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RESUMO

Neste trabalho foi realizado a avaliacéo da atividade antinocieptiva e anti-inflamatoria
de duas séries de derivados N-acilidrazonas (NAH) racionalmente planejadas e sintetizados
pelo LASSBIio® da UFRJ. A primeira serie é formada de 4 compostos, sendo 2 complexos
metalicos gerados a partir da coordenacdo dos prototipos LASSBio0-466 e LASSBi0-1064 e 2
prototipos LASSBio-466 e LASSBIi0-1064. A segunda série formada por 8 derivados,
desenhados como analogos estruturais do piroxicam. Foram realizados modelos funcionais de
nocicep¢do quimica (contorcdo abdominal induzida por &cido acético 0,1N, ensaio de
formalina), nocicepcdo térmica (ensaio da placa quente), ensaio de migracdo celular
(peritonite induzido por zymosan A e/ou induzido por carragenina) ensaio de avaliacdo de
inibicdo da COX-1/COX-2. Todos os compostos e padrdes foram administrados 40 min antes
do inicio ensaio (vo) na dose de 100 umol/kg. Na primeira série, a constri¢cdo animal induzida
por acido acético foi inibida por todos os compostos estudados, destacando-se o
[Zn(LASSBIi0-466)H,0], e H,LASSBIi0-1064 que inibiram (p<0,01) em 82,7% (p<0,01) e
81,3% (p<0,01) o numero de contor¢des, enquanto o farmaco-padrdo (dipirona) inibiu em
77,7% (p<0,01). Na primeira fase do ensaio de formalina o H,LASSBi0-1064 e H,LASSBIo-
466 reduziram o tempo de laténcia de lambida em 53,1% (p<0,05) e 46,5% p<0,01),
respectivamente. Ja na segunda fase do ensaio os compostos H,LASSBio-1064 e
[Zn(LASSBI0-466) H,0], reduziram o tempo de laténcia de lambida em em 48,5% (p<0,05) e
37,3% (p<0,05), respectivamente. Todos 0s compostos mostraram niveis de inibicdo da
peritonite induzida por zymosan comparaveis ou superiores a indometacina (farmaco padréo).
Na segunda série, 0s compostos mostraram-se ativas no ensaio de contor¢cdes abdominais
induzida por acido acético destacando-se 0 LASSBIi0-1638, LASSBi0-1639 e LASSBi0-1604
que inibiram as contor¢fes abdmoniais em 84,0% (p<0,01), 82,7% (p<0,01) e 90,4%
(p<0,01), respectivamente, ao passo que o piroxicam (fairmaco padrdo) inibiu em 95,4%
(p<0,01). No teste de formalina, apenas LASSBIi0-1617 inibiu significativamente a atividade
nociceptiva na primeira fase em 58,2% (p <0,01). Na segunda fase o LASSBio-1637,
LASSBI0-1638 inibiram a atividade nociceptiva em 60,0% (p <0,05), e 54,2% (p <0,05),
respectivamente, e o piroxicam inibiu em 53,9% (p <0,01). Em modelos de inflamacédo aguda,
0s compostos apresentaram atividade inibitoria sobre a migracao celular semelhante ou maior
que o piroxicam. No ensaio de peritonite aguda induzida por carragenina 0s compostos
LASSBIi0-1604, LASSBIi0-1637, LASSBIi0-1638 e LASSBIi0-1639 inibiram a migracdo
celular em 74,2% (p<0,01), 73,2% (p<0,01), 77,6% (p<0,01) e 81,8% (p<0,01),
respectivamente, ao passo que o piroxicam inibiu 25,5% (p<0,01). Os compostos LASSBio-
1637, LASSBIi0-1638 e LASSBIi0-1639 destacaram-se no ensaio de peritonite aguda induzida
por zymosan A, inibindo a migracdo celular em 78,6% (p<0,01), 81,2% (p<0,01) e 82,7%
(p<0,01), mostrando-se, nesse ensaio, mais ativos que o piroxicam (57,3%). LASSBio0-1604 e
LASSBI0-1617 inibiram a enzima COX in vitro, apresentando, respectivamente, valores de
CI50 de 0,22 M e 0,28 M para inibicdo de COX-1 e 0,24 M e 0,26 M para inibi¢do de COX-2.
Os resultados da avaliacdo farmacologica sugerem que, na primeira série, a coordenagdo do
zinco (1) é uma boa estratégia para melhorar a atividade antinociceptiva do composto
H,LASSBIi0-466 associada a dor inflamatoria, e na segunda série, que todos compostos
apresentam atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria semelhantes ou superiores ao
piroxicam.

