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(57) Resumo: A presente invengdo se refere a moléculas ativas sobre processos inflamatérios. Mais especificamente, as
moléculas da presente invencéo referem-se a derivados N-((1H-indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazonas, os quais através de
andlise por cristalografia de raios-X podemos confirma a maior estabilidade dos derivados formados que apresentam
diastereoisomeria E. Os testes em modelos experimentais inflamatérios in vitro e in vivo permitiram observar que houve uma
inibicdo 1h de administracéo - 74,34 % de inibicdo e 6hs - 92,53 % de inibicdo nas doses testadas nas concentragfes 30 e 60
mg/Kg. Esses resultados obtidos em modelos in vitro e in vivo colocam os derivados N-((1H-indol-3-il)metileno)-2-
cianoacetohidrazonas e seus sais como candidatos a novos agentes anti-inflamatérios e analgésicos.
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DERIVADOS INDOLICOS-N-ACIL-HIDRAZONAS ANTI-
INFLAMATORIOS E ANALGESICOS

01. A presente invencdo se refere a moléculas ativas sobre processos
inflamatérios e algésicos. Mais especificamente, as moléculas da presente invengao
referem-se a derivados N-((1H-indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazonas uteis no
tratamento de processos inflamatérios ou de outras manifestagcdes clinicas que

requeiram o uso de anti-inflamatorios e analgésicos.

02. A inflamagdo ¢ conhecida como uma resposta defensiva a um trauma
mecanico ou outros estimulos nocivos. Prolongada e persistente, a inflamacdo pode
levar a destruicdo dos tecidos e doengas cronicas. A busca de novas moléculas que
conduzam a novos protipos de farmacos anti-inflamatorios estimulam a comunidade
cientifica. Derivados N-acil-hidrazina sdo relatados na literatura por sua potencialidade
anti-inflamatoria. Hernandez et al. (2012 e 2013) relataram a potencialidade analgésica
e anti-inflamatoria de derivados Fluroxanil-N-acil-hidrazonas. Rajitha et al. (2011)
avaliaram o efeito anti-inflamatorio de algumas hidrazonas de derivados aromaticos
(58). Moldovan et al. (2011) sintetizaram varios derivados de hidrazona e observaram
efeitos em testes in vivo anti-inflamatérios. El-Sayed et al. (2011) sintetizaram
derivados de N-acil-hidrazona (62) com atividade inibitéria da COX-2. O composto

mais promissor apresentou uma resposta com valor de ED50 de 0,2 pmol/Kg.

03. As N-acil-hidrazonas s3o compostos organicos nitrogenados e carboxilados
com elevado poder eletronico caracterizando uma estrutura quimica que atua como
substratos adequados para reacdes de condensacdes, aza-ciclizagdes de Diels-Alder,

tiazolidinona e tiazolidina (Figura 1).
FIGURA 1

04. Segundo Kenyon et al. (1996) as N-acil-hidrazonas s3o extremamente
estaveis e mimetizam porgdes de peptideos, que sdo facilmente reconhecidas pelos

sistemas bioldgicos. Fato que confere aos derivados N-acil-hidrazonas diversas
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atividades bioldgicas como tuberculostatica (Leite et al., 2010; Sriram, Yogeeswari and
Madhu,, 2005), antiviral (Badria et al., 2011; Ishima et al., 2011), analgésico e anti-
inflamatério (Fraga et al., 2009; Guimaraes et al., 2010; Saini et al., 2014, Barreiro et
al., 2015), anticonvulsivante (Kulandasamy, Adhikari and Adhikari, 2009;
Kulandasamy, Adhikari and Stables, 2009), tripanocida (Leite et al., 2009; Soares et al.,
2012), antipsicotico (Osnowski et al., 2012; Hooda et al., 2012) e vasodilatadora
(Barreiro et al., 2009). Logo, esse grupo de moléculas surgem como perspectivas de
novos farmacos podendo, assim, contribuir nos estudos para a descoberta de compostos

potencialmente bioativos.

