.58 (s, 1H, ArNH). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6):  17.14 (CH3), 24.84 (CH2), 111.99 (C, Ar), 116.73 

(CN), 119.86 (CH, Ar), 121.27 (CH, Ar), 121.42 (C-CH3, Ar), 123.66 (CH, Ar), 124.15 

(C, Ar), 131.09 (HC-N, Ar), 136.99 (C–N, Ar), 142,48 (HC=N), 164.18 (C=O).  
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3.2.2.8 LQIT-D.T.08: 

 

 

 

 

 

 

Nome IUPAC: (E)-2-ciano-N'-((5-ciano-1H-indol-3-il)metileno)acetohidrazida. 

Fórmula Molecular: C13H9N5O. Rendimento: 98,07%. Aspecto: Pó amarelado. 

PF (°C): 247–249. Rf (6:4 AcOEt/Hexano): 0,22. 

IV (KBr, cm-1): 1247.6 (NH, Ar), 1621.8 (C=N), 1677.3 (HN-C=O), 2223.8 (CN), 3295.8 

(NH). 

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6):  4.30 (s, 2H, CH2), 7.55 (d, 1H, J 8.1 Hz, ArH), 7.61 

(d, 1H, J 8.1 Hz, ArH), 8.02 (s, 1H, ArNCH), 8.19 (s, 1H, ArH), 8.51 (s, 1H, N=CH), 

11.56 (s, 1H, ArNH), 12.08 (s, 1H, NH). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6):  25,00 (CH2), 103.28 (C-CN, Ar), 112.26 (C, Ar), 

113.68 (CH, Ar), 116.81 (CN), 120.92 (CN), 124.03 (C, Ar), 126.07 (CH, Ar), 127.40 

(CH, Ar), 133.45 (HC-N), 139.26 (C–N, Ar), 141.39 (HC=N), 164.49 (C=O).  

 

3.2.2.9 LQIT-D.T.09: 

 

 

 

 

Nome IUPAC: (E)-N'-((1H-pirrol[2,3-b]piridina-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazida. 

Fórmula Molecular: C11H9N5O. Rendimento: 79,1%. Aspecto: Pó branco.  

PF (°C): 244–246. Rf (6:4 AcOEt/Hexano): 0,38. 

IV (KBr, cm-1): 1260.1 (NH, Ar), 1580.4 (C=N), 1667.5 (HN-C=O), 2259.6 (CN), 3145.3 

(NH). 
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RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6):  4.25 (s, 2H, CH2), 7.21 (t, 1H, J 7.2 Hz, ArH), 7.96 (s, 

1H, ArNCH), 8.16 (s, 1H, N=CH), 8.31 (d, 1H, J 6.9 Hz, ArH), 8.47 (d, 1H, J 7.5 Hz, 

ArH), 11.58 (s, 1H, ArNH), 12.07 (s, 1H, NH). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6):  24.92 (CH2), 110.42 (C, Ar), 110.47 (C, Ar), 116.73 

(CN), 117.38 (CH, Ar), 129.29 (HC-N, Ar), 131.42 (CH, Ar), 141.83 (CH, Ar), 144,44 

(HC=N), 149.74 (C-N, Ar), 164.41 (C=O).  

 

3.2.2.10 LQIT-D.T.10: 

 

 

 

 

 

 

Nome IUPAC: (E)-2-ciano-N'-((5-cloro-1H-indol-3-il)metileno)acetohidrazida. 

Fórmula Molecular: C12H9N4OCl. Rendimento: 98,23%. Aspecto: Pó amarelo claro.  

IV (KBr, cm-1): 1231.8 (NH, Ar), 1618.3 (C=N), 1684.5 (HN-C=O), 2279.1 (CN), 3302.0 

(NH). 

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6):  4.22 (s, 2H, CH2), 7.21 (d, 1H, J 8.7 Hz, ArH), 7.46 

(d, 1H, J 8.7 Hz, ArH), 7.90 (s, 1H, ArNCH), 8.07 (s, 1H, ArH), 8.16 (s, 1H, N=CH), 

11.5 (s, 1H, ArNH), 11.76 (s, 1H, NH). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6):  24.36 (CH2), 110.78 (C, Ar), 113.46 (CH, Ar), 116.23 

(CN), 120.80 (CH, Ar), 122.68 (CH, Ar), 124.0 (C, Ar), 125.21 (C-Cl, Ar), 132.36 (HC-

N, Ar), 135.51 (C–N, Ar), 141.44 (HC=N), 163.76 (C=O).  
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3.3 PARTE BIOLÓGICA 

 

3.3.1 Testes in vitro 

 

3.3.1.1 Citotoxicidade em Macrófagos J774 

 

Macrófagos J774 (1x104 células / poço) foram distribuídos em placas de 96 

poços em meio DMEM. Cada composto foi solubilizado em 1% de solução mãe de 

DMSO. Como controle positivo, a violeta de genciana foi testada, enquanto que, como 

controle negativo, os poços receberam apenas DMSO e meio DMEM. A placa foi 

então cultivada durante 72 horas, a 37°C e 5% de CO2. Em seguida, foram 

adicionados 20 μL de AlamarBlue em cada poço e a placa foi incubada durante mais 

4 horas. A placa foi lida no leitor de placas a 570 e 600 nm. Os valores de CC50 foram 

calculados no GraphPad Prism versão 5.0, San Diego, Califórnia, EUA (PLUTÍN et al., 

2017). 

 

3.3.1.2 Teste de inibição da linfoproliferação 

 

Esplenócitos de camundongos BALB/c (5x106 células/poço, em 200µL) foram 

cultivados em meio DMEM e em placa de 96 poços, em triplicatas, na presença ou 

não de concanavalina A (2 µg/mL) e também em presença ou não das substâncias 

analisadas. Após 48 horas de incubação em estufa a 37ºC e 5% de CO2, foi 

adicionado às culturas 1 µCi de [metil- H] timidina dando início a um novo período de 

12 horas de incubação em estufa. Após esse período, as células foram coletadas para 

quantificação da proliferação, através da determinação da incorporação de timidina. 

O percentual de inibição foi determinado relacionando a incorporação de timidina das 

culturas tratadas com as substâncias avaliadas e a incorporação das culturas somente 

estimuladas. A dexametasona foi utilizada como controle positivo.  
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3.3.1.3 Ensaio de inibição das Cicloxigenases 1 e 2  

 

O teste para atividade inibitória para COX-1 e COX-2 foi realizado de acordo 

com Ayoub et al. (2010). Resumidamente, todos os compostos e controles positivos 

(indometacina e celocoxib) foram solubilizados em DMSO e testados em triplicata a 

uma concentração de 25 μM. COX-1 ou COX-2 (Sigma-Aldrich) foram adicionadas em 

180 μL do tampão de ensaio contendo 5 mM de hematina (Sigma-Aldrich), 100 mM 

do tampão Tris-HCl, pH 8,0. Após a adição do composto de teste ou controle positivo 

(10 μL), a mistura reacional foi incubada durante 5 min à temperatura ambiente. A 

reação foi iniciada pela adição de 5 μL de solução de ácido araquidônico (Sigma-

Aldrich) dissolvido em metanol e dihidrocloreto de N,N,N',N'-Tetrametil-p-

fenilenodiamina (TMPD). Após a incubação durante 1 hora, a mistura reacional teve 

a sua absorbância medida a 610 nm. Os compostos que inibiram 50% da atividade 

COX-1 ou 2 tiveram seus valores de IC50 calculados usando o software ORIGIN 8.0 

(OriginLab Corporation). 

 

3.3.2 Testes in vivo 

 

3.3.2.1 Animais 

 

Os experimentos foram conduzidos com camundongos machos Swiss Mus 

musculus (20-35g) obtidos a partir do Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami 

(LIKA/UFPE). Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de 

Antibióticos/UFPE (Recife, Brasil), em condições controladas (22 ± 3ºC para 12h de 

ciclo de luz/escuridão, acesso gratuito a alimentos e água). Todos os animais 

utilizados para a determinação de atividades anti-inflamatórias e antinociceptivas 

foram submetidos a jejum durante 4h antes da experimentação. O Comitê de Estudos 

Animais da Universidade Federal de Pernambuco aprovou os protocolos 

experimentais (número 23076.017928/2010-25). Os animais foram tratados de acordo 

com os princípios éticos de experimentação animal da COBEA (Colégio Brasileiro de 
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Experimentos com Animais) e as normas do Instituto Nacional de Saúde Guia de 

Cuidados e Uso de Animais de Laboratório. 

 

3.3.2.2 Toxicidade aguda por via oral 

 

Foi adotado um procedimento de dose fixa para avaliar a toxicidade oral aguda 

dos compostos LQIT-D.T.01 e LQIT-D.T.02 de acordo com as Diretrizes da 

Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OCDE) para o Teste 

de Produtos Químicos (OECD, 2002). Grupos de 3 camundongos foram usados em 

um procedimento por etapas usando a dose fixa de 2000 mg/Kg. Os sinais e 

condições clínicas associados à dor, ao sofrimento e à morte iminente são descritos 

em detalhes em um documento de orientação da OCDE separado (OECD, 2000). O 

teste foi realizado em duplicata. 

 

3.3.2.3 Ensaio de inflamação aguda 

 

O teste de edema de pata induzido por carragenina em camundongos Swiss 

Mus musculus foi utilizado para avaliar a atividade anti-inflamatória de LQIT-D.T.01 e 

LQIT-D.T.02. Foram utilizados oito grupos de camundongos (n = 8). Os animais 

receberam por via oral LQIT-D.T.01 ou LQIT-D.T.02 nas doses de 15, 30 e 60 mg/kg. 

O padrão utilizado foi a indometacina na dose de 10 mg/kg. O grupo controle recebeu 

apenas o veículo (salina + DMSO 5%). Uma hora após o tratamento, a inflamação foi 

induzida por uma injeção intraplantar de 50 μL de carragenina (1%) na pata posterior 

direita (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962). O volume da pata foi medido antes da 

injeção do agente flogístico e durante 5 horas consecutivas após a administração da 

carragenina. O volume do edema foi registrado em mililitros (mL), através de um 

pletismômetro (Ugo Basile, Itália). A pata posterior do animal foi submersa até a 

junção tíbio-tarsal, na câmara de leitura do aparelho. O volume de líquido deslocado 

foi registrado digitalmente e correspondeu ao volume da pata. 
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3.3.2.4 Análise de dados 

 

 Os resultados experimentais foram expressos como a média ± erro padrão (SE) 

e pela análise de variância (ANOVA), de sentido único e bidirecional, seguidos pelos 

testes de Tukey ou Bonferroni. Os valores de P inferiores a 0,05 (p <0,05) foram 

considerados indicativos de significância e representados por: * p <0,05, ** p <0,01 e 

*** p <0,001. Os cálculos foram realizados usando o software estatístico GraphPad 

Prism versão 5.0, San Diego, Califórnia, EUA. 

 

3.3.3 Estudos in silico 

 

3.3.3.1 Análise de Docking Molecular e ADME in silico 

 

Para fortalecer ainda mais os resultados de nossos estudos in vitro, também 

realizamos análises de interação molecular in silico nos compostos LQIT-D.T.01 e 

LQIT-D.T.02 e proteínas COX usando AutoDock4.2.6 (MORRIS et al., 2009) em 

combinação com o algoritmo genético Lamarckiano (LGA). Os perfis ADME destes 

compostos também foram investigados com o uso das plataformas web SwissADME 

(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017) e pkCSM (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015) 

e do software Osiris Data Warrior (SANDER et al., 2015). 

 

3.3.3.2 Docking Molecular 

 

3.3.3.2.1 Preparação da estrutura do ligante 

 

As estruturas dos compostos de teste foram construídas com o software 

Avogadro 1.2.0 (HANWELL et al., 2012) e totalmente otimizadas com o método semi-

empírico PM6 (STEWART, 2007) implementado no MOPAC2016 (STEWART, 2016). 

Os ligantes otimizados foram salvos como arquivos pdb. Com o uso do 

AutoDockTools-1.5.6, os hidrogênios apolares foram fundidos com os carbonos 

correspondentes, então a carga parcial de átomos foi calculada usando o 
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procedimento Gasteiger implementado no pacote AutoDockTools. As ligações 

rotativas dos ligantes foram definidas, as estruturas foram salvas como pdbqt e 

usadas para estudos de docking. 