Palavras-Chaves: N-acilidrazonas. Anti-inflamatdrio. Estrutura privilegiada. Avaliagao
Farmacologica. Piroxicam. Complexos de Zinco (11).



ABSTRACT

This work was conducted to evaluate the activity anti-inflammatory and antinocieptive
two series of derivatives of N-acilidrazonas (NAH) rationally designed and synthesized by
LASSBio® UFRJ. The first series consists of four compounds, being two metal complexes
generated from the coordination of prototypes LASSBi0-1064 and LASSBIio0-466 and second
prototype LASSBIi0-1064 and LASSBIio0-466. The second series comprised eight derivatives,
designed as structural analogues of piroxicam. Were performed nociception models of
functional chemical (writhing induced by acetic acid 0.1 N, formalin test), thermal
nociception (hot plate test), cell migration assay (peritonitis induced by zymosan A and / or
induced by carrageenin) assay evaluation of inhibition of COX-1/COX-2. All compounds and
standards were administered 40 min before starting the test (p.o) at a dose of 100 mmol / kg.
In the first series, Animal constriction induced by acetic acid was inhibited by all the
compounds studied, highlighting the [Zn(LASSBi0-466)H20]2 and H2LASSBIi0-1064 that
inhibited (p<0.01) at 82.7 % (p<0.01) and 81.3% (p<0.01) the number of writhes, as the
standard drug (dipyrone) inhibited 77.7% (p<0.01). In the first phase of the formalin test
H2LASSBI0-466 and H2LASSBIi0-1064 reduced the latency time to lick 53.1% (p < 0.05)
and 46.5% (p<0.01), respectively. In the second phase of the test compounds H2LASSBIo-
1064 and [Zn(LASSBIi0-466)H20]2 reduced the latency time to lick at 48.5% (p<0.05) and
37.3% (p<0.05), respectively. All compounds showed levels of inhibition of peritonitis
induced by zymosan comparable or superior to indomethacin (drug standard). In the second
series, the compounds were active in the assay of writhing induced by acetic acid highlighting
the LASSBIi0-1638, LASSBIi0-1604 and LASSBIi0-1639 inhibited the contortions that
abdmoniais in 84.0% (p<0.01), 82.7% (p< 0.01) and 90.4% (p< 0.01), respectively, whereas
piroxicam (drug standard), inhibited by 95.4% (p<0.01) . In the formalin test, only LASSBio-
1617 significantly inhibited the nociceptive activity in the first stage by 58.2% (p<0.01). In
the second phase the LASSBIi0-1637, LASSBIi0-1638 inhibited the nociceptive activity in
60.0% (p<0.05) and 54.2% (p<0.05), respectively, and piroxicam inhibited 53.9 % (p<0.01).
In models of acute inflammation, the compounds showed inhibitory activity against cell
migration similar to or greater than the piroxicam. In the trial of carrageenan-induced acute
peritonitis compounds LASSBio-1604LASSBIi0-1637, LASSBIi0-1638 and LASSBi0-1639
inhibited cell migration by 74.2% (p< 0.01), 73.2% (p<0.01), 77.6% (p< 0.01) and 81.8% (p <
0.01), respectively, where as piroxicam inhibited by 25.5% (p<0.01). The compounds
LASSBI0-1637, LASSBI0-1638-1639 and LASSBio highlighted in the testing of acute
peritonitis induced by zymosan A, inhibiting cell migration in 78.6% (p<0.01), 81.2% (p <
0.01) and 82.7% (p < 0.01), showing that, in this essay, more active than piroxicam (57.3%).
LASSBIi0-1604 and LASSBIio0-1617 inhibited the enzyme COX in vitro, presenting,
respectively, IC50 values of 0.22 M and 0.28 M for inhibition of COX-1 and 0.24 M and 0.26
M for inhibition of COX-2. Pharmacological Evaluation results suggest that in the first series,
the coordination of zinc (I1) is a good strategy to improve the antinociceptive activity of the
compound H2LASSBIi0-466 associated with inflammatory pain, and in the second series, all
compounds exhibit antinociceptive and anti-inflammatory similar or superior to piroxicam.