05. O processo de obtencao de novos derivados ((1H-indol-3-il)metileno)-N-
acilhidrazonas ocorreu através da reagao de condensacdo com quantidades equimolares
do nucleo inddlico nao substituido ou substituidos (onde X pode ser carbono,
nitrogénio, oxigénio e/ou enxofre) por cloro, bromo, fluoro, metil, etil, metoxi, nitro,
ciano e benzo[g] nas posicdes Rz, R4, Rs e/ou Rs € do grupo 2-ciano-acetohidrazida na
presenca de um dacido (4cido acético e/ou acido cloridrico) e solventes tais como
metanol, etanol, tetraidrofurano, benzeno, tolueno ou dimetilformamida, em uma
temperatura ambiente ou superior ao ponto de fusdo dos reagentes. Purificados através
de cristalizagdes sucessivas em metanol, etanol, tolueno, dioxano ou tetraidrofurano

(Figura 2).

FIGURA 2

06. Foram realizadas etapas de sintese, purificacdo e elucidag¢do estrutural de
novos compostos ((1H-indol-3-il)metileno)-N-acilhidrazonas substituidos,
acompanhados por ensaios in vitro e in vivo visando a avaliagdo de suas potenciais

atividades anti-inflamatoria.

07. Esses compostos, seus sais, complexos de inclusdo e/ou formas
farmacéuticas (solidas, semi-sdlidas, solugdes, emulsdes, suspensdes e/ou injetaveis)

podem ser administrados por qualquer via de administragdo, incluindo: via oral,
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intravenosa, intra-arterial, intracraniano, intratoracica, intraperitoneal, parenteral,

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

08. Esse procedimento permite obter os compostos reivindicados, através de
reacoes de condensacdo do grupo N-acil-hidrazona com os derivados inddlicos nao
substituido ou substituidos. Estes derivados sdo quimicamente denominados: N'-((5-
bromo-1H-indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazona (LQIT/DTO01); N'-((1H-indol-3-
il)metileno)-2-cianoacetohidrazona (LQIT/DTO02); 2-ciano-N'-((5-metil-1H-indol-3-
il)metileno)-acetohidrazona (LQIT/DTO03); 2-ciano-N'"-((4-nitro-1H-indol-3-
il)metileno)-acetohidrazona (LQIT/DT04);, 2-ciano-N'-((5-metoxi-1 H-indol-3-
il)metileno)-acetohidrazona (LQIT/DTO05); N'-((1H-benzo[g]indol-3-il)metileno)-2-
cianoacetohidrazona  (LQIT/DT06);  2-ciano-N'-((7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-
acetohidrazona (LQIT/DTO07); 2-ciano-N'-((5-ciano-1 H-indol-3-il)metileno)-
acetohidrazona (LQIT/DTOS); N'-((1H-pirrol[2,3-b]piridina-3-il)metileno)-2-
cianoacetohidrazona (LQIT/DT09) e 2-ciano-N'-((5-cloro-1H-indol-3-il)metileno)-
acetohidrazona (LQIT/DT10).

09. Alguns exemplos da elucidacdo estrutural dos novos derivados N'-(1H-indol-

3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazona (LQIT/DT):

N'-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazona (LQIT/DTO01)
C12HoN4OBr; M. M. 304,00 g/mol. IV (KBr): 1233.0 (NH, Ar), 1619.6 (C=N), 1673.6
(HN-C=0), 2275.7 (C=N), 3286.8 (NH) cm!. RMN'H (300 MHz, DMSO-ds): 5 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!C (75 MHz, DMSO-ds): 5 24.75 (CH2), 111.09 (C, Ar), 113.6 (C-Br, Ar), 114.33
(CH, Ar), 116.62 (C=N), 124.25 (CH, Ar), 126 (C, Ar), 132.56 (HC-N), 136.18 (C—N,
Ar), 141.86 (HC=N), 164.16 (C=0).

N'-((1H-indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazona (LQIT/DT02)
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C12H10N4O. M.M. 226,09 g/mol. IV (KBr): 1246.5 (NH, Ar), 1620.2 (C=N), 1670.5
(HN-C=0), 2275.7 (C=N), 3300.8 (NH) cm!. RMN'H (300 MHz, DMSO-ds): & 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, AINCH), 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'3C (75 MHz, DMSO-ds): § 24.44 (CH2),
111.83 (CH, Ar), 111.13 (C, Ar), 116.32 (C=N), 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=0).