 

3.3.3.2.2 Preparação da estrutura da proteína 

 

As estruturas cristalinas de Celecoxibe co-cristalizado para COX-1 (PDB ID: 

3KK6) e COX-2 (PDB ID: 3LN1) foram retiradas do RCSB Protein Data Bank. Com o 

uso do Dassault Systèmes BIOVIA Discovery Studio Visualizer (v16.1.0.15350) 

(BIOVIA, 2016), moléculas de água e outros heteroátomos foram removidos. Então, 

usando AutoDockTools, os hidrogênios não polares foram fundidos e os hidrogênios 

polares foram adicionados à estrutura das proteínas. As cargas de Kollman foram 

adicionadas e a estrutura foi salva como pdbqt para os estudos de docking.   

 

3.3.3.2.3 Procedimento do docking 

 

 A grade 3D foi criada pelo Algoritmo de Gráfico Automático para gerar o arquivo 

de parâmetros da grade. O espaçamento da malha foi de 0,0375 nm em cada 

dimensão, e cada mapa da grade consistiu em um ponto de grade de 70 × 70 × 70. O 

centro da grade foi ajustado para a posição do ligante co-cristalizado localizado na 

Corrente A em cada caso. 

 O algoritmo genético lamarckiano no AutoDock 4.2.2 foi aplicado para buscar 

a melhor conformação e orientação dos ligantes. A otimização global foi iniciada com 

uma população de 150 indivíduos posicionados aleatoriamente com um máximo de 

2500.000 avaliações de energia e um máximo de 27000 gerações. Durante cada 

experimento de docking, 100 execuções foram realizadas. As posições de encaixe 

resultantes foram analisadas usando AutoDockTools e Discovery Studio Visualizer. 

 Para validar o procedimento de acoplamento, o ligante co-cristalizado 

celecoxibe foi previamente acoplado a cada proteína. Nesse caso, um mapa de grade 

de 126 x 126 x 126 foi usado e 250 execuções foram realizadas. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 PARTE QUÍMICA 

 

4.1.1   Obtenção da Série Química 

 

O esquema 01 mostra os procedimentos sintéticos utilizados para preparar as 

indol-N-acilhidrazonas LQIT-D.T.(01-10) a partir da reação de adição nucleofílica 

entre a cianoacetohidrazida e 10 diferentes indóis substituídos. Para que essa reação 

ocorra da maneira esperada, é necessária a utilização de ácido acético como 

catalisador e de etanol como solvente. As sínteses foram realizadas em temperatura 

ambiente, sob agitação magnética e com duração de 12 horas para cada composto 

obtido.  

 

Esquema 01: Síntese das indol-N-acilhidrazonas LQIT-D.T.(01-10). Reagentes: cianoacetohidrazida e 
10 indóis substituídos. Catalisador: AcOH. Solvente: etanol. Condições reacionais: temperatura 
ambiente, agitação constante, 12h, rendimentos entre 61-98%.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.1.1.1 Mecanismo Reacional 

 

As reações de formação de iminas ocorrem a partir da adição nucleofílica de 

uma amina primária a um grupo carbonila de um aldeído ou de uma cetona.  

Na obtenção da série de compostos indólicos-N-acilhidrazônicos (LQIT-D.T.01-

10), os reagentes que representaram o grupamento aldeído foram os 10 indóis 

substituídos e a amina primária foi representada pela cianoacetohidrazida. Para que 

essa reação ocorra de maneira mais rápida, o pH indicado é entre 4 e 5 e por esse 

motivo o meio foi levemente acidificado pela adição de ácido acético. O solvente 

utilizado foi o etanol, que possui polaridade muito semelhante à das moléculas de 

água eliminadas no decorrer da reação que é representada mecanisticamente no 

esquema 02 (SOLOMONS; FRYHLE, 2012). 

 

Esquema 02: Mecanismo reacional da série de compostos indólicos-N-acilhidrazônicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.1.2 Caracterização Estrutural 

 

A caracterização da série LQIT-D.T.01-10 será exemplificada a partir da 

caracterização do composto LQIT-D.T.02, onde todos os sinais referentes ao isômero 

E da molécula serão devidamente detalhados. 

 

4.1.2.1 Infravermelho (Composto LQIT-D.T.02) 

 

Através da análise espectroscópica na região do infravermelho foi possível 

constatar as principais bandas de absorção (figura 13). Em 1246.5 cm-1
 observou-se 

a banda característica do N-H do aromático e em 1620.2 cm-1
 a banda sugestiva para 

o estiramento da função imina (C=N). A banda presente na frequência de 1670.5 cm-

1 é característica do grupamento amida (HN-C=O). Em 2275.7 cm-1
 observou-se a 

banda característica de radical ciano (CN). A banda presente na frequência de 3300.8 

cm-1
 é sugestiva de deformação axial N-H de cadeia alifática.  

 

Figura 13: Espectro de infravermelho da molécula LQIT-D.T.02. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Análise realizada pelo Departamento de Química Fundamental da Universidade Federal de 
Pernambuco (UFPE). 
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4.1.2.2 RMN 1H (Composto LQIT-D.T. 02) 

 

A figura 14 apresenta os valores do espectro de RMN ¹H do composto LQIT-

D.T. 02, no qual foi confirmado um total de 10 hidrogênios do isômero E da molécula, 

a partir das integrações para cada sinal. 

 

Figura 14: Espectro de RMN 1H do composto LQIT-D.T.02. 

 

 

 

  

 

 

 
 
 
 
 
Fonte: Análise realizada pelo Departamento de Química Fundamental da UFPE. 
 

Na figura 15 é possível observar a presença de um singleto em 4.22, 

integrando para dois hidrogênios, referente ao radical metileno ligado ao grupo ciano. 

Os sinais em 3.76 e em 2.50 correspondem respectivamente ao isômero Z da 

molécula e ao DMSO-d6. 
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Figura 15: Porção ampliada do espectro de RMN 1H do composto LQIT-D.T.02.

 

Fonte: Análise realizada pelo Departamento de Química Fundamental da UFPE. 

 

Na figura 16, os tripletos em 7.15 e 7.2, integrando para um hidrogênio cada, 

representam dois metinos do anel aromático. Em 7.44 encontra-se um dubleto 

correspondente a outro metino do aromático. O singleto em 7.81 refere-se ao 

hidrogênio do metino ligado à amina aromática.  

 

Figura 16: Porção ampliada do espectro de RMN 1H do composto LQIT-D.T.02. 

 

Fonte: Análise realizada pelo Departamento de Química Fundamental da UFPE. 



56 
 

Na figura 17 pode-se observar um dubleto em 8.12 que corresponde a um dos 

metinos do aromático, enquanto o singleto em 8.19 é referente ao hidrogênio do 

carbono da imina. O sinal em 8.34 representa o hidrogênio do carbono doa imina do 

isômero Z. 

Na figura 18 os sinais em 11.46 e 11.58 correspondem a dois singletos que 

representam respectivamente o hidrogênio da amida e o hidrogênio ligado a amina 

aromática. O sinal em 11.37 representa os hidrogênios ligados aos nitrogênios do 

isômero Z. 

 

Figura 17: Porção ampliada do espectro de RMN 1H do composto LQIT-D.T.02. 

 

Fonte: Análise realizada pelo Departamento de Química Fundamental da UFPE. 
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Figura 18: Porção ampliada do espectro de RMN 1H do composto LQIT-D.T.02. 

 

Fonte: Análise realizada pelo Departamento de Química Fundamental da UFPE. 

 

4.1.2.3 DEPT e RMN 13C (Composto LQIT-D.T.02) 

 

Para confirmação dos carbonos presentes na molécula LQIT-D.T.02, foi 

realizada a análise de DEPT (figura 19) e de Ressonância Magnética Nuclear de 

Carbono 13 (figuras 20, 21, 22 e 23). A seguir serão detalhados todos os picos 

relativos ao isômero E da molécula LQIT-D.T.02. 

A análise do DEPT foi muito útil na localização e distinção dos carbonos 

secundários, terciários e quaternários. Também foi possível confirmar a ausência de 

carbono primário para a maioria das moléculas da série. 

Dessa forma, ao analisar o DEPT da molécula LQIT-D.T.02 na figura 19, é 

possível comprovar a ausência de carbono primário e a presença de um carbono 

secundário, seis carbonos terciários e cinco carbonos quaternários. 

 Na figura 20 pode-se observar todo o espectro de RMN 13C, com todos os dez 

picos relativos ao isômero E da molécula LQIT-D.T.02, enquanto nas figuras 21, 22 

e 23, são observadas porções ampliadas do espectro onde é possível um melhor 

detalhamento dos picos. 
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Figura 19: Espectro de DEPT do composto LQIT-D.T.02. 

 

Fonte: Análise realizada pelo Departamento de Química Fundamental da UFPE. 

 

Figura 20: Espectro de RMN 13C do composto LQIT-D.T.02. 

 
Fonte: Análise realizada pelo Departamento de Química Fundamental da UFPE. 
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Na figura 21, pode ser observado um pico em 24.44 ppm, correspondente ao 

único carbono secundário presente na molécula. Em 24.73 observa-se o pico 

correspondente ao mesmo carbono no isômero Z. 

 

Figura 21: Porção ampliada do espectro de RMN 13C do composto LQIT-D.T.02. 

 
Fonte: Análise realizada pelo Departamento de Química Fundamental da UFPE. 

 

Na figura 22, estão concentrados praticamente todos os picos pertencentes a 

molécula e cada um deles está detalhado na parte experimental. 

Na figura 23, podem ser visualizados picos em 137.08 (correspondente ao 

carbono quaternário ligado a amina aromática), em 141.95 (relativo ao carbono 

terciário ligado a amina terciária por uma dupla ligação) e em 163.78 relativo ao radical 

acila. 

 

  



60 
 

Figura 22: Porção ampliada do espectro de RMN 13C do composto LQIT-D.T.02. 

      
Fonte: Análise realizada pelo Departamento de Química Fundamental da UFPE. 
 

Figura 23: Porção ampliada do espectro de RMN 13C do composto LQIT-D.T.02. 

 
Fonte: Análise realizada pelo Departamento de Química Fundamental da UFPE. 
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4.1.2.4  Cristalografia de Raios-X (Composto LQIT-D.T.02) 

 

Foi possível observar para toda a série de 10 moléculas a formação dos 

diastereoisômeros Z e E. A ocorrência desses dois isômeros em diferentes proporções 

foi confirmada através da análise dos espectros de RMN 1H, RMN 13C, COZY e HMBC. 

O isômero na configuração E apresentou-se em maior proporção (3:1) para as 

moléculas estudadas, provavelmente devido a sua maior estabilidade espacial e a 

análise por cristalografia de raios-X de um cristal obtido da indol-N-acilhidrazona LQIT-

D.T.02 confirmou a maior estabilidade desse diastereoisômero.  

A partir do diagrama B da figura 24, é possível visualizar o átomo de C (2) na 

posição antiperiplanar ao átomo N (3), portanto, a indol-N-acilhidrazona LQIT-D.T.02 

possui uma geometria E. Este resultado corrobora com Moreira et al. (2014), em que 

uma série de 24 moléculas, também da classe das iminas apresentou a configuração 

E como a mais estável espacialmente.  

 

Figura 24: (A) Imagem de raios-x e (B) Diagramas do tipo ORTEP-3 apresentando a numeração dos 
átomos do composto LQIT-D.T.02. 

(A) 
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(B) 
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4.2  PARTE BIOLÓGICA 

 
Após realizada a síntese para a obtenção dos novos derivados indólicos-N-

acilhidrazônicos, foi realizada uma triagem in vitro do potencial anti-inflamatório 

através do ensaio de linfoproliferação. Além disso também foi realizado um estudo in 

vitro para quantificar a citotoxicidade das moléculas. Também foram feitos testes in 

vivo para investigação da atividade anti-inflamatória dos compostos mais ativos, bem 

como o teste de toxicidade aguda para estes compostos. Por fim, o teste de inibição 

de COX-1 e COX-2 foi realizado in vitro. 

 

4.2.1 Concentração Citotóxica em Macrófagos J774 
 
 Após a síntese dos novos derivados de indol-N-acilhidrazona, o perfil citotóxico 

in vitro dos compostos foi avaliado contra macrófagos da linha J774. Verificou-se que 

a maioria dos derivados possui baixa citotoxicidade contra esta linhagem celular 

quando comparada à violeta de genciana, o controle utilizado na experiência, que 

mostrou uma citotoxicidade de 4,2 ± 0,6 μM (tabela 01). LQIT-D.T.01, LQIT-D.T.02, 

LQIT-D.T.03 e LQIT-D.T.07 apresentaram valores CC50 de 144 ± 63, 150,1 ± 40, 200 

± 22 e 145,5 ± 23 μM, respectivamente. Os derivados de N-acilhidrazona são 

conhecidos por sua notável atividade biológica e baixa citotoxicidade, o que leva a 

maior seletividade biológica (HERNÁNDEZ et al., 2013; TORRE et al., 2017). 