Keywords: N-acylhydrazones. Privileged structure. Anti-inflammatory.  Piroxicam.
Pharmacological Evaluation. Complexes of Zinc (I1).
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor

A dor é uma sensacdo necessaria a vida. Ela nos ensina a evitar situagdes danosas,
desencadeando reflexos para que ocorra a retirada do corpo ou parte dele para longe do
estimulo nocivo, além de induzir a manter em repouso regiGes lesionadas (JULIUS;
BASBAUM, 2001). Reforcando a importancia da sensacdo dolorosa, sabe-se que pacientes
insensiveis a dor apresentam baixa expectativa de vida, bem como, vivem em constante
perigo de autodestruicdo (BEAR; PARADISO, 2006). Sendo a dor uma sensa¢do fundamental
para a sobrevivéncia, quando persistente provoca sofrimento e rea¢cdes emocionais negativas,
reduzindo a qualidade de vida do individuo (CHAPMAN; GAVRIN, 1999; JULIUS;
BASBAUM, 2001).

A dor constitui um importante sistema de alarme do organismo para sinalizar a
ocorréncia de um dano tecidual, sendo inclusive um dos cinco sinais cardinais da resposta
inflamatoria. A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (International Associaton for
the Study of Pain, IASP) definiu dor como sendo “uma experiéncia sensorial e/ou emocional
desagradavel, associada ou nao ao dano potencial dos tecidos” (TRACEY; MANTYH, 2007).
Segundo Hunt e Mantyh (2001) a dor € uma sensacdo necessaria a sobrevivéncia e a
manutencdo da integridade do organismo, mas a dor persistente ou cronica pode resultar em
sintomas secundarios tais como ansiedade, depressdo e principalmente a diminuicdo da
qualidade de vida (HUNT; MANTYH, 2001).