2-ciano-N'-((5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-acetohidrazona (LQIT/DTO03)

Ci3Hi2N4O. M. M. 224,10 g/mol. IV (KBr): 1245.5 (NH, Ar), 1614.5 (C=N), 1677.1
(HN-C=0), 2269.3 (C=N), 3345.7 (NH) cm'. RMN'H (300 MHz, DMSO-ds):
82.43 (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'3C (75 MHz, DMSO-ds): & 21.37 (CH3), 24.42 (CH2),
110.66 (C, Ar), 111.52 (CH, Ar), 116.36 (C=N), 121.51 (CH, Ar), 124.16 (CH, Ar),
124.21 (C, Ar), 129.16 (C-CHs, Ar), 130.92 (HC-N), 135.4 (C-N, Ar), 142.13 (HC=N),
163.69 (C=0).

2-ciano-N'-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)-acetohidrazona (LQIT/DT04)

C12HoNsO3. M.M. 271,07 g/mol. IV (KBr): 1280.9 (NH, Ar), 1588.9 (C=N), 1675.6
(HN-C=0), 2259.6 (C=N), 3268.4 (NH) cm™'. RMN'H (300 MHz, DMSO-ds): & 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, IH, ArNCH), 8.38 (s, 1H, N=CH), 11.6 (s, 1H, ArNH), 12.48 (s, IH, NH).
RMN'C (75 MHz, DMSO-ds): 5 23.88 (CH2), 109.79 (C, Ar), 116.18 (C=N), 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-NO, Ar), 163.92 (C=0).

2-ciano-N'-((5-metoxi-1H-indol-3-il)metileno)-acetohidrazona (LQIT/DTO0S5)
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Ci3H12N4O2. M.M. 256,10 g/mol. IV (KBr): 1254.6 (NH, Ar), 1620.2 (C=N), 1672.9
(HN-C=0), 2269.3 (C=N), 3332.5 (NH) cm'. RMN'H (300 MHz, DMSO-ds):
§3.82 (s, 3H, CH3), 4.21 (s, 2H, CH>), 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, ANCH), 8.17 (s, 1H, N=CH), 11.46 (s, 2H,
ArNH e NH). RMN'3C (75 MHz, DMSO-ds): 5 24.78 (CHz), 55.53 (CH3), 103.81 (CH,
Ar), 111.33 (C, Ar), 113.11 (CH, Ar), 116.76 (C=N), 124.91 (C, Ar), 131.63 (HC-N,
Ar), 13231 (C-N, Ar), 142.46 (HC=N), 154.92 (C-OCHj, Ar), 164.07 (C=0).

N'-((1H-benzo[g]indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazona (LQIT/DT06)

CisH12N4O. M. M. 276,10 g/mol. IV (KBr): 1221.2 (NH, Ar), 1621.4 (C=N), 1671.5
(HN-C=0), 2262.8 (C=N), 3316.0 (NH) cm™’. RMN'H (300 MHz, DMSO-ds): & 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'3C (75
MHz, DMSO-ds): & 24.51 (CH2), 112.76 (C, Ar), 116.35 (C=N), 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=0).

2-ciano-N'-((7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-acetohidrazona (LQIT/DTO07)

Ci13H12N4O. M. M. 240,10 g/mol. IV (KBr): 1236.9 (NH, Ar), 1618.7 (C=N), 1674.0
(HN-C=0), 2275.7 (C=N), 33243 (NH) cm’'. RMN'H (300 MHz, DMSO-ds):
82.51 (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, ArNH), 11.58 (s, 1H, NH). RMN'3C (75 MHz, DMSO-ds): & 17.14 (CH3), 24.84
(CH2), 111.99 (C, Ar), 116.73 (C=N), 119.86 (CH, Ar), 121.27 (CH, Ar), 121.42 (C-
CHs, 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=0).

2-ciano-N'-((5-ciano-1H-indol-3-il)metileno)-acetohidrazona (LQIT/DTOS)
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Ci3HoNsO. M. M. 251,08 g/mol. IV (KBr): 1247.6 (NH, Ar), 1621.8 (C=N), 1677.3
(HN-C=0), 2223.8 (C=N), 3295.8 (NH) cm™". RMN'H (300 MHz, DMSO-ds): & 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!C (75 MHz, DMSO-ds): & 25,00 (CH2), 103.28 (C-C=N, Ar), 112.26 (C,
Ar), 113.68 (CH, Ar), 116.81 (C=N), 120.92 (C=N), 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=0).