 
Tabela 01: Concentração citotóxica para 50% das células J774 das derivados indólicos-N-
acilhidrazônicos (LQIT - D.T.01-10). 

 

Código 
Peso Molecular  

(g /mol) 

Concentração citotóxica para 50% Cél. 

J774 (CC50) M ±E.P.M. 

LQIT-D.T.01 305 144.7±63 

LQIT-D.T.02 226 150.1±40 

LQIT-D.T.03 240 200±22 

LQIT-D.T.04 271 66±7.0 

LQIT-D.T.05 256 101±14 

LQIT-D.T.06 276 78.5±11 

LQIT-D.T.07 240 145.5±23 

LQIT-D.T.08 251 69.4±17 

LQIT-D.T.09 227 107±21 

LQIT-D.T.10 260 76.9±10 

Violeta de Genciana 408 4.2±0.6 
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4.2.2 Porcentagens de Inibição da Linfoproliferação 

 

Este estudo permite indicar o percentual da inibição da proliferação de linfócitos 

ativados por concanavalina A, ou seja, quanto maior o percentual de inibição, maior a 

atividade anti-inflamatória através de uma ação antiproliferativa. A tabela 02 

apresenta os resultados do percentual de inibição da linfoproliferação a 50 µM. No 

estudo não foi observada nenhuma relação entre a natureza química dos substituintes 

indólicos e a atividade antiproliferativa. No entanto, foi possível destacar os compostos 

LQIT-D.T.01, LqIT-D.T.02 e LQIT-D.T.07 que apresentaram valores de inibição de 

62.7% (± 3.5), 50.7% (± 2) e 52.2% (± 1.8) respectivamente, como representantes dos 

resultados mais significativos quando comparados à dexametasona – controle positivo 

– que apresentou 74.6% (± 2.4) de inibição. A partir destes resultados foram 

selecionados dois compostos para o prosseguimento dos estudos acerca da atividade 

anti-inflamatória, o LQIT-D.T.01 e LQIT-D.T.02, pois ambos também apresentaram 

excelentes rendimentos e altos índices de pureza. Este último composto foi escolhido 

com o propósito de avaliar in vivo, o perfil de substituição presente neste heterociclo 

(LQIT-D.T.01 – 5-bromoindol; LQIT-D.T.02 – indol sem substituição). 

 

Tabela 02: Atividade inibitória dos novos derivados indólicos-N-acilhidrazônicos testados em ensaio de 
linfoproliferação. 

Código 
Peso Molecular  

(g /mol) 

% inibição linfoproliferação 

±E.P.M. (50M) 

LQIT-D.T.01 305 62.7 (± 3.5) 

LQIT-D.T.02 226 50.7 (± 2) 

LQIT-D.T.03 240 15.4 (± 0.3) 

LQIT-D.T.04 271 31 (± 1.8) 

LQIT-D.T.05 256 43.7 (± 0.8) 

LQIT-D.T.06 276 1.2 (± 0.2) 

LQIT-D.T.07 240 52.2 (± 1.8) 

LQIT-D.T.08 251 25.7 (± 5.4) 

LQIT-D.T.09 227 52.4 (± 19.1) 

LQIT-D.T.10 260 1.8 (± 0.2) 

Dexametasona 392 74.6 (± 2.4) 
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4.2.3 Toxicidade oral aguda em dose única 

 

A administração oral dos compostos LQIT-D.T.01 e LQIT-D.T.02 não conduziu 

a efeitos tóxicos significativos na alta concentração testada de 2000 mg.kg-1, 

conforme recomendado pela OCDE (2002). Após 1 hora de administração dos 

compostos de teste, observou-se irritabilidade e ptose. No entanto, ao longo do 

experimento até a conclusão, nenhuma morte ou alteração em parâmetros fisiológicos 

e parâmetros hematológicos foram observadas como demonstradas em material 

suplementar.  

 

 

4.2.4 Ensaio de Inflamação Aguda 

 

Para a avaliação in vivo dos compostos selecionados acima, utilizou-se o 

modelo experimental de edema de pata induzido por carragenina, que é um ensaio 

amplamente utilizado para avaliar os efeitos anti-inflamatórios de novos compostos 

(WINTER; RISLEY; NUSS, 1962). As tabelas 03 e 04 mostram as diferentes 

porcentagens de inibição na LQIT-D.T.01, LQIT-D.T.02 e na indometacina nas 

diferentes concentrações e intervalos de tempo nos quais esses compostos foram 

testados.  

O composto LQIT-D.T.01 apresentou uma atividade anti-inflamatória nas doses 

de 30 e 60 mg/Kg, onde este foi capaz de suprimir o edema em 61,82 e 66,32 %, 

respectivamente após 6 h de inoculação da carragenina. Adicionalmente, a dose de 

15 mg/Kg não causou inibição significativa do edema em nenhum dos tempos 

avaliados.  

Por outro lado, todas as doses testadas para o composto LQIT-D.T.02 

apresentaram valores significativos na inibição do edema na pata dos camundongos, 

destacando as doses de 30 e 60 mg/Kg, onde essas causaram inibição significativa 

em todos os tempos avaliados. Após 1 h, o LQIT-D.T.02 foi capaz de causar 88,87% 

de inibição e após 5 h, 100%, na dose de 30 mg/Kg. Já para a dose de 60 mg/Kg, os 

melhores resultados foram encontrados após 1 h de administração (74,34% de 
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inibição) e 6 h (92,53% de inibição). A dose de 15 mg/Kg apresentou melhor resultado 

após 6 h de inoculação do agente flogístico (66,97% de inibição). A indometacina, 

fármaco padrão utilizado no experimento, também apresentou resultados 

significativos em todos os tempos avaliados, destacando o tempo 2 h (72,43% de 

inibição) e 6h (84,07% de inibição). No entanto, o LQIT-D.T.02 se apresentou com 

maior atividade quando comparados ao controle positivo.  

 

Tabela 03: Efeito anti-inflamatório do composto LQIT-D.T.01 após a indução pelo agente flogístico 
carragenina.  

Tempo 

Controle 

Negativo 
LQIT-D.T.01 Indometacina 

- 15 mg.kg-1 30 mg.kg-1 60 mg.kg-1 10 mg.kg-1 

1 h 59.39±10.6 65.95±12.61 50,00±0,02 48.33±1.66 19.06±3.59 

2 h 63.09±7.32 54.38±6.44 50.96±5,91 54.16±5.08 17.39±3.27 

3 h 43.53±5.06 43.23±4.49 41.97±4,01 49.33±2.35 17.39±3.27 

4 h 48.95±6.59 41.90±3.73 29.12±6.16* 29.38±4.62 24.51±4.87 

5 h 52.03±6.53 40.57±4.63 24.83±4.08** 23.19±4.06*** 12.57±3.67 

6 h 56.13±7.17 35.23±7.61 21.42±2.91*** 18.90±3.62*** 8.93±2.87 

Os dados da tabela 3 foram expressos como a média ± SE de 6 animais por grupo. Os resultados 
foram considerados significativos quando *p < 0.05; **p < 0.01 e ***p < 0.001, determinados pela análise 
de variância (ANOVA) seguido pelo teste de Bonferroni. 
 

Tabela 04: Efeito anti-inflamatório do composto LQIT-D.T.02 após a indução pelo agente flogístico 
carragenina.  

Tempo 

Controle 

Negativo 
LQIT-D.T.02 Indometacina 

- 15 mg.kg-1 30 mg.kg-1 60 mg.kg-1 10 mg.kg-1 

1 h 59.39±10.6 25.00±7.75*** 6.60±1.51*** 15.23±3.60*** 19.06±3.59 

2 h 63.09±7.32 31.41±8.52*** 8.77±4.05*** 22.50±5.35*** 17.39±3.27 

3 h 43.53±5.06 29.51±15.12 3.63±2.29*** 18.17±7.21* 17.39±3.27 

4 h 48.95±6.59 41.60±8.48 2.25±1.14*** 21.66±6.19*** 24.51±4.87 

5 h 52.03±6.53 28.96±16.84 0.00±0.00*** 8.00±5.33*** 12.57±3.67 

6 h 56.13±7.17 18.53±7.60*** 0.00±0.00*** 4.19±2.83*** 8.93±2.87 

Os dados da tabela 4 foram expressos como a média ± SE de 6 animais por grupo. Os resultados 
foram considerados significativos quando *p < 0.05; **p < 0.01 e ***p < 0.001, determinados pela análise 
de variância (ANOVA) seguido pelo teste de Bonferroni. 
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A inflamação induzida por carragenina é um processo bifásico. A fase inicial, 

até 2 h após a injeção do agente flogístico, é determinada por uma vasodilatação 

mediada pela liberação de mediadores como serotonina e histamina. A fase tardia, 

até 6 h após a injeção da carragenina, é mediada primariamente por cininas, óxido 

nítrico e prostaglandinas derivadas do recrutamento de neutrófilos (ISHOLA et al., 

2014; MATSUMOTO et al., 2015). Os resultados indicam uma possível ação do LQIT-

D.T.02 tanto na inibição de aminas vasoativas, impedindo a degranulação de 

mastócitos, quanto na fase celular inibindo a migração leucocitária, fato mais 

suportado pelos nossos achados visto os resultados encontrados no ensaio de 

linfoproliferação. 

Os compostos avaliados neste estudo possuem dois grupos privilegiados, a 

fração N-acilhidrazona e o heterociclo indol. As N-acilhidrazonas são bem descritas 

na literatura como tendo atividade anti-inflamatória (TRIBUTINO et al., 2009; 

MOLDOVAN et al., 2011; MELO et al., 2014). Bhookya et al. (2017) declararam em 

seu trabalho a importância do grupo heteroaromático indol para a resposta anti-

inflamatória máxima em ensaio de edema de pata induzido por carragenina. Além 

disso, a atividade de indol-hidrazonas foi relatada em modelos de inflamação aguda 

e crônica (MISRA et al., 2016), o que evidencia a importância desses núcleos para o 

desenvolvimento da atividade anti-inflamatória. 

 

4.2.5 Ensaio de inibição in vitro das Cicloxigenases 1 e 2 

 

Para avaliar os perfis de inibição de COX dos compostos deste estudo, testes 

de inibição in vitro de COX-1 e COX-2 foram realizados com os compostos LQIT-

D.T.01 e LQIT-D.T.02 (de 1.5-100 µM) para determinar a concentração produzida de 

50% de inibição de enzimas (IC50) e seus índices de seletividade (SI) usando 

celecoxibe como fármaco de referência. Os resultados mostram que ambos os 

compostos LQIT-D.T.01 e LQIT-D.T.02 foram capazes de inibir tanto a COX-1 como 

a COX-2 a baixas concentrações (tabela 05). Em relação ao índice de seletividade 

(SI), apenas o composto LQIT-D.T.02 apresentou atividade inibitória da COX-2, porém 

menor que o celecoxibe. 
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Tabela 05. Inibição in vitro de COX-1 e COX-2 e IS para COX-2 de novos derivados indol-N-
acilhidrazona (LQIT-D.T.01 e LQIT-D.T.02). 
 

Composto 
IC50 (μM) 

IS 
COX-1 COX-2 

LQIT-D.T.01 0.18 0.25 0.72 

LQIT-D.T.02 1.54 1.02 1.51 

Celecoxibe 3.09 0.26 11.88 

 

O teste de interação com enzimas e inibidores potenciais é um passo 

importante no desenvolvimento de compostos com potente atividade anti-inflamatória. 

O conhecimento das diferenças estruturais entre os alvos farmacológicos é essencial 

para a concepção de novas substâncias ativas com maior especificidade. Neste 

contexto, a principal diferença entre COX-1 e COX-2 é o volume mais elevado do sítio 

ativo da COX-2 em comparação com a COX-1 (cerca de 20%) (VOET; VOET, 2011). 

No entanto, isso não parece ser a justificativa principal para a melhor seletividade de 

LQIT-D.T.02 versus LQIT-D.T.01, uma vez que a diferença estrutural apresentada por 

estes dois compostos consiste na modificação de um átomo de bromo (LQIT-D.T.01) 

por um hidrogênio (LQIT-D.T.02) na posição C-5 do anel indol. Por outro lado, por 

serem pequenas moléculas, ambas podem entrar nos locais ativos das duas 

isoformas. O átomo de bromo possui uma alta polarização que pode causar maior 

interação com a COX-1 (através de uma interação íon-dipolo) o que pode justificar a 

ausência de seletividade apresentada pelo LQIT-D.T.01. Os estudos de Gundogdu-

Hizliates et al. (2014) fortalecem a hipótese de um bom índice de seletividade para a 

classe dos indóis-N-acilhidrazonas, uma vez que a molécula N-((1H-indol-3-

il)metileno)-2-(4-isobutilfenil)propano-hidrazida, um composto do tipo 3-indol-N-

acilhidrazona, mostrou uma melhor seletividade para COX-2 quando comparada com 

o ibuprofeno. 