A dor possui dois componentes principais: 0 componente sensorial e 0 componente
afetivo/emocional. O componente sensorial que corresponde ao mecanismo neurofisiologico
permite por meio da ativacdo de receptores, a transmissao e interpretacdo do estimulo nocivo,
que em geral, é forte o suficiente para produzir lesdo tecidual. O componente emocional
corresponde a percepcdo do estimulo doloroso pelo individuo, que é seguido pela tomada de
consciéncia e pela reacdo a dor. E uma resposta afetiva a percepcdo do estimulo doloroso
(RAMADABRAN; BANSINATH, 1996).
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Existem vérios critérios utilizados na classificacdo da dor, sendo a duragdo da
sensacao dolorosa aquele mais utilizado. Dessa forma, a dor pode ser classificada como aguda
ou transitoria (passageira) ou cronica. A dor transitoria é caracterizada por ativacdo de
nociceptores da pele e de outros tecidos. A dor ocorre na auséncia de qualquer dano tecidual,
ela tem curta duracdo e dissipa-se em poucos segundos ou minutos sem a necessidade de
terapia farmacoldgica. Provavelmente sua funcdo € proteger o individuo de um possivel dano
tecidual. A dor aguda estd relacionada a algum estimulo nocivo com substancial lesdo
tecidual (traumas, intervengdes cirargicas e algumas doencas), estando associadas a
estimulacdo direta de nociceptores, conexdes nervosas no sistema nervoso central (SNC) e
sistema nervoso autdbnomo (SNA). Esta pode persistir por dias ou poucas semanas e
desaparece quando ocorre recuperacdo da lesdo, tendo como funcéo bioldgica de preservacéo,
da integridade e da defesa corporal, pois denota uma lesdo ou iminéncia de lesdo tecidual
(LOESER; MELZACK, 1999; MILLAN, 1999; CARR; GOUDAS, 1999). A dor croénica
pode ser gerada por processos inflamatérios crdnicos ou ocorrer sem estimulo precipitante.
Esse tipo de dor difere substancialmente da dor aguda em relacdo a sua persisténcia (manter-
se apos a recuperacdo tecidual), alteracfes adaptativas, tais como a neuroplasticidade em
varios niveis do sistema nervoso, o que a torna de dificil tratamento perante a utilizacdo de
farmacos (BARROS et al., 2006; BESSON, 1999).

Quanto a sua origem, a dor pode ser classificada em: nociceptiva, neurogénica,
neuropatica, psicogénica e inflamatdria. A dor nociceptiva deve-se a estimulagdo excessiva
dos nociceptores localizados na pele, visceras e outros tecidos. A dor neurogénica reflete dano
de tecido neuronal na periferia ou no SNC. Quando ocorre disfuncdo ou dano de um nervo ou
grupo de nervos, resultando em quadro algico, denomina-se dor neuropéatica. No entanto,
quando a dor ndo é proveniente de fonte somaética identificavel e pode refletir fatores
psicolégicos, diz-se dor psicogénica (MILLAN, 1999). Por fim, na dor inflamatoria, ocorre
significativo dano tecidual, com dor geralmente mais persistente e acompanhada de
inflamacéo. Nestas circunstancias, geralmente ocorre quadro de hipersensibilidade causado
pela ativacdo e sensibilizacdo dos nociceptores periféricos por mediadores quimicos,
produzidos pela lesdo tecidual e pela inflamacéo (DRAY, 1997; GUGINSKI, 2008).

Os receptores especificos para a dor estdo localizados nas terminacdes de fibras
nervosas Ad e C, que quando ativados, sofrem alteragdes na sua membrana, permitindo a
deflagragdo de potenciais de acdo. As terminagdes nervosas das fibras nociceptivas Ad e C

(nociceptores) sdo capazes de traduzir um estimulo agressivo em estimulo elétrico, que sera
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transmitido até o sistema nervoso central e interpretado no cortex cerebral como dor. As fibras
AJ sdo mielinizadas e as fibras C ndo sdo mielinizadas e possuem a capacidade de transmitir
estimulos dolorosos em diferentes velocidades. As fibras Ad, em funcdo da presenca da
bainha de mielina, transmitem o estimulo doloroso de forma rapida e bem localizada, ou
sinais de dor aguda pulsétil, designada dor primaria, enquanto as fibras C sdo responsaveis
pela transmissdo lenta da dor, também chamada de queimacéao persistente ou dor secundaria
(ROCHA et al., 2007; BASBAUM et al., 2009). Estas fibras fazem sinapse em um neur6nio
de segunda ordem no corno dorsal da medula espinhal (Figura 1). O neurdnio de segunda
ordem cruza a medula espinhal até a porcdo contralateral e ascende pelo trato espinotalamico
até alcancar o tadlamo. No talamo, neurdnios de terceira ordem sdo ativados, levando a
informacdo do estimulo doloroso até o cortex somatossensorial, onde ocorre a percep¢do da
dor (Figura 1) (VANDERAH, 2007).