N'-((1H-pirrol[2,3-b]piridina-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazona (LQIT/DT09)
C11HoNsO. M. M. 227,08 g/mol. IV (KBr): 1260.1 (NH, Ar), 1580.4 (C=N), 1667.5
(HN-C=0), 2259.6 (C=N), 3145.3 (NH) cm’!. RMN'H (300 MHz, DMSO-ds): & 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"3C (75 MHz, DMSO-ds): §24.92 (CH2), 110.42 (C, Ar), 110.47 (C,
Ar), 116.73 (C=N), 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=0).
2-ciano-N'-((5-cloro-1H-indol-3-il)metileno)-acetohidrazona (LQIT/DT10)
C12HoN4OCl. M. M. 260,05 g/mol. IV (KBr): 1231.8 (NH, Ar), 1618.3 (C=N), 1684.5
(HN-C=0), 2279.1 (C=N), 3302.0 (NH) cm’l. RMN'H (300 MHz, DMSO-ds): & 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!3C (75 MHz, DMSO-ds): & 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=0).

10. Foi possivel observar para toda a série de 10 moléculas a provavel formagao
dos diastereoisomeros Z e E. A ocorréncia desses dois isdmeros em diferentes
propor¢des foi confirmada através da analise dos espectros de RMN H!, RMN C!3,
COSY e HMBC. O isémero na configuragdao £ apresentou-se em maior propor¢ao para

as moléculas estudadas, provavelmente devido a sua maior estabilidade espacial.

Petic8o 870170041711, de 19/06/2017, pag. 15/32



7/17

11. A anélise por cristalografia de raios-X de um cristal obtido da N'-((1H-indol-
3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazona (LQIT/DT02) confirma a maior estabilidade desse
diastereoisomero E. A possivel visualizar o atomo de C (2) na posic¢ao antiperiplanar ao
atomo N (3), portanto, o derivado N'-((1H-indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazona
(LQIT/DT02) possui uma geometria E. Este resultado corrobora os dados de Moreira et
al. (2014), em que uma série de 24 moléculas, também da classe das iminas apresentou

a configuragdo £ como a mais estavel espacialmente (Figura 3).
FIGURA 3

12. Todos os ensaios in vivos realizados estdo de acordo com os protocolos
apresentados ao comité de ética da Universidade Federal de Pernambuco (Processo:
23076.019618/2016-31). No ensaio de citotoxicidade foram utilizados macrofagos
murino da linhagem J774 que foram incubados em placa de 96 pocos (1x10*
células/poco) em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Life Technologies,
GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD), suplementado com 10% de soro bovino fetal
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 50 pg/mL de gentamicina (Novafarma, Anépolis,
GO, Brasil) e mantidos por 24 h em estufa a 37°C e 5% de CO.. Os compostos foram
testados em séries de sete concentragdes, em triplicatas, incubados por 72 horas.
Posteriormente, foi adicionado 20 pL/poco de AlamarBlue (Invitrogen, Carlsbad, CA)
durante 10 h. A leitura no espectrofotdmetro foi realizada a 570 e 600 nm. Os valores de
CCso foram calculados utilizando leituras obtidas em trés experimentos independentes.
Como controle positivo foi utilizado a violeta de genciana (Synth, Sao Paulo, SP,

Brasil).

13. Para os ensaios de linfoproliferagdo foram utilizados esplendcitos de
camundongos BALB/c (1 x 10° células/pogo, em 200 uL) que foram cultivados em meio
DMEM e em placa de 96 pocgos, em triplicatas, na presenga ou ndo de concanavalina A
(2 pg/mL) ou anti-CD3/anti-CD28 e também em presenga ou ndo das substancias
analisadas em diferentes concentragdes (12 — 0.049 uM). Apds 48 horas de incubacdo