 

4.2.6 Estudos in silico das interações das Cicloxigenases 1 e 2 

 

A fim de entender melhor a seletividade de COX de LQIT-D.T.01 e LQIT-D.T.02, 

um estudo de docking foi realizado entre esses compostos e ambas as isoenzimas 

COX. Para este efeito, dois modelos co-cristalizados de celecoxibe para COX-1 e 



69 
 

COX-2 (códigos de PDB: 3KK6 e 3LN1, respectivamente) foram selecionados como 

alvos uma vez que o celecoxibe é utilizado como composto de referência para os 

nossos ensaios de inibição de COX in vitro. No primeiro passo do procedimento, o 

celecoxibe foi ligado ao sítio ativo de COX-1 e COX-2 com uma energia livre de ligação 

de -10,62 e -10,80 kcal mol-1, respectivamente. A ancoragem dos compostos de teste 

mostrou que eles podem ocupar o mesmo local de ligação que o ligante co-

cristalizado. Os compostos LQIT-D.T.01 e LQIT-D.T.02 ligam-se à enzima COX-1 

liberando energia livre de -8,28 e -7,84 kcal mol-1, respectivamente, e à COX-2 

liberando energia livre de -8,52 e -7,73 kcal mol-1, respectivamente. Posições de 

ancoragem dos compostos LQIT-D.T.01 e LQIT-D.T.02 nos locais ativos de COX-1 e 

COX-2 são mostradas na figura 25. 

A presença do átomo de bromo no composto volumoso LQIT-D.T.01 conduz a 

diferentes conformações entre estes compostos aos locais ativos da COX. No local 

ativo COX-2, a principal diferença entre as conformações encaixadas é a posição do 

anel indol. O composto LQIT-D.T.02, que apresentou seletividade COX-2 in vitro, 

interage com a COX-2 em Ile503 e Phe504 através de ligações de hidrogênio à função 

nitrila. Os anéis indol interagem com o Met508 via interação com os arranjos Pi-

Enxofre e Amida-Pi, e formam arranjos Amida-pi  interagindo com Gly512. O anel indol 

do composto LQIT-D.T.01 assume uma conformação diferente de modo a ajustar-se 

ao bolso hidrofóbico do sítio ativo da COX-2 e interage com 4 aminoácidos (Leu338, 

Ala513, Val335, Val509) através de interações Pi-Alquil. O composto LQIT-D.T.01 

também interage com COX-2 Ile503 e Phe504 através de ligações de hidrogênio à 

carbonila e com Arg499 através de uma ligação de hidrogênio à nitrila. 
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Figura 25. Modos de ligação dos compostos ancorados (em amarelo) nos sítios ativos de COX-1 e 

COX-2.  

 

a) LQIT-D.T.01 no local ativo da COX-1. b) LQIT-D.T.02 no sítio ativo da COX-1. c) LQIT-D.T.01 no 

sítio ativo da COX-2. d) LQIT-D.T.02 no sítio ativo da COX-2. As superfícies hidrofóbicas dos sítios 

ativos são mostradas com a região hidrofóbica em marrom e a região hidrofílica em azul. 

 

As posições de acoplamento obtidas para COX-1 mostram LQIT-D.T.01 e 

LQIT-D.T.02 em conformações distintas. No sítio ativo menos volumoso da COX-1, 

LQIT-D.T.02 assume uma conformação onde o anel indol é apontado para o bolso 

lateral hidrofílico do sítio ativo através de uma ligação carbono-hidrogênio às 

interações Tyr355 e Pi-Sigma com Ile523. Este composto também faz duas ligações 

de hidrogênio com o sítio ativo (Ser530 com a nitrila e Met522 com o hidrogênio da 

amida). O composto LQIT-D.T.01, por outro lado, mantém uma conformação similar 

quando comparado com o sítio ativo COX-2. O anel de indol substituído por bromo é 

apontado para o bolso hidrofóbico do sítio ativo e interage com Ala527 e Val349 via 
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interações Pi-Sigma e Leu352 e através de interações Pi-Alquila. A nitrila faz uma 

ligação de hidrogênio a Ile517. 

A conformação do composto LQIT-D.T.02 no local ativo da COX-1 (comparado 

com LQIT-D.T.01) pode bloquear as interações ligante-receptor eficazes, o que 

poderia conduzir a diferentes atividades destes compostos para COX-1 e maior 

seletividade de COX-2 do LQIT-D.T.02. 

 

4.2.7 Predição de ADMET 
  

As previsões de ADMET in silico foram realizadas para avaliar os perfis 

farmacocinético e de toxicidade dos compostos LQIT-D.T.01 e LQIT-D.T.02. De 

acordo com as regras de Lipinski (LIPINSKI et al., 2012), o potencial medicamento é 

ativo por via oral quando atende aos seguintes critérios: a) peso molecular ≤ 500 da; 

b) LogP ≤ 5 (ou MLogP ≤ 4,15); c) número de aceptores de ligações de hidrogênio ≤ 

10; d) número de doadores de pontes de hidrogênio ≤ 5. As estruturas LQIT-D.T.01 e 

LQIT-D.T.02 apresentam o MLogP < 1 e um número adequado de doadores e 

aceitadores de ligações de hidrogênio (baseado no Lipinski’s Rules), o que sugere 

uma boa biodisponibilidade oral (tabela 06). Além disso, o valor de LogS mostra que 

ambos os compostos são solúveis em água (LogS entre -4 e -2), uma característica 

fundamental para uma biodisponibilidade apropriada. 

 
Tabela 06. Dados farmacocinéticos in silico estimados nos webservices SwissADME ou pkCSM. 

Composto 
Log 

Pa 

Log 

Sb 

TPSA 

(Å2)c 

Permeab. 

Caco-2  

(log 

Papp; log 

cm/s)d 

Abs. 

Int.  

(%)e 

VDss 

(log 

L/kg)f 

Fr. 

Não 

Lig.g 

Clearance 

Total  

(log 

ml/min/kg)h 

LQIT-D.T.01 0.93 -3.20 81.04 1.012 90.33 -0.009 0.305 0.188 

LQIT-D.T.02 0.25 -2.49 81.04 0.812 91.90 0.018 0.325 0.94 
aSwissADME Moriguchi log do coeficiente de partição octanol-água; bSwissADME Ali log de 
solubilidade aquosa; cCálculo do SwissADME da Área de Superfície Polar Topológica (TPSA); 
dpredição de pkCSM da permeabilidade das células Caco-2 como estimativa de absorção na mucosa 
intestinal humana; epredição de pkCSM da proporção de absorção de composto pelo intestino delgado 
humano; fprevisão pkCSM do log do volume de distribuição em estado estacionário (VDss); gpredição 
de pkCSM da fração do composto não ligado no plasma (não ligado às proteínas do soro); hpredição 
de pkCSM do registro do clearence total de droga. 
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O valor do TPSA indica que essas moléculas podem ter boa absorção intestinal 

(esperada para moléculas com TPSA ≤ 140 Å2) (VEBER et al., 2002). A monocamada 

de células Caco-2 é amplamente utilizada como um modelo in vitro para prever a 

absorção intestinal de fármacos administrados oralmente, através da medição do 

logaritmo do coeficiente de permeabilidade aparente (log Papp, log cm s-1). Uma alta 

absorção é esperada para valores de log Papp > 0,90 cm s-1. Apenas o composto 

LQIT-D.T.01 teve um log Papp > 0,90 (LAMBERTUCCI et al., 2018). No entanto, 

ambos os compostos apresentaram alta probabilidade de absorção no intestino 

delgado humano, com valores > 90%. 

O volume de distribuição (VDss) indica o volume teórico que uma dose total 

precisaria ser uniformemente distribuída no plasma na mesma concentração 

observada no plasma sanguíneo. Valores elevados de VDss (log VDss > 0,45) indicam 

que o fármaco será distribuído no tecido em vez do plasma. O valor de VDSS é 

considerado baixo quando o log VDss é ≤ 0,15 (LAMBERTUCCI et al., 2018). Os 

compostos LQIT-D.T.01 e LQIT-D.T.02 apresentaram valores intermediários de VDss 

e deveriam ter um perfil de distribuição plasmática adequado, com uma fração do 

fármaco não ligado de 0,305 e 0,325, respectivamente. Estes valores indicam que o 

fármaco pode ser bem distribuído e apresentar uma fração significativa não ligada (e 

prontamente disponível para interagir com o alvo) no plasma. 

A depuração de medicamentos ocorre principalmente como uma combinação 

de depuração renal e hepática e está relacionada à biodisponibilidade da droga. Um 

fármaco com um elevado valor de depuração total apresentará um processo de 

excreção rápida. Os compostos LQIT-D.T.01 e LQIT-D.T.02 apresentam valores de 

clearence total de 0,188 e 0,94, respectivamente. 

O algoritmo do preditor de risco de toxicidade usado por Osiris Datawarrior 

prevê a probabilidade de efeitos tumorigênicos, mutagênicos, reprodutivos ou 

irritantes que possam ser causados por drogas. Quando as estruturas LQIT-D.T.01 e 

LQIT-D.T.02 foram avaliadas, verificou-se que nenhum desses efeitos estavam 

presentes. 
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5 CONCLUSÃO 

 
 

Neste estudo foram obtidos novos compostos contendo os grupos N-

acilhidrazona e indol e suas propriedades anti-inflamatórias foram avaliadas com 

sucesso. Os testes de inibição da proliferação de linfócitos indicam esses compostos 

como agentes potenciais para atuar na fase celular do processo de inflamação. Os 

ensaios in vivo corroboraram com os resultados in vitro, onde os valores máximos de 

supressão do edema da pata de rato foram observados na fase tardia (fase celular), 

além disso, os achados referentes à inibição da COX-1 e COX-2 indicam LQIT-D.T.02 

como um inibidor seletivo da COX-2. Os resultados do encaixe molecular sugeriram 

que os compostos LQIT-D.T.01 e LQIT-D.T.02 interagem com o sítio ativo da COX-2 

em conformações relacionadas, mas com arranjos diferentes no sítio ativo da COX-1. 

Pode-se associar isto com a seletividade de inibição de COX observada do composto 

LQIT-D.T.02. Assim, os resultados anti-inflamatórios e os valores preditos pelo 

ADMET dos compostos LQIT-D.T.01 e LQIT-D.T.02 apresentam um perfil bem 

equilibrado entre a farmacodinâmica e a farmacocinética, o que justifica o uso desses 

derivados, principalmente LQIT-D.T.02, um inibidor seletivo da COX-2, como 

compostos líderes no desenvolvimento de drogas anti-inflamatórias. 
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Abstract  

  

The objective of this work was to obtain and evaluate anti-inflammatory in vitro, in vivo 

and in silico potential of novel indole-N-acylhydrazone derivatives. In total, 10 new 

compounds (3a-j) were synthesized in satisfactory yields, through a condensation 

reaction in a single synthesis step. In the lymphoproliferation assay, using mice 

splenocytes, 3a and 3b showed inhibition of lymphocyte proliferation of 62.7% (±3.5) 

and 50.7% (±2), respectively, while dexamethasone presented an inhibition of 74.6% 

(±2.4). Moreover, compound 3b induced higher Th2 cytokines production in mice 

splenocytes cultures. The results for COX inhibition assays showed that compound 3b 

is a selective COX-2 inhibitor, but with less potency when compared to celecoxib, and 

compound 3a not presented selectivity towards COX-2. The molecular docking results 

suggest compounds 3a and 3b interact with the active site of COX-2 in similar 

conformations, but not with the active site of COX-1, and this may be the main reason 

to the COX-2 selectivity of compound 3b. In vivo carrageenan-induced paw edema 

assays were adopted for the confirmation of the anti-inflammatory activity. Compound 

3b showed better results in suppressing edema at all tested concentrations and was 

able to induce an edema inhibition of 100% after 5 hours of carrageenan injection at 

the 30 mg kg-1 dosage, corroborating with the COX inhibition and lymphoproliferation 

results. In addition to our experimental results, in silico analysis suggest that 

compounds 3a and 3b present a well-balanced profile between pharmacodynamics 

and pharmacokinetics. Thus, our preliminary results revealed the potentiality of a new 

COX-2 selective derivative in the modulation of the inflammatory process.  