Figura 1- As fibras aferentes primarias (C e Ad) que inervam as regioes periféricas transmitem
o impulso nociceptivo até as Iaminas do corno dorsal da medula. Tratos aferentes que partem do
corno dorsal e conduzem a informacéo aos centros de processamento cerebrais

Giro pos-central

4

=
Ly

Vias Ascendentes

‘l Talamo

[ l Medula Esplnhal

Fonte: MACHADO, 1988.
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Foram descritas varias moléculas de transducdo da nocicepgdo, como por exemplo, a
familia dos receptores de potencial transitério (TRP), que participa na geracdo de sensacGes

dolorosas evocadas por estimulos quimicos, térmicos e mecanicos.

O receptor de potencial transitério vanildide 1 (TRPV1) foi o primeiro descrito como
receptor polimodal ativado por trés estimulos dolorosos: compostos vaniloides (capsaicina,
resiniferatoxina), calor nocivo (> 43 °C) e pH baixo (< 5,9). Também foi reportado que o
TRPV1 ¢ ativado pela canfora, alicina, 6xido nitrico (NO), toxinas de aranha e mediadores
lipidicos como endocanabindides (anandamida) e produtos da lipoxigenase (leucotrieno B4,
LTB4); potencializado pelo etanol, nicotina e citocinas pré-inflamatérias e modulado por
cations extracelulares (CHENG; JI, 2008; PATAPOUTIAN; TATE; WOOLF, 2009;
LEVINE; ALESSANDRI-HABER, 2007; CATERNIE et al., 1997; TOMINAGA et al.,
1998).

Outra familia que participa da transducdo da nocicepcdo é a dos canais idnicos
sensiveis ao acido (ASICs), que sdo canais de cations insensiveis a voltagem (PETROFF et
al.,, 2008). Os ASICs sdo ativados por protons extracelulares e modulados pela PKC
(KRISHTAL; PIDOPLICHKO, 1980; BARON et al., 2002). Alguns estudos demonstraram
que a expressao de ASICs é aumentada por mediadores pré-inflamatérios, como fator de
crescimento neural (NGF), serotonina, interleucina 1 (IL-1) e bradicinina (VOILLEY et al.,
2001; MAMET et al., 2002).

Em muitas condicBes patoldgicas, a lesdo tecidual (causa imediata da dor), leva a
liberacdo local de diversos mediadores quimicos, como substancia P (SP), histamina,
serotonina, bradicinina e prostaglandinas (PGs), que véo atuar sobre 0s nociceptores nas
fibras nervosas tipos Ad e C, ativando-0s diretamente ou aumentando a sua sensibilidade a
outras formas de estimulos (RIBEIRO; SCHIMIDT; SCHMIDT, 2002; KRAYCHETE;
CALASANS; VALENTE, 2006). Isto gera potenciais que levam a liberacdo de
neurotransmissores como SP, glutamato, acido gama aminobutirico e peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP), no corno dorsal da medula espinhal (MARCON, 2009).

Esses neurotransmissores ativam neurdnios de segunda ordem e o sinal nociceptivo
ascende para regides do sistema limbico principalmente para o talamo. Em resposta a
estimulacdo nociceptiva ascendente, ocorre ativacdo de algumas vias descentes de controle da
nocicepgado, culminando na liberagdo de noradrenalina e encefalinas na regido do corno dorsal
medular, modulando o sinal nociceptivo (BASBAUM et al., 2009).
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Figura 2- Ativacao dos neurdnios nociceptivos.
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Fonte: Adaptado de JULIUS; BASBAUM, 2001.