em estufa a 37° C e 5% de CO,, foi adicionado as culturas 1 uCi de *H-timidina dando
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inicio a um novo periodo de 18 horas de incubacdo em estufa. Apos esse periodo, as
células foram coletadas para quantificacdo da proliferagdo, através da determinagdo da
incorporagdo de timidina. O percentual de inibicao foi determinado relacionando a
incorporagdo de timidina das culturas tratadas com as substincias avaliadas e a
incorporacdo das culturas controle, ndo tratadas. As diferentes concentragdes dos
compostos foram avaliadas com o objetivo de determinar a concentragdo que inibe em
50% a proliferacdo dos linfocitos (ICso). O valor da Clso foi determinado com base na
porcentagem de inibicdo da proliferacdo de linfécitos e seu calculo foi efetuado,
utilizando-se regressdo nao-linear no programa Graph Pad Prism versdo 5.01(Graph Pad
Software, San Diego, CA). Como controle positivo do experimento foi utilizado a
dexametasona (Medley — Brasil) nas mesmas concentragdes dos compostos em teste.
Por conta da analogia estrutural com os compostos, a indometacina (Medley — Brasil)

foi testada em paralelo.

14. A dosagem de 6xido nitrico foi avaliada a partir da produgdo de 6xido nitrico
no sobrenadante de macrofagos J774. Este foi determinada através de seu produto
oxidativo, o nitrito, pelo método de Griess (Green et al., 1982). A absorbancia foi
determinada em leitor de ELISA (Spectramax), com filtro de 570 nm. As analises foram
realizadas no Software Softmax 4.3.1. Os resultados foram expressos em uM de nitrito,
tendo por base uma curva padrao de nitrito de s6dio com concentragao inicial de 400

uM.

15. Nos ensaios de toxicidade aguda foram utilizados camundongos machos
adultos albinos swiss (Mus musculus), pesando entre 30 e 35g. Os animais foram
acondicionados em gaiolas de polietileno com grades de aco inoxiddvel e maravalha
como cobertura, tendo acesso livre a agua e racdo balanceada, mantidos num ambiente
com temperatura de 22°C £ 2°C e luminosidade controlada, proporcionando um ciclo
claro-escuro de 12 horas. Todos os animais foram submetidos a jejum, com a retirada da

racdo cerca de 4 horas antes do inicio do experimento.

16. A avaliagdo da toxicidade foi realizada segundo o protocolo recomendado

pela Organization for Ecnomic Cooperation and Development (OECD, 2001). De
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acordo com a metodologia foram administrados a dose de 2000 mg / kg dos derivados
N'-(1H-indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazona (LQIT/DT). Foram utilizados 3
grupos cada um contendo 3 animais (fémeas), totalizando 9 animais, sendo o
experimento realizado em triplicata. Os derivados N'-(1H-indol-3-il)metileno)-2-
cianoacetohidrazona (LQIT/DT) foram solubilizados em uma mistura de solugdo salina
e tween a 5% e o terceiro grupo recebeu apenas o veiculo (controle). Apos a
administracao os animais foram observados continuamente nas primeiras duas horas e
depois a cada 24 h durante 14 dias para verificagdo de qualquer alteragao
comportamental, nas atividades fisiologicas ou mortalidade. Os parametros
comportamentais observados foram: agitacdo, atividade motora, locomogao, resposta ao
toque, piloerecdo, ptose, cianose, movimentos estereotipados, sonoléncia, frémito vocal,
ataxia, contor¢oes, agressividade, convulsdes, mic¢ao, defecagdo, diarreia. Também
foram observados o consumo de agua e racdo. No 15° dia de observagdo os animais
foram anestesiados com tiopental (5 mg/kg Cristalia - SP - Brasil) para coleta de sangue
por pungao cardiaca para avaliacdo hematologica e em seguida eutanasiados para coleta
dos 6rgaos para avaliacdo (figado, rins, bago e estbmago) para observagao macroscopica

das lesdes e calculo do indice dos 6rgaos.