  

 

Keywords: Inflammation; N-acylhydrazones; indoles; COX; docking.  
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1. Introduction  

Inflammation is a protective response of the body initiated after infection or 

injury. This process is accomplished by a sequence of events involving molecular, 

cellular and physiological modifications. In addition, there is an involvement of 

mediators such as cytokines, free radicals, vasoactive amines and eicosanoids (mainly 

prostaglandins) produced by cells such as macrophages, lymphocytes, mast cells and 

fibroblasts 1. In relation to prostaglandins, they stem from the conversion of arachidonic 

acid by enzymes called cyclooxygenases (COXs) 2. Two isoforms are well known in 

cyclooxygenase, COX-1 and COX-2. COX-1 is present in most normal tissues or cells, 

whereas COX-2 is practically absent, but induced during inflammatory processes and 

responsible for increased prostaglandin synthesis 3. These enzymes are inhibited by 

non-steroids anti-inflammatory drugs (NSAIDs) 4. However, inhibition of the 

constitutive isoform (COX-1) has been associated with side effects of this drug class, 

mainly gastrointestinal effects 5. Thus, the development of more specific drugs and 

with fewer adverse effects has been the object of study in the medicinal chemistry 

research area.  

In this context, N-acylhydrazones and indoles can be considered privileged 

structures for the design of bioactive compounds with anti-inflammatory activity 6,7. The 

literature describes the anti-inflammatory activity of N-acylhydrazones when 

conjugated to heterocycle nuclei such as furanoxyl 8, pyrazine 7 and 1,3-benzodioxole 

9. Additionally, indoles are reported as inhibitors of important targets involved in the 

inflammatory process such as COX-2 10, phospholipase A2 11 and cytokines such as 

IL1β and TNF-α 12.  

In previous studies conducted by our research group, molecules bearing the 

indole heterocycle conjugated to other important pharmacophores such as thiazolidine 

and imidazolidine were able to inhibit lymphoproliferation, reduce 

expression/production of COX-2, IL-1β and TNF, and showed a good pharmacokinetic 

profile 12-15. Thus, in view of these evidences that prove the biological importance of 

Nacylhydrazones and indoles in medicinal chemistry, in this work we aimed to 

synthesize new molecules containing these conjugated privileged structures, as well 

as to evaluate the in vivo and in vitro anti-inflammatory activity and the COX-1/2 

inhibition profile of these new compounds.  
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2. Results and Discussion 

 

 .  

In the 1H-NMR spectra of compounds 3a-j, singlets relative to the azomethine 

hydrogen between 8.16-8.51 ppm confirmed the success of the condensation reaction.  

    

                Chemistry 

Compounds of interest in this study (3a-j) were obtained by employing a 

condensation reaction between equimolar amounts of the cyanoacetohydrazide and 

different 3-indole carboxaldehydes moieties. The reaction occurred under acid 

catalysis, to form the oxonium ion (carboxaldehyde) that later undergo nucleophilic 

attack of the hydrazide nitrogen. This was followed by the elimination of water with 

formation of Nacylhydrazone 16. The employed route (Scheme 1) was adequate since 

the reaction yield ranged between 61-98%. 

 

2.1   

  

  

    

  

  

  
  

  

  

  

  

    

  

  

, 

Scheme 1. Synthesis of indole-N-acylhydrazones (3a-j) derivatives. Reagents and 

conditions: (i) AcOH (few drops), EtOH, room temperature. 

All compounds were characterised by NMR and IR spectroscopy and the 

spectral data was consistent with the proposed structures. In all IR spectra, absorption 

peaks in the 1667-1684 cm-1 range, characteristic of the carbonyl group (C=O), were 

observed. In addition, bands in the region 2223-2279 cm-1 and 3145-3332 cm-1 were 

assigned to the nitrile (CN) and amine (-NH-) functions, respectively. As a 

characteristic point in IR spectroscopy, we can highlight the appearance of the 

absorption band in the range of 1580-1621 cm-1 corresponding to the imine function 

(C=N). All the absorption bands and characteristic stretches are in agreement with the 

literature17,18. 
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The formation of imines from primary amines and carbonyl compounds has been 

extensively investigated in the field of medicinal chemistry due to their biological 

importance 17-19. The hydrogens in the CH2 group were observed as a singlet peak 

between 4.10 and 4.30 ppm. It was also possible to identify the indole hydrogen (NH) 

as a singlet in the range of 11.43-11.60 ppm. In addition, the other hydrogens related 

to this heterocycle were observed in the region between 6.83 and 8.47 ppm as singlets, 

doublets and triplets. N-acylhydrazones can be obtained in two diastereomeric 

configurations (Z/E).  

   

Cordeiro et al. (2016) 20 stated in their work that the absence of duplicity in the imine 

and amide hydrogen signals is an indicative of the presence of a single diastereomer. 

In this study, the 3b molecule was chosen to elucidate the diastereomeric configuration 

of the derivatives in this series. The duplication of the signals at δ 8.20 (imine) and δ 

11.45 (amide) (signals of greater intensity) at δ 8.35 (imine) and δ 11.36 (amide) 

(signals of lower intensity) was observed, showing a ratio of 76:24, confirming that it is 

a mixture of diastereoisomers.  

To assign the configuration of the major diastereomer, a NOESY experiment 

was performed and a spatial correlation was observed between the hydrogens δ 8.20 

(imine) and 11.45 (amide). In addition, a spatial correlation was observed between the 

hydrogens  δ 7.80 (at C2-indole) and 8.20 (imine), which corresponds to the Z-isomer 

as a major in our synthesis. Thus, the ratio of the diastereoisomers formed in this study 

was 76:24 (Z/E). Studies have shown preference for the E configuration of 

Nacylhydrazones 21 even when obtained as a mixture of diastereomers 22. However, 

our study showed the opposite, exhibited a higher preference for the Z isomer.  

  

2.2 Anti-inflammatory Activity  

2.2.1. Cytotoxicity and lymphoproliferation assays  

After the synthesis of the new indole-N-acylhydrazone derivatives, the in vitro 

cytotoxic profile of the compounds was evaluated against macrophages of the J774 

line. It was verified that the most part of derivatives presented a low cytotoxicity against 

this cellular line when compared to gentian violet, the control used in the experiment, 

which showed a cytotoxicity of 4.2 ± 0.6 μM (Table 1). 3a, 3b, 3c and 3g presented 

CC50 values of 144 ± 63, 150.1 ± 40, 200 ± 22 and 145.5 ± 23 μM, respectively. The 
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Nacylhydrazone derivatives are known for their remarkable biological activity and low 

cytotoxicity, which leads to greater biological selectivity 23,24.  

In addition, in vitro screening of the anti-inflammatory potential was also 

performed by a lymphoproliferation assay (Table 1). This study allows to indicate the 

percentage inhibition of the T lymphocytes proliferation induced by concanavalin A 25, 

where the highest percentage of inhibition reveals an increased anti-inflammatory 

activity through an immunosuppressive action. Table 1 shows the percentual results of 

lymphoproliferation inhibition at 50 μM concentration. It is possible to highlight that 

compounds 3a, 3b, 3g and 3i presented values of 62.7% (± 3.5), 50.7% (± 2), 52.2% 

(± 1.8) and 52.4% (± 19.1) inhibition, respectively, while dexamethasone - positive 

control - presented an inhibition of 74.6% (± 2.4). The inhibition of lymphocyte 

proliferation is indicative of anti-inflammatory action in the early-stage of the proccess. 

Based on these results, two compounds were selected for further studies on anti- 

inflammatory activity, 3a and 3b. The latter compound was chosen due to the absence 

of substitution on the heterocycle ring (3a-5-bromoindole; 3b-indole without 

substitution) and its low cytotoxicity.   

   

Table 1. Inhibitory activity of the new indole-N-acylhydrazone derivatives tested 

against splenocyte proliferation and cytotoxicity in macrophages J774.  

 

 % lymphoproliferation  Citotoxicity (CC50)  

Compound  

 inhibition ± SEM (50mM)  M ± SEM  
 3a  62.7 ± 3.5  144 ± 63  
 3b  50.7 ± 2  150.1 ± 40  
 3c  15.4 ± 0.3  200 ± 22  
 3d  31 ± 1.8  66 ± 7  
 3e  43.7 ± 0.8  101 ± 14  
 3f  1.2 ± 0.2  78.5 ± 11  

3g  52.2 ± 1.8  145.5 ± 23  
3h  25.7 ± 5.4  69.4 ± 17  
3i  52.4 ± 19.1  107 ± 21  
3j  1.8 ± 0.2  76.9 ± 10  

Dexamethasone  74.6 ± 2.4  -  
 

  

In our study, the structural differences presented by the compounds are 

evidenced in the indole nucleus. This heterocycle has substitutions by electron 
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withdrawing groups and donors. However, such effects do not appear to be directly 

related to the results found in the lymphoproliferation assay. For example, the 

compounds 3a and 3j are replaced by the bromine and chlorine atoms, respectively. 

However, the results presented by these compounds were opposite where 3a and 3j 

showed percent inhibition of lymphoproliferation of 62.7 and 1.8 %, respectively. The 

same results could also be observed in the inclusion of electron donor groups (methyl 

groups - compounds 3c and 3g), where the results presented by these compounds 

were, respectively, 15.4 and 52.2 %.   

  

2.2.2 Th2 cytokines and low Nitric oxide production promoted by compound 3b in mice 

splenocytes cultures  

Compound 3b induced higher Th2 cytokines production, in mice splenocytes, in 

24 hours and 48 hours of incubation. Results are showed in Figure 2 A-F. The high 

production of IL-4 and IL-10 cytokines besides to low production of IFN-  are indicators 

of anti-inflammatory status promoted by compound 3b. Moreover, the low production 

of the IFN-  also induced low release of nitric oxide, a key mediator of inflammatory 

response (Figure 3). Freitas et al. (2018) 26 found similar results in theirs studies with 

new naphthyl-N-acylhydrazone derivatives. These authors showed high anti-

inflammatory profile promoted by compound associated with low TNF- production. 

Moreover, Silva et al. (2015) 27 investigating a new class of cycloalkyl analogues, also 

showed potential anti-inflammatory and analgesic activity in these compounds.   
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Figure 2. Cytokines production in cultures of mice splenocytes treated with compound  

3 b   at 11 µM. A to E: IL - 2 , TNF -  , IL - 6 , IL4, IL - 10  and IFN -    cytokines.  Compound  

3 b   was not able to promot e significant production of the IL - 2  (A) and IFN -    ( F)  

cytokines. However, in 24 hours of assay, IL - 6  was produced in higher values and in 48  

hours TNF -    also was produced in higher values by splenocytes. IL - 4  (D) and IL - 10  (E)  

cytokines were produced in h igher values in both experimental times proving the anti - 

inflammatory profile of  3 b . With vertical bars represents control samples (cells +  

cultures medium) and black vertical bars represent cells treated. Two independent  

experiments were performed in trip licate.    
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Figure 3. Nitric oxide production by splenocytes treated with 11 µM of compound 3b. 

Like control (cells + culture medium) nitric oxide was produced in basal levels in both 

experimental times. With vertical bars represents control samples (cells + cultures 

medium) and black vertical bars represent cells treated. Two independent experiments 

were performed in triplicate.   

  

2.2.3 Acute Oral Toxicity single dose  

Oral administration of compounds 3a and 3b did not lead to significant toxic 

effects at the high tested concentration of 2000 mg kg-1, as recommended by OECD 

(2002) 28. After 1 hour of administration of the test compounds, irritability and ptosis 

were observed. However, throughout the experiment until completion, no death or 

change in physiological parameters and hematological parameters were observed as 

demonstated in supplementary material. Based on these results, the in vivo 

antiinflammatory assay was conducted at 15, 30, and 60 mg kg-1 doses for compounds 

3a and 3b.  

  

2.2.4 Carrageenan-induced paw edema  

For the in vivo evaluation of the selected compounds, the experimental model 

of carrageenan-induced paw edema was used, which is a widely employed assay to 

evaluate anti-inflammatory effects of new compounds 29. The results of this assay are 

described in Table 2. Compound 3a showed moderate anti-inflammatory activity at 

doses of 30 and 60 mg kg-1, where it caused an edema suppression of 61.82 and 

66.32%, respectively, after 6 h of carrageenan inoculation. In addition, the dose of 15 

mg kg-1 did not cause significant edema inhibition in any of the evaluated times.  
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On the other hand, all the doses tested for the compound 3b presented 

significant values of paw edema inhibition, emphasizing the doses of 30 and 60 mg kg-

1, which caused significant inhibition in all evaluated times. After 1 h, 3b promoted 

88.87% inhibition and after 5 h, 100%, at the dose of 30 mg kg-1. At the 60 mg kg-1 

dose, the best results were found after 1 h of administration (74.34% inhibition) and 6 

h (92.53% inhibition). The dose of 15 mg kg-1 showed better results after 6 h of 

inoculation of the phlogistic agent (66.97% inhibition). Indomethacin (10 mg kg-1), the 

standard drug used in the experiment, also showed significant results at all time points, 

with an inhibition of 72.43% and 84.07% at 2 h and 6 h, repectively. 
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Table 2. Anti-inflammatory effect of the indole-N-acylhydrazone derivatives after carrageenan-induced paw edema assay.  