1.2 Processo inflamatorio

A inflamacdo é um processo fisiolégico que consiste na resposta organica diante de
lesdo tissular ou infeccdo, envolvendo uma acdo coordenada entre o sistema imunoldgico e o
tecido no qual ocorreu a lesdo (COTRAN; KUMAR; COLINS, 2006). Este processo pode ser
encarado como um mecanismo de defesa do organismo, promovendo 0s processos de
reparacdo, com a cicatrizacdo e a regeneracdo do tecido afetado (TIZZARD, 2002).
Entretanto, apesar de extremamente necessario, esse processo pode em determinadas

situacgdes, se exacerbar, levando a efeitos deletérios (BRUNTON et al., 2012).

Clinicamente o processo inflamatério é caracterizado por cinco sinais classicos:
sensacdo de dor, calor, rubor, edema e consequentemente perda da funcdo do tecido (Figura
3). A inflamacdo pode ser referida como uma cascata que envolve uma sequéncia de eventos,

como dilatacdo de vénulas e arteriolas, aumento na permeabilidade e no fluxo sanguineo,
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infiltracdo de leucdcitos para o local da lesdo, extravasamento de proteinas plasmaéticas,
prejuizo tecidual por atividade de proteases e espécies reativas de oxigénio, necrose e
apoptose, além da liberacdo de inumeros mediadores pré-inflamatérios (HUERRE;
GOUNON, 1996; VIVIER; MALISSEN, 2005).

Figura 3- llustracéo grega dos cinco sinais da inflamacg&o: calor, rubor, tumor, dor e perda de
funcgéo.
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Fonte: llustragdo médica da faculdade de medicina de St Bartholomeu.

As inflamagdes podem ter curso agudo ou crénico. A inflamac¢do aguda é uma
resposta rapida a um agente nocivo encarregado de levar mediadores da defesa do hospedeiro
(leucécitos e proteinas plasmaéticas) ao local da lesdo. Esta possui trés componentes
principais: (1) alteracbes no calibre vascular, que levam a um aumento no fluxo sanguineo;
(2) alteragdes estruturais na microcirculacdo, que permitem que proteinas plasmaticas e
leucocitos deixem a circulacdo; (3) imigracdo dos leucocitos da microcirculagéo, seu acimulo
no foco de lesdo e sua ativacdo para eliminar o agente nocivo (KUMAR; ABBAS; FAUSTO,
2005).

A inflamacéo crénica € aquela na qual, devido a persisténcia do agente inflamatorio
(microrganismo), exposicdo prolongada a agentes toxicos (p.ex. tabagismo) ou aparecimento
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de fendmenos autoimunitarios, o processo se mantém por tempo maior. Embora ndo existam
critérios rigidos, considera-se crénico o processo inflamatorio que dura mais de 6 meses.
Neste, os sinais tipicos de inflamacdo (eritema e edema) podem ndo ser aparentes.
Microscopicamente caracteriza-se pela presenca de exsudato celular de mononucleares
(macroéfagos e linfocitos) e fendmenos alternativos ao lado de areas de regeneracdo e/ou de
reparacdo. Por exemplo, em uma hepatite viral cronica, esse conjunto de achados é bem
evidente: regides de necrose, com exsudato de linfécitos e macrofagos, e areas de fibrose, de
extensdo variavel (PEREIRA, 2011a).

O principal fenébmeno celular do processo inflamatdrio consiste na migracdo de
leucdcitos para o sitio da lesdo. A passagem dos leucdcitos do compartimento vascular para o
tecido extravascular e guiada por interacGes adesivas especificas entre os leucécitos e as
células endoteliais. A sequéncia de eventos neste processo envolve marginacdo e captura dos
leucdcitos livres circulantes do limen vascular; rolamento, ativacdo, adesao firme e extensdo
na superficie do endotélio; passagem através da barreira das células endoteliais ou diapedese e
transmigracdo (Figura 4). Ao alcangarem o foco, estas células tornam-se ativadas e tentam
eliminar o patdgeno liberando o conteudo tdxico de seus granulos, os quais incluem espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS), proteinases, catepsinas, elastases, mieloperoxidase,
entre outros (MEDZHITOV, 2008; PEREIRA, 2011a).