17. Foram utilizados camundongos albinos swiss machos (n=5) nos testes de
edema de pata induzido por carragenina. Os derivados N'-(1H-indol-3-il)metileno)-2-
cianoacetohidrazona (LQIT/DT) foram diluidos em solugdo salina com tween e foram
administrado via oral nas dose de 15 mg/Kg, 30 mg/Kg e 60 mg/Kg, indometacina na
dose de10 mg/kg e veiculo 1 h antes da injecdo da carragenina. O edema foi induzido
pela injecdo de 0,05 mL de carragenina a 1% (w/v) na regido subplantar da pata
posterior direita (Winter, 1962). O volume da pata foi medido antes e nos intervalos de
1, 2, 3, 4 h apds a injecdo de carragenina pelo pletismometro (Ugo Basile). Os
resultados foram expressos como a diferenca entre o volume final da pata a cada tempo

(V1) e o volume inicial (Vi).

18. Na andlise estatistica foi utilizada regressdo ndo linear para calcular os

valores de CCso e ICso. O one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de comparagdes
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multiplas de Newman foram usadas para determinar a significancia estatistica das
comparagdes entre os grupos nos estudos. Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando o valor de P < 0.05. Todas as analises foram

realizadas utilizando o programa Graph Pad Prism versao 5.01.

19. Inicialmente, macrofagos da linhagem J774 foram utilizados para a
determinagdo do CCso (concentragdo citotoxica de 50 %). Comparado com a violeta de
genciana (CCso = 4.2+0.6), uma molécula citotoxica de referéncia, os compostos
testados apresentaram baixa citotoxicidade, com valores de CCso superiores a 25 uM
(Tabela 1). Por conseguinte, concentragdes acima de 25 uM foram usadas nos

experimentos subsequentes.

Tabela 1: Efeito citotoxico dos derivados N'-(1H-indol-3-il)metileno)-2-

cianoacetohidrazona (LQIT/DT) sobre macrofagos J774

Compostos Concentragao citotoxica para 50 %
Células J774 (CCso) uM+E.P.M.

LQIT/DTO1 144.7+63
LQIT/DTO02 150.1+40
LQIT/DTO03 200+£22
LQIT/DT04 66+7.0

LQIT/DTO05 101+14
LQIT/DT06 78.5+11
LQIT/DTO07 145.5+£23
LQIT/DT08 69.4+17
LQIT/DT09 107421
LQIT/DT10 76.9+10
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Violeta de 4.2+0.6
genciana

Legenda: CCso— concentracao capaz de causar a perda da viabilidade
em 50% dos macrofagos

20. O ensaio de linfoproliferacdo permite indicar o percentual da inibicao da
proliferacdo de linfocitos ativados por concanavalina A, ou seja, quanto maior o
percentual de inibicdo, maior a atividade anti-inflamatoria através de uma acdo
imunossupressora. A tabela 2 apresenta os resultados do % de inibicdo da
linfoproliferagdo a 50 uM. E possivel destacar os derivados LQTI/DTO01, LQIT/DT02,
LQIT/DT07 e LQIT/DT09 que apresentaram valores de 62.7% (£ 3.5), 50.7% (£ 2),
52.2% (£ 1.8) e 52.4% (= 19.1) de inibi¢do, respectivamente, quando comparados a
dexametasona como controle positive (Medley - Brasil), que apresentou 74.6% (= 2.4)

de inibigao.

Tabela 2: Atividade inibitoria dos novos derivados N'-(1H-indol-3-il)metileno)-

2-cianoacetohidrazona (LQIT/DT) testados em ensaio de linfoproliferagao

% inibicdo linfoproliferagao

Composto +E.P.M. (50uM)
LQIT/DTOI 62.7 (£3.5)
LQIT/DT02 50.7 (+2)
LQIT/DTO3 15.4 (£ 0.3)
LQIT/DTO04 31 (= 1.8)
LQIT/DTO5 43.7 (£ 0.8)
LQIT/DTO06 12(=02)
LQIT/DTO07 522 (+1.8)
LQIT/DTOS 25.7 (+ 5.4)
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LQIT/DT09 52.4 (+19.1)
LQIT/DT10 1.8 (£0.2)
DEXA 74.6 (+ 2.4)

Os valores foram calculados utilizando concentragdes em triplicado
e foram realizadas trés experiéncias independentes. DEXA =
Dexametasona.