    

   

  

  Negative control   Indomethacin     Derivative 3a     Derivative 3b   

Time (h)     10  m g.kg - 1     15  mg.kg - 1    mg.kg 30 - 1   60  mg.kg - 1     15  mg.kg - 1   30  mg.kg - 1   60  mg.kg - 1   

1   59.39±10.59   19.06±3.59***     65.95±12.61   50 ,00±0, 02   48.33±1.66     25.00±7.75***   6.60±1.51***   15.23±3.60***   

2   63.09±7.32   17.39±3.27***     54.38±6.44   50.96±5,91   54.16±5.08     31.41±8.52** *   8.77±4.05***   22.50±5.35***   

3   43.53±5.06   17.39±3.27**     43.23±4.49   41.97±4,01   49.33±2.35     29.51±15.12   3.63±2.29***   18.17±7.21*   

4   48.95± 6.59   24.51±4.87**     41.90±3.73   29.12±6.16*   29.38±4.62     41.60±8.48   2.25±1.14***   21.66±6.19***   

5   52.03±6.53   12.57±3.67** *     40.57±4.63   24.83±4.08**   23.19±4.06***     28.96±16.84   0.00±0.00***   8.00±5.33***   

6   56.13±7.17   8.93±2.87***     35.23±7.61   21.42±2.91***   18.90±3.62***     18.53±7.60***   0.00±0.00***   4.19±2.83***   

Data were expressed as the mean ± SE of 6 animals per group. Result s were considered significant when *p < 0.05; **p < 0.01 and ***p < 0.001  

in comparison to negative control group), determined by analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni posttests. (   
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Carrageenan-induced inflammation is a biphasic process where the release of 

mediators such as serotonin, histamine, kinins, nitric oxide, and prostaglandins from 

neutrophil recruitment initiates. The first phase occurs up to 2 hours after the phlogistic 

agent injection, while the late phase (cell phase) occurs up to 6 hours after the 

administration of carrageenan 30,31. These results indicate a possible action of 3b in 

the inhibition of vasoactive amines, preventing the degranulation of mast cells, and in 

the cellular phase, inhibiting lymphocyte migration, a fact supported by the results in 

the lymphoproliferation assay. The fact that the model of paw edema carrageenan-

induced consists of a biphasic process may justify our results not being dose-

dependent or timedependent. This evidence is valid since different mediators of the 

inflammatory process are acting in this murine model.  

The compounds evaluated in this study present two privileged groups, the 

Nacylhydrazone moiety and the indole heterocycle. N-acylhydrazones are well 

described in the literature as anti-inflammatory agents 9,32,33 and the indole 

heteroaromatic group was related to the maximal anti-inflammatory response in a 

carrageenan-induced paw edema assay, as described by Bhookya et al. (2017) 34. In 

addition, the pharmacologic potential of hydrazone-indole compounds has been 

reported in models of acute and chronic inflammation 35, which highlights the 

importance of these nuclei for the development of anti-inflammatory activity.    

  

2.2.5 Cyclooxygenase (1 and 2) in vitro inhibition assay  

In order to evaluate the COX inhibition profiles of the compounds in this study, 

in vitro COX-1 and COX-2 inhibition tests were carried out with compounds 3a and 3b 

(from 1.5-100 M) to determine the concentration produced 50% inhibition of enzymes 

(IC50) and their selectivity indices (SI) using celecoxib as reference drug. The results 

show that both compounds 3a and 3b were able to inhibit both COX-1 and COX-2 at 

low concentrations (Table 3). In relation of selectivity index (SI), only compound 3b 

displayed COX-2 inhibitory activity (SI: 1.51), but with less potency when compared to 

celecoxib (SI: 11.88).  
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Table 3. In vitro COX-1 and COX-1 inhibition and COX-2 SI of new indole-

Nacylhydrazone derivatives (3a and 3b).  

Compound   IC50 (µM) a    SI b    

   COX-1  COX-2          

3a   0.18  0.25    0.72    

3b   1.54  1.02    1.51    

Celecoxib   3.09  0.26    11.88    

a IC50 value is the compound concentration required to produce 50% inhibition of COX-

1 or COX-2 for means of three determinations.  

b SI: ratio (IC50 COX-1/ IC50 COX-2).  

  

The interaction test with enzymes and potential inhibitors is an important step in 

the development of potential anti-inflammatory drugs. Knowledge of the structural 

differences between pharmacological targets is essential for the design of new active 

substances with greater specificity. In this context, the main difference between COX-

1 and COX-2 is the higher COX-2 active site volume compared to COX-1 (about 20%) 

36.  

                                                           

 

2.2.6 In silico studies of COX-1 and COX-2 interactions  

  In order to better understand the COX selectivity of 3a and 3b, a docking study 

was performed between these compounds and both COX isoenzymes. For this 

purpose, two celecoxib co-crystallized models for COX-1 and COX-2 (PDB codes: 

3KK6 and 3LN1, respectively) were selected as targets since celecoxib is used as a 

reference compound for our in vitro COX inhibition assays. In the first step of the 

procedure, celecoxib was redocked into the active site of COX-1 and COX-2 with a 

binding free energy of -10.62 and -10.80 kcal mol-1, respectively. Docking of test 

compounds showed that they can occupy the same binding site as the co-crystallized 

ligand. Compounds 3a and 3b bind to COX-1 enzyme by releasing free energy of -

8.28 and 7.84 kcal mol-1, respectively, and to COX-2 releasing free energy of -8.52 and 

-7.73 kcal mol-1, respectively. Docking poses of compounds 3a and 3b at COX-1 and 

COX-2 active sites are shown in Figure 4.  
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The presence of the volumous bromine atom in compound 3a leads to different 

conformations between these compounds at the COX active sites. At the COX-2 active 

site, the main difference between the docked conformations is the indole ring position. 

Compound 3b, which presented in vitro COX-2 selectivity, interacts with COX-2 at 

Ile503 and Phe504 via hydrogen bonds to the nitrile function. The indole rings interact 

with Met508 via Pi-Sulfur and Amide-Pi stacking interactions, and forms amide-pi 

    

  

Figure 4. Binding modes of the docked comp ounds (in yellow) at COX -  and COX 1 - 2   

active sites. a)  3 a   at the active site of COX - 1 . b)  3 b   at the active site of COX - 1 . c)  3 a   at  

the active site of COX - 2 . d)  3 b   at the active site of COX - 2 . The active sites  

hydrophobic surfaces are shown with the hydropho bic region in brown and the  

hydrophilic region in blue.   

  



 
 

106 
 

 

  

stacking interactions with Gly512. The indole ring of compound 3a assumes a different 

conformation in order to fit the hydrophobic pocket of the COX-2 active site, and 

interacts with 4 aminoacids (Leu338, Ala513, Val335, Val509) via Pi-Alkyl interactions. 

Compound 3a also interacts with COX-2 Ile503 and Phe504 via hydrogen bonds to the 

carbonyl, and with Arg499 via one hydrogen bond to the nitrile.   

The obtained docking poses for COX-1 show 3a and 3b at distinct 

conformations. At the less volumous active site of COX-1, 3b assumes a conformation 

where the indole ring is pointed to the hydrophilic side-pocket of the active site via a 

carbon-hydrogen bond to Tyr355 and Pi-Sigma interactions with Ile523. This 

compound also makes two hydrogen bonds with the active site (Ser530 with the nitrile 

and Met522 with the amide hydrogen). Compound 3a, on the other hand, maintains a 

similar conformation when compared to the COX-2 active site. The bromine substituted 

indole ring is pointed to the hydrophobic pocket of the active site and interacts with 

Ala527 and Val349 via Pi-Sigma interactions and Leu352 via Pi-Alkyl interactions. The 

nitrile makes one hydrogen bond to Ile517.  

The conformation of compound 3b at the COX-1 active site (compared to 3a) 

may avoid the effective ligand-receptor interactions, which could lead to the different 

activities of these compounds towards COX-1 and the COX-2 selectivity of 3b.   

  

2.2.7 ADMET prediction  

  In silico ADMET predictions were performed to evaluate the pharmacokinetic 

and toxicity profiles of compounds 3a and 3b. Accordingly to Lipinski’s rules 37, the 

potential drug is orally active when meets the following criteria: a) molecular weight ≤ 

500 da; b) LogP ≤ 5 (or MLogP ≤ 4.15); c) number of hydrogen bond acceptors ≤ 10; 

d) number of hydrogen bond donors ≤5. Structures 3a and 3b present MLogP < 1 and 

an adequate (based on Lipinski’s Rules) number of hydrogen bond donors and 

acceptors, which suggests a good oral bioavailability (Table 4). In addition, the LogS 

value shows that both compounds are water soluble (LogS between -4 and -2), a key 

feature to an appropriate bioavailability.   
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Table 4. In-Silico Pharmacokinetic data estimated at SwissADME or pkCSM webservices.  
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The TPSA value indicates that these molecules may have good intestinal 

absorption (expected for molecules with TPSA ≤ 140 Å2) 38. The Caco-2 monolayer of 

cells is widely used as an in vitro model to predict intestinal absorption of orally 

administered drugs, by measuring the logarithm of the apparent permeability 

coefficient (log Papp, log cm s-1). A high absorption is expected for values of log Papp 

> 0.90 cm s1. Only compound 3a had a log Papp > 0.90 39. However, both compounds 

presented a high probability of absorption at the small human intestine, with values > 

90%.   

The volume of distribution (VDss) indicates the theoretical volume that a total 

dose would need to be uniformly distributed in the plasma at the same concentration 

observed in blood plasma. High values of VDss (log VDss > 0.45) indicate the drug will 

be distributed in tissue rather than plasma. VDss value is considered low when log 

VDss < -0.15 39. Compounds 3a and 3b showed intermediate values of VDss, and 

should have an adequate plasma distribution profile, with a fraction of the unbound 

drug of 0.305 and 0.325, respectively. These values indicate that the drug can be well 

distributed and present a significative unbound (and readily avaliable to interact with 

the target) fraction at the plasma.  

Drug clearance occurs primarily as a combination of renal and hepatic clearance 

and is related to the drug bioavailability. A drug with a high total clearance value will 

present a fast excretion process. Compounds 3a and 3b present total clearance values 

of 0.188 and 0.94, respectively.  

The toxicity risk predictor algorithm used by the Osiris Datawarrior predicts the 

probability of tumorigenic, mutagenic, reproductive or irritant effects that may be 

caused by drugs. When structures 3a and 3b were evaluated, it was found that none 

of these effects were present.  

  

3. Conclusions  

  In this study, novel compounds containing N-acylhydrazone and indole moieties 

were obtained and their anti-inflammatory activity were succesfuly evaluated. The 

lymphocyte proliferation inhibition tests indicate these compounds as potential agents 

to act in the cellular phase of inflammation proccess. In vivo assays corroborated the 

in vitro results, where the maximum suppression values of mouse paw edema were 

observed in the late phase (cellular phase). Additionally, findings regarding the 

inhibition of COX-1 and COX-2 indicate 3b as a selective COX-2 inhibitor, but less 
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potent when compared to celecoxib. Moreover, immunological assays reinforce and 

indicated the higher anti-inflammatory profile promoted by compound 3b. The 

molecular docking results suggested compounds 3a and 3b interacting with the active 

site of COX-2 in related conformations but with different arrangements at the active 

site of COX-1. One may associate this with the observed COX inhibition selectivity of 

compound 3b. Thus, the anti-inflammatory results and ADMET predicted values of 

compound 3a and 3b present a well-balanced profile between pharmacodynamics and 

pharmacokinetics, which justifies the use of these derivatives - mainly 3b, a selective 

COX-2 inhibitor - as lead compounds in the development of anti-inflammatory drugs.  

  

4. Experimental Section  

4.1 Chemistry Section  

All reagents used in this study were commercially available (Sigma-Aldrich,  

Acros Organics, Vetec). The melting points were determined on Fisatom 431D  

(Fisatom, Brazil) apparatus and were uncorrected. IR spectra were measured on 

Bruker IFS-66 IR spectrophotometer (Bruker, Germany) using KBr pellets. NMR 

spectra were recorded on Bruker AMX-300 MHz (300 MHz for 1H and 75 MHz for 13C) 

instruments by using tetramethylsilane as an internal standard. DMSO-d6 was 

purchased from Sigma-Aldrich. The chemical shifts were reported in δ units and 

coupling constants (J) were reported in Hertz (Hz). The multiplicities were given as s 

(singlet), d (doublet), t (triplet), m (multiplet), dd (double doublet). TLC development 

was conducted on 0.25 mm silica gel plates (Merck, silica gel 60 F254 in aluminium foil).  