O recrutamento leucocitario é induzido pela ativacdo da monocamada de células
endoteliais por sinais teciduais, que levam a expressao de moléculas de adesdo e a secrec¢do de
mediadores inflamatérios pelo endotélio. Os principais grupos de moléculas de adesdo sdo as
selectinas (E, P e L-selectinas) que medeiam a adesdo fraca, acompanhada de rolamento e, em
seguida, a adesdo firme dos leucdcitos, fendbmeno mediado por imunoglobulinas e f-2-
integrinas presentes na superficie dos leucdcitos. Posteriormente a adesdo firme, segue-se a
ligacdo estavel mediada por imunoglobulinas, principalmente molécula de adesdo
intercelular-1, moléculas de adesdo intercelular-2 e molécula de adesdo de célula endotelial e
plaquetas que estdo presentes no endotélio, denominadas de B-2-integrinas (WAGNER,;
ROTHE, 2000; COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2006)
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Figura 4- Sequéncia de eventos no recrutamento leucocitério. Sinais liberados por macro6fagos
teciduais induzem o endotélio expressar moléculas de adesdo e a secretar mediadores
inflamatérios, levando a captura de leucdcitos circulantes, rolamento, ativacao, adesao extenséo,
diapedese transendotelial e migracgéo.

Rolamento

. L-selectina Parede
—— Vascular
- N
Evely (¢
> : Diapedese

S
Neutréfilo *

Sialyl-LewisX

Substancias liberadas " : ;
por bactérias e tecidos Lipopolissacarideos,
IL-1, e TNF-alfa

C3aCha,
quimiocinas,
hitamina,
prostaglandinas

@’ y o > e leucotrienos
ﬂ Fagocitose e destruigido de ;
bactérias

Fonte:WALZOG & GAEHTGENS, 2000.

O recrutamento das células inflamatorias para os locais da lesdo envolvem, além das
moléculas de adesdo, as interacdes combinadas de varios tipos de mediadores sollveis
(originados do plasma, das células ou dos tecidos lesionados) que atuam sinergicamente para
sinalizar danos locais ou sistémicos, além de desempenharem funcgdes especificas pro- ou
anti-inflamatorias (PEREIRA, 2011a)

Os mediadores inflamatérios podem ser classificados de acordo com suas
caracteristicas bioquimicas em: aminas vasoativas (histamina e serotonina); peptideos
vasoativos, fragmentos de componentes do complemento, mediadores lipidicos, oxido nitrico
(NO), citocinas, quimiocinas e enzimas proteoliticas (MEDZHITQV, 2008).

A histamina encontra-se distribuida por todos os tecidos, sendo a principal fonte os
mastocitos que estdo normalmente presentes no tecido conjuntivo e proximos aos vasos
sanguineos. Também pode ser encontrada nos basoéfilos e plaquetas do sangue. No processo
inflamatorio a histamina é liberada pela desgranulagdo dos mastocitos promovida por diversos

estimulos, incluindo: lesdo fisica (trauma, frio ou calor); reacGes imunolégicas envolvendo a
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ligagdo de anticorpos aos mastdcitos; pelos fragmentos de anafilatoxinas (C3a e Cb5a);
proteinas leucocitarias que liberam a histamina; neuropeptidios (substancia P); citocinas (IL-
1, IL-18) e fator de crescimento nervoso (NGF). Além disso, desempenha um papel central na
hipersensibilidade imediata e nas respostas alérgicas (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Uma vez liberada, a histamina age na microcirculacdo em receptores H1 e H2,
produzindo vasodilatacdo em arteriolas e vénulas, aumento da permeabilidade vascular, com
consequente extravasamento de liquido e proteinas para os tecidos perivasculares e formacéao
de edema, componentes essenciais na formacdo e cronificagdo