21. Para a avaliagdo in vivo foram utilizado o modelo experimental de edema de
pata induzido por carragenina. A inflamacdo induzida por carragenina ¢ um processo
bifasico. A fase inicial, até 2hs apds a injegdo do agente flogistico, ¢ determinada por
uma vasodilatacdo mediada pela liberagdo de medidadores como serotonina e histamina.
A fase tardia, até 6hs apoOs a inje¢ao da carragenina, ¢ mediada primariamente por
cininas, 6xido nitrico e prostaglandinas derivadas do recrutamento de neutréfilos. Como
exemplo observamos que o derivado N'-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)-2-
cianoacetohidrazona (LQIT/DTO1) apresentou uma atividade anti-inflamatoria
moderada nas doses de 30 e 60 mg/Kg, onde este foi capaz de suprimir o edema em

61,82 e 66,32 %, respectivamente apos 6h de inoculacdo da carragenina.

22. Ja a dose de 15 mg/Kg ndo causou inibicdo significativa do edema em
nenhum dos tempos avaliados. Outro exemplo seria o derivado N'-((1H-indol-3-
il)metileno)-2-cianoacetohidrazona (LQIT/DT02) que apresentou valores significativos
de inibicao do edema na pata dos camundongos, nas doses de 30 e 60 mg/Kg em todos
os tempos avaliados. Apo6s 1h, o N'-((1H-indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazona
(LQIT/DTO02) foi capaz de causar 88,87 % de inibi¢do e apos Shs, 100%, na dose de 30
mg/Kg. J& para a dose de de 60 mg/Kg, os melhores resultados foram encontrados apos
lh de administracdo (74,34 % de inibi¢do) e 6hs (92,53 % de inibi¢do). A dose de 15
mg/Kg apresentou melhor resultado apds 6hs de inoculagdo do agente flogistico (66,97
% de inibicdo). A indometacina, farmaco padrdo utilizado no experimento, também
apresentou resultados significativos em todos os tempos avaliados, destacando o tempo

2hs (72,43 % de inibicao) e 6hs (84,07 % de inibi¢ao). No entanto, o N'-((1H-indol-3-
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il)metileno)-2-cianoacetohidrazona (LQIT/DTO02) se apresentou com maior atividade

quando comparados ao controle positivo (Figura 4).
FIGURA 4

23. Na tabela 3 esses resultados indicam uma possivel a¢ao do N'-((1H-indol-3-
il)metileno)-2-cianoacetohidrazona (LQIT/DT02) tanto na inibicdo de aminas
vasoativas, impedindo a degranulacdo de mastocitos, quanto na fase celular inibindo a
migracao leucocitaria, dados que corrobaram com os resultados encontrados no ensaio

de linfoproliferacao.

Tabela 3. Percentual de inibi¢ao do edema na pata de camundongos ap6s a indugao pelo
agente flogistico carragenina e tratamento com os derivados N'-(1H-indol-3-
il)metileno)-2-cianoacetohidrazona (LQIT/DT). Os dados foram expressos como a

média + SE de 5 animais por grupo.

LQIT/DTO1 LQIT/DT02 Indometacina
Tempo 15 30 60 15 30 60 10 mg/Kg
mg/Kg | mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
l1h - 15,82 18,62 | 57,90%#* | 88,87#** | 74, 34%** 67,91+
2h 13,81 19,23 14,15 | 50,22%%% | 86,08%** | 64,34%** 72,43% %%
3h - 3,56 - 32,19 | 91,65%** | 58,24%* 60,04**

4h 14,40 40,52* 39,98 15,02 | 94,78%** | 55,74%** 49,92%*
5h 22,03 | 52,27%*% | 5543*** | 67,63 100%** | 84,62%** 75,83%**
6h 37,22 | 61,82%%* | 66,32%%* | 66,97*** | 100%** | 92 53%** 84,07%**

Os resultados foram considerados significativos quando *p<0,05 e ***p<0,001, determinados pela anélise

de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Bonferroni.