  

4.1.1 General procedure for obtaining the compounds  

Cyanoacetohydrazide (1) (1 mmol) was added to a solution of substituted 

indole3-carboxaldehyde (2) (1 mmol) and 3-5 drops of acetic acid in ethanol (10 mL) 

19. The reaction was processed under magnetic stirring for 12 h at room temperature. 

The formed precipitate was removed under filtration and washed with distilled water 

then dried in desiccator under vacuum. After drying, the products (3a-j) were 

recrystallized from ethanol. Yields, melting points and spectroscopic data are listed 

below for each new compound.  
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1 2-cyano-N'-((5-bromo-1H-indol-3-yl)methylene)acetohydrazide (3a)  

3a was obtained as yellow powder (88.3%). M.p. (°C): 237-239. AcOEt/n-hexane): 

0.45. IR (KBr): 1233.0 (NH, Ar), 1619.6 (C=N), 1673.6 (HN 2275.7 (CN), 3286.8 (NH) 

cm-1. NMR 1H (300 MHz, DMSO- d6):  4.21 (s, 2H, CH2), 7.32 (d, 1H, J 8.7 Hz, ArH), 

7.42 (d, 1H, J 8.1 Hz, ArH), 7.88 (s, 1H, ArH), 8.17 (s, 1H, N=CH), 8.23 (s, 1H, ArNCH), 

11.5 (s, 1H, ArNH), 11.7 (s, 1H, NH). NMR 13C (75 MHz, DMSO-d6):  24.75 (CH2), 

111.09 (C, Ar), 113.6 (C-Br, Ar), 114.33 (CH, Ar), 116.62 (CN), 124.25 (CH, Ar), 126.15 

(C, Ar), 132.56 (HC-N), 136.18 (C–N, Ar),  141.86 (HC=N), 164.16 (C=O). HRMS m/z 

[M + H]+ calcd for C12H9BrN4O: 303.9960; found: 303.9887.  

  

4.1.1.2 2-cyano-N'-((1H-indol-3-yl)methylene)acetohydrazide (3b)  

Compound 3b was obtained as yellow powder (69.03%). M.p. (°C): 199-202. Rf (6:4 

AcOEt/n-hexane): 0.55. IR (KBr): 1246.5 (NH, Ar), 1620.2 (C=N), 1670.5 (HN-C=O), 

2275.7 (CN), 3300.8 (NH) cm-1. NMR 1H (300 MHz, DMSO-d6):  4.22 (s, 2H, CH2), 

7.15 (t, 1H, J 7.35 Hz, ArH), 7.2 (t, 1H, J 7.35 Hz, ArH), 7.44 (d, 1H, J 7.2 Hz, ArH), 

7.81 (s, 1H, ArNCH), 8.12 (d, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 8.19 (s, 1H, N=CH), 11.46 (s, 1H, 

NH), 11.58 (s, 1H, ArNH). NMR 13C (75 MHz, DMSO-d6):  24.44 (CH2), 111.83 (CH, 

Ar), 111.13 (C, Ar), 116.32 (CN), 120.64 (CH, Ar), 121.86 (CH, Ar), 122.67 (CH, Ar), 

123.94 (C, Ar), 130.93 (HC-N), 137.08 (C–N, Ar), 141.95 (HC=N), 163.78 (C=O). 

HRMS m/z [M + H]+ calcd for C12H10N4O: 226.0855; found: 226.0943.  

  

4.1.1.3 2-cyano-N'-((5-methyl-1H-indol-3-yl)methylene)acetohydrazide (3c)  

Compound 3c was obtained as white powder (61.45%). M.p. (°C): 213-216. Rf (6:4 

AcOEt/n-hexane): 0.51. IR (KBr): 1245.5 (NH, Ar), 1614.5 (C=N), 1677.1 (HN-C=O), 

2269.3 (CN), 3345.7 (NH) cm-1. NMR 1H (300 MHz, DMSO-d6):  2.43 (s, 3H, CH3), 

4.21 (s, 2H, CH2), 7.02 (d, 1H, J 8.4 Hz, ArH), 7.31 (d, 1H, J 8.1 Hz, ArH), 7.75 (s, 1H, 

ArNCH), 7.9 (s, 1H, ArH), 8.16 (s, 1H, N=CH), 11.43 (s, 1H, ArNH), 11.46 (s, 1H, NH). 

NMR 13C (75 MHz, DMSO-d6):  21.37 (CH3), 24.42 (CH2), 110.66 (C, Ar), 111.52 (CH, 

Ar), 116.36 (CN), 121.51 (CH, Ar), 124.16 (CH, Ar), 124.21 (C, Ar), 129.16 (C-CH3, 

Ar), 130.92 (HC-N), 135.4 (C–N, Ar), 142.13 (HC=N), 163.69 (C=O). HRMS m/z [M + 

H]+ calcd for C13H12N4O: 240.1011; found: 240.1096.  
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4 2-cyano-N'-((4-nitro-1H-indol-3-yl)methylene)acetohydrazide (3d)  

3d was obtained as orange powder (88.3%). M.p. (°C): 222-225. AcOEt/n-hexane): 

0.42. IR (KBr): 1280.9 (NH, Ar), 1588.9 (C=N), 1675.6 (HN 2259.6 (CN), 3268.4 (NH) 

cm-1. NMR 1H (300 MHz, DMSO-d6):  4.10 (s, 2H, CH2), 7.3 (d, 1H, J 8.4 Hz, ArH), 

7.4 (d, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.87 (t, 1H, J 7.95 Hz, ArH), 8.2 (s, 1H, ArNCH), 8.38 (s, 

1H, N=CH), 11.6 (s, 1H, ArNH), 12.48 (s, 1H, NH). NMR 13C (75 MHz, DMSO-d6):  

23.88 (CH2), 109.79 (C, Ar), 116.18 (CN), 117.12 (C, Ar), 117.77 (CH, Ar), 118.66 (CH, 

Ar), 121,36 (CH, Ar), 132.23 (HC-N), 139.08 (C – N, Ar), 140.99 (HC=N), 142.1 (C-

NO2, Ar), 163.92 (C=O). HRMS m/z [M + H]+ calcd for C12H9N5O3: 271.0705; found: 

271.0966.  

  

4.1.1.5 2-cyano-N'-((5-methoxy-1H-indol-3-yl)methylene)acetohydrazide (3e)  

Compound 3e was obtained as yellow powder (81.8%). M.p. (°C): 212-214. Rf (6:4 

AcOEt/n-hexane): 0.42. IR (KBr): 1254.6 (NH, Ar), 1620.2 (C=N), 1672.9 (HN-C=O), 

2269.3 (CN), 3332.5 (NH) cm-1. NMR 1H (300 MHz, DMSO-d6):  (s, 3H, CH3), 4.21 

(s, 2H, CH2), 6.83 (d, 1H, J 8.7 Hz, ArH), 7.33 (d, 1H, J 8.7 Hz, ArH), 7.61 (s, 1H, ArH), 

7.75 (s, 1H, ArNCH), 8.17 (s, 1H, N=CH), 11.46 (s, 2H, ArNH e NH). NMR 13C (75 

MHz, DMSO-d6):  24.78 (CH2), 55.53 (CH3), 103.81 (CH, Ar), 111.33 (C, Ar), 113.11 

(CH, Ar), 116.76 (CN), 124.91 (C, Ar), 131.63 (HC-N, Ar), 132.31 (C–N, Ar), 142.46 

(HC=N), 154.92 (C-OCH3, Ar), 164.07 (C=O). HRMS m/z [M + H]+ calcd for 

C13H12N4O2: 256.0960; found: 256.0876.  

  

4.1.1.6 2-cyano-N'-((1H-benzo[g]indol-3-yl)methylene)acetohydrazide (3f)  

Compound 3f was obtained as yellow powder (97.8%). M.p. (°C): 240-242. Rf (6:4 

AcOEt/n-hexane): 0.36. IR (KBr): 1221.2 (NH, Ar), 1621.4 (C=N), 1671.5 (HN-C=O), 

2262.8 (CN), 3316.0 (NH) cm-1. NMR 1H (300 MHz, DMSO-d6):  4.28 (s, 2H, CH2), 

7.48 (d, 1H, J 8.1 Hz, ArH), 7.59 (t, 2H, J 8.85 Hz, ArH), 7.91 (s, 1H, ArNCH), 7.97 (d,  

1H, J 8.1 Hz, ArH), 8.25 (d, 1H, J 9.0 Hz, ArH), 8.27 (s, 1H, N=CH), 8.40 (d, 1H, J 8.7  

Hz, ArH), 11.54 (s, 1H, ArNH), 12.49 (s, 1H, NH). NMR 13C (75 MHz, DMSO-d6):  

24.51 (CH2), 112.76 (C, Ar), 116.35 (CN), 120.03 (C, Ar), 120.79 (CH, Ar), 121.47 (CH, 

Ar), 121.73 (C, Ar), 124.30 (CH, Ar), 125.65 (HC-N, Ar), 128.65 (CH, Ar), 128.59 (CH, 

Ar), 128.39 (CH, Ar), 131.86 (C–N, Ar), 141,96 (HC=N), 163.89 (C=O). HRMS m/z [M 

+ H]+ calcd for C16H12N4O: 276.1011; found: 276.1239.  
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4.1.1.7 2-cyano-N'-((7-methyl-1H-indol-3-yl)methylene)acetohydrazide (3g)  

3g was obtained as yellow powder (86.6%). M.p. (°C): 219-221. AcOEt/n-hexane): 

0.31. IR (KBr): 1236.9 (NH, Ar), 1618.7 (C=N), 1674.0 (HN 2275.7 (CN), 3324.3 (NH) 

cm-1. NMR 1H (300 MHz, DMSO-d6):  4.28 (s, 3H, CH3), 4.23 (s, 2H, CH2), 7.02 (d, 

1H, J 7.2 Hz, ArH), 7.08 (t, 1H, J 7.35 Hz, ArH), 7.83 (s, 1H, ArNCH), 7.98 (d, 1H, J 

7.5 Hz, ArH), 8.22 (s, 1H, N=CH), 11.48 (s, 1H, ArNH), 11.58 (s, 1H, NH). NMR 13C 

(75 MHz, DMSO-d6):  24.51 (CH3), 24.84 (CH2), 111.99 (C, Ar), 116.73 (CN), 119.86 

(CH, Ar), 121.27 (CH, Ar), 121.42 (C-CH3, Ar), 123.66 (CH, Ar), 124.15 (C, Ar), 131.09 

(HC-N, Ar), 136.99 (C–N, Ar), 142,48 (HC=N), 164.18 (C=O). HRMS m/z [M + H]+ calcd 

for C13H12N4O: 240.1011; found: 240.0987.  

  

4.1.1.8 2-cyano-N'-((5-cyano-1H-indol-3-yl)methylene)acetohydrazide (3h)  

Compound 3h was obtained as yellow powder (98%). M.p. (°C): 247–249. Rf (6:4 

AcOEt/n-hexane): 0.22. IR (KBr): 1247.6 (NH, Ar), 1621.8 (C=N), 1677.3 (HN-C=O), 

2223.8 (CN), 3295.8 (NH) cm-1. NMR 1H (300 MHz, DMSO-d6):  4.30 (s, 2H, CH2), 

7.55 (d, 1H, J 8.1 Hz, ArH), 7.61 (d, 1H, J 8.1 Hz, ArH), 8.02 (s, 1H, ArNCH), 8.19 (s, 

1H, ArH), 8.51 (s, 1H, N=CH), 11.56 (s, 1H, ArNH), 12.08 (s, 1H, NH). NMR 13C (75 

MHz, DMSO-d6):  25.00 (CH2), 103.28 (C-C=N, Ar), 112.26 (C, Ar), 113.68 (CH, Ar), 

116.81 (CN), 120.92 (CN), 124.03 (C, Ar), 126.07 (CH, Ar), 127.40 (CH, Ar), 133.45 

(HC-N), 139.26 (C–N, Ar), 141.39 (HC=N), 164.49 (C=O). HRMS m/z [M + H]+ calcd 

for C13H9N5O: 251.0807; found: 251.0780.  

  

4.1.1.9 2-cyano-N'-((1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-3-yl)methylene)acetohydrazide (3i) 

Compound 3i was obtained as white powder (79.1%). M.p. (°C): 244-246. Rf (6:4 

AcOEt/n-hexane): 0.38. IR (KBr): 1260.1 (NH, Ar), 1580.4 (C=N), 1667.5 (HN-C=O), 

2259.6 (CN), 3145.3 (NH) cm-1. NMR 1H (300 MHz, DMSO-d6):  4.25 (s, 2H, CH2), 

7.21 (t, 1H, J 7.2 Hz, ArH), 7.96 (s, 1H, ArNCH), 8.16 (s, 1H, N=CH), 8.31 (d, 1H, J 6.9 

Hz, ArH), 8.47 (d, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 11.58 (s, 1H, ArNH), 12.07 (s, 1H, NH). NMR 

13C (75 MHz, DMSO-d6):  24.92 (CH2), 110.42 (C, Ar), 110.47 (C, Ar), 116.73 (CN), 

117.38 (CH, Ar), 129.29 (HC-N, Ar), 131.42 (CH, Ar), 141.83 (CH, Ar), 144,44 (HC=N), 

149.74 (C-N, Ar), 164.41 (C=O). HRMS m/z [M + H]+ calcd for C11H9N5O: 227.0807; 

found: 227.0836.  
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4.1.1.10 2-cyano-N'-((5-chloro-1H-indol-3-yl)methylene)acetohydrazide (3j)  

3j was obtained as yellow powder (98.2%). M.p. (°C): 241-243. AcOEt/n-hexane): 0.40. 

IR (KBr): 1231.8 (NH, Ar), 1618.3 (C=N), 1684.5 (HN 2279.1 (CN), 3302.0 (NH) cm-1. 

NMR 1H (300 MHz, DMSO-d6):  4.22 (s, 2H, CH2), 7.21 (d, 1H, J 8.7 Hz, ArH), 7.46 

(d, 1H, J 8.7 Hz, ArH), 7.90 (s, 1H, ArNCH), 8.07 (s, 1H, ArH), 8.16 (s, 1H, N=CH), 

11.50 (s, 1H, ArNH), 11.76 (s, 1H, NH). NMR 13C (75 MHz, DMSO-d6):  24.36 (CH2), 

110.78 (C, Ar), 113.46 (CH, Ar), 116.23 (C=N), 120.80 (CH, Ar), 122.68 (CH, Ar), 124.0 

(C, Ar), 125.21 (C-Cl, Ar), 132.36 (HC  -N, Ar), 135.51 (C–N, Ar), 141.44 (HC=N), 

163.76 (C=O). HRMS m/z [M + H]+ calcd for C12H9ClN4O: 260.0465; found: 260.0295.  

  

4.2 Biological Section  

4.2.1. In vitro studies  

4.2.1.1 J774 macrophages cytotoxicity  

J774 macrophages (1x104 cells/well) were distributed in 96-well plate in DMEM 

medium. Each compound was solubilized in 1% DMSO. As a positive control, gentian 

violet was tested, whereas as a negative control, the wells received only DMEM and 

DMSO medium. The plate was then cultured for 72 hours, at 37 ° C and 5% CO2. Then 

20 µL of AlamarBlue was added in each well and the plate incubated for an additional 

4 hours. The plate was read on the plate reader at 570 and 600 nm. The CC50 values 

were calculated on the GraphPad Prism version 5.0, San Diego California, USA 40.  

  

4.2.1.2 Lymphoproliferation assay  

Splenocytes of BALB/c mice (5 x 106 cells/well, 200 μL) were cultured in  

DMEM medium and 96-well plates in triplicates, in the presence or not of concanavalin 

A (2 μg mL-1) and also in the presence or absence of the analyzed compounds. After 

48 hours of incubation, at 37 ° C and 5% CO2, 1 μCi of [methyl-3H] thymidine was 

added to the cultures, starting a new 12-hour incubation period. After this period, the 

cells were collected for quantification of proliferation by thymidine uptake 

determination. The percent inhibition was determined by relating the thymidine 

incorporation by the cultures treated with the evaluated compounds and the thymidine 

incorporation by the control cultures. Dexamethasone was used as a positive control 

41.  
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4.2.1.3. COX-1 and COX-2 inhibition assay  

The screen for COX-1 and COX-2 inhibitory activity was performed according 

to Ayaoub et al. (2010) 42. Briefly, all positive compounds and controls (indomethacin 

and celocoxib) were solubilized in DMSO and assayed in triplicate at 25 µM 

concentration. COX-1 or COX-2 (Sigma-Aldrich) were added in 180 µL of the assay 

buffer containing 5 mM hematin (Sigma-Aldrich), 100 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0. After 

addition of the test compound or positive control (10 µL), the reaction mixture was 

incubated for 5 min at room temperature. The reaction was started by the addition of 5 

µL of arachidonic acid solution (Sigma-Aldrich) dissolved in methanol and N,N,N',N'-

Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (TMPD). After incubation for 1 hour, 

the reaction mixture had its absorbance measured at 610 nm. Compounds which 

inhibited 50% of COX-1 or 2 activity had its IC50 values calculated by using ORIGIN 

8.0 software (OriginLab Corporation).  

  

4.2.1.4. In vitro immunological studies  

4.2.1.4.1 Cultures with mice splenocytes  

Animals used in immunological assays were mice female BALB/c (6-8 weeks 

old; 5 animals) raised and maintained at the animal facilities of the Keizo Asami 

Immunopathology Laboratory - LIKA located in Federal University of Pernambuco, 

Brazil. Mice were kept under standard laboratory conditions (20-22 °C and 12 h day 

and night cycle) with free access to standard diet (Labina/Purina, Campinas, Brazil) 

and water. All experimental procedures were performed according to the Ethics 

Committee of Animal Use (CEUA) of Federal University of Pernambuco (protocol 

number: 0048/2016). After the inoculation of 1 mg of anesthetic, and euthanasia of the 

animals by displacement of vertebra, and spleen of each mouse was removed 

aseptically and placed in a Falcon tube containing RPMI 1640 with fetal calf serum 

(complete medium). In a vertical flow, each spleen was transferred to a petri dish where 

they were soaked. The cell suspensions obtained from each spleen were transferred 

to Falcon tubes containing approximately 10 ml of incomplete medium. Spleen 

homogenates were overlaid onto Ficoll-Paque™ PLUS layer, with the density adjusted 

to 1.076 g/mL, and centrifuged at 1000 g at room temperature for 25 min. The interface 

cell layer containing immune cells was recovered by Pasteur pipette, washed twice in 

phosphatebuffered saline (PBS) and centrifuged twice at 500g for 10 min. Cells were 

counted in a Neubauer chamber, and cell viability was determined by the trypan blue 



 
115 

 

 

exclusion method. Cells were only used when viability was> 98%. Cells were cultured 

in plates (24 wells) with compound 3b at 11 µM for 24 and 48 hours.  

  

4.2.1.4.2 Investigation of immunostimulation promoted by compound 3b  

Supernatant by culture of splenocytes stimulated with compound 3b were used 

for measure cytokines and nitric oxide release by these immune cells. Cultures were 

treated with 11 µM of the compound and after 24 and 48 hours supernatants were   

collected to performe the assays. Cytokine assessment was carried out using human 

Th1/Th2 cytokine kit II (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) for simultaneous detection 

of six cytokines IL-2, -IL-4, IL-6, IL-10, tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), and 

interferon-gamma (IFN-γ) in culture supernatants samples. All data were acquired on 

FACSCalibur platform. The cytokine measurement was based on the principle of 

cytometric bead array (CBA) technology. Nitrite Oxide analysis was performed through 

colorimetric Griess method 43. NO concentration was estimated by the standard curve  

(3.12–100 µmol⁄mL). The reading was carried out in a microplate spectrophotometer 

(Thermo Scientific Multiskan FC, Waltham-USA) at 595nm.  

  

4.2.2. In vivo studies  

4.2.2.1. Animals  

Experiments were conducted with Swiss Mus musculus mice (20-35 g) obtained 

from the Immunopathology Laboratory Keizo Asami (LIKA/UFPE). Animals were 

maintained at the biotery of the Antibiotics Departament/UFPE (Recife, Brazil), under 

controlled conditions (22 ± 3 ºC for 12 h light/dark cycle, free access to food and water). 

All animals used for the determination of anti-inflammatory and antinociceptive 

activities were fasted for 4 h prior to the experimentation. The Animal Studies 

Committee of the Federal University of Pernambuco approved the experimental 

protocols (number 23076.017928/2010-25). The animals were treated according to the 

ethical principles of animal experimentation of COBEA (Brazilian College of Animal 

Experiments) and the norms of the National Institute of Health Guide for Care and Use 

of Laboratory Animals.  
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4.2.2.2. Acute oral toxicity  

A fixed dose procedure was adopted to evaluate the acute oral toxicity of 

compounds 3a and 3b according to Organization for Economic Cooperation and 

Development (OECD) Guidelines for the Testing of Chemicals 28. Groups of 3 mice 

were dosed in a stepwise procedure using the fixed dose of 2000 mg kg-1. Clinical 

signs and conditions associated with pain, suffering and impending death are 

described in detail in a separate OECD Guidance Document 44. The test was 

conducted in duplicate.  

  

   

4.2.2.3. Carrageenan-induced paw edema test in mice  

Carrageenan-induced paw edema test in mices Swiss Mus musculus was used 

to evaluate the anti-inflammatory activity of 3a and 3b. This experiment was performed 

on male mices as the previous report 29. Eight groups of mice (n= 8) were treated with 

DMSO % in PBS, 3a and 3b (15, 30 and 60 mg kg-1) or indomethacin (10 mg kg-1) 

orally before 1 h of carrageenan injection. And 1% (v/v) carrageenan (50 µL) was 

administrated by sub-plantar injection in the right hind paws of mices. After 

carrageenan injection, the paw volume was measured at 1, 2, 3, 4, 5 and 6 h using the 

plethysmometer apparatus (7140 Ugo Basile, Italy). The increase of paw volume was 

measured and the inhibition of edema was calculated as the previous method.  

  

4.3 In silico studies  

4.3.1 In silico ADME and Molecular Docking Analysis  

To further strengthen the results of our in vitro studies, we also performed in 

silico molecular interaction analysis on compounds 3a and 3b and COX proteins using 

AutoDock4.2.6 45 in combination with the Lamarckian genetic algorithm (LGA). The 

ADME profiles of these compounds were also investigated with the use of SwissADME 

46 and pkCSM 47 webplatforms and Osiris Data Warrior software 48.  

  

4.3.2 Molecular docking  

4.3.2.1 Ligand Structure Preparation  

The structures of test compounds were built with Avogadro 1.2.0 49 software and 

fully optimized with PM6 50 semiempirical method implemented in the MOPAC2016 51.  

The optimized ligands were then saved as pdb files. With the use of AutoDockTools- 
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1.5.6, the non-polar hydrogens were merged with the corresponding carbons, then  

partial charge of atoms were calculated using the Gasteiger procedure implemented 

in the AutoDockTools package. The rotatable bonds of the ligands were defined, the 

structures were saved as pdbqt and used for docking studies.   

  

4.3.2.2 Protein Structure Preparation  

The crystal structures of Celecoxib co-cristallized to COX-1 (PDB ID: 3KK6) and 

COX-2 (PDB ID: 3LN1) were retrieved from RCSB Protein Data Bank. With the use of 

Dassault Systèmes BIOVIA Discovery Studio Visualizer (v16.1.0.15350) 52,  

  water 

molecules and other heteroatoms were removed. Then, using AutoDockTools, non-

polar hydrogens were merged, and polar hydrogens added to the structure of the 

proteins. Kollman charges were added and the structure was saved as pdbqt for the 

docking studies.  

  

4.3.2.3 Docking procedure  

The 3D grid was created by the Autogrid Algorithm to generate the grid 

parameter file. The grid spacing was 0.0375 nm in each dimension, and each grid map 

consisted of a 70 × 70 × 70 grid point.  the center of the grid was set to the position of 

the co-crystalized ligand located at the Chain A in each case.  

The Lamarckian genetic algorithm in AutoDock4.2.6 was applied to search the 

best conformation and orientation of the ligands. The global optimization was started 

with a population of 150 randomly positioned individuals with a maximum of 2500000 

energy evaluations and a maximum of 27000 generations. During each docking 

experiment, 100 runs were carried out. The resulting docking poses were analyzed 

using AutoDockTools and Discovery Studio Visualizer.  

To validate the docking procedure, the co-crystalized ligand celecoxib was 

previously docked to each protein. In this case, a 126 x 126 x 126 grid map was used, 

and 250 runs were carried out.  

  

4.3. Statistical analysis  

The experimental results were expressed as the mean ± standard error (SE) 

and by analysis of variance (ANOVA), one-way and two-way, followed by Tukey or 

Bonferroni tests. P values lower than 0.05 (p < 0.05) were considered as indicative of 
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significance and represented by: *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001. The 

calculations were performed using the statistical software GraphPad Prism version 5.0, 

San Diego California, USA.  
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