24. Na figura 3 (A) Representagdes dos diastereoisomeros E do derivado N'-
((1H-indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazona (LQIT/DTO02). (B) Representados os
Diagramas do tipo ORTEP-3 apresentando a numeragdo dos atomos do derivado N'-

((1H-indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazona (LQIT/DT02) e seu empacotamento.
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REIVINDICACOES

1. DERIVADOS INDOLICOS-N-ACIL-HIDRAZONAS ANTI-
INFLAMATORIOS E ANALGESICOS, caracterizada por conter a sintese de dez
derivados ((1H-indol-3-il)metileno)-N-acilhidrazonas, como insumos farmacéuticos
ativos; estes derivados sdo quimicamente denominados: N'-((5-bromo-1H-indol-3-
il)metileno)-2-cianoacetohidrazona  (LQIT/DTO01);  N'-((1H-indol-3-il)metileno)-2-
cianoacetohidrazona  (LQIT/DT02);  2-ciano-N'-((5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-

acetohidrazona (LQIT/DTO03); 2-ciano-N"-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)-
acetohidrazona (LQIT/DT04);, 2-ciano-N'-((5-metoxi- 1 H-indol-3-il)metileno)-
acetohidrazona (LQIT/DTO05); N'-((1H-benzo[g]indol-3-il)metileno)-2-
cianoacetohidrazona  (LQIT/DT06);  2-ciano-N'-((7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-
acetohidrazona (LQIT/DTO07); 2-ciano-N'-((5-ciano-1 H-indol-3-il)metileno)-
acetohidrazona (LQIT/DTOS); N'-((1H-pirrol[2,3-b]piridina-3-il)metileno)-2-

cianoacetohidrazona (LQIT/DT09) e 2-ciano-N'-((5-cloro-1H-indol-3-il)metileno)-
acetohidrazona (LQIT/DT10).

2. DERIVADOS INDOLICOS-N-ACIL-HIDRAZONAS ANTI-
INFLAMATORIOS E ANALGESICOS, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizada por ter compostos N-((1H-indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazonas,
denominados através de analise por cristalografia de raios-X de conformagao
diastereoisomérica E, testados em modelos experimentais inflamatorios in vitro e in
vivo que permitiram observar que houve uma inibi¢ao 1h de administragdo - 74,34 % de
inibicdo e 6hs - 92,53 % de inibi¢do nas doses testadas nas concentragdoes 30 ¢ 60

mg/Kg.

3. DERIVADOS INDOLICOS-N-ACIL-HIDRAZONAS ANTI-
INFLAMATORIOS E ANALGESICOS, de acordo com a reivindicagdes 1 ¢ 2,
caracterizada pelos compostos N-((1H-indol-3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazonas
serem utilizados individualmente ou em combinacdo com outros agentes uso
analgésicos, anti-inflamatérios para fins de tratamento de processos inflamatdrios em
humano e /ou animais.

4. DERIVADOS INDOLICOS-N-ACIL-HIDRAZONAS ANTI-
INFLAMATORIOS E ANALGESICOS, de acordo com a reivindicagdes 1 a 3,

caracterizada para producdo de preparagdes farmacéuticas e/ou veterinarias sob a forma
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de: pos, granulos, comprimidos, comprimidos revestidos, capsulas, solugdes orais e/ou
injetaveis, pomadas, cremes, elixires, xarope, emulsoes, suspensdes, logdes, emplastos,
géis, sistemas de liberagdo controlada como micro e nanocapsulas, micro e
nanoparticulas, complexos de inclusdo, micro e nanoemulsoes, lipossomas e hidrogéis,

juntamente com um ou mais adjuvantes e/ou veiculos.
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Figura 4
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RESUMO

DERIVADOS INDOLICOS-N-ACIL-HIDRAZONAS ANTI-INFLAMATORIOS
E ANALGESICOS

A presente invencao se refere a moléculas ativas sobre processos inflamatorios. Mais
especificamente, as moléculas da presente inven¢ao referem-se a derivados N-((1H-indol-
3-il)metileno)-2-cianoacetohidrazonas, os quais através de andlise por cristalografia de
raios-X podemos confirma a maior estabilidade dos derivados formados que apresentam
diastereoisomeria E. Os testes em modelos experimentais inflamatorios in vitro € in vivo
permitiram observar que houve uma inibi¢do 1h de administragdo - 74,34 % de inibicao
e 6hs - 92,53 % de inibi¢do nas doses testadas nas concentragdes 30 e 60 mg/Kg. Esses
resultados obtidos em modelos in vitro e in vivo colocam os derivados N-((1H-indol-3-
il)metileno)-2-cianoacetohidrazonas e seus sais como candidatos a novos agentes anti-

inflamatérios e analgésicos.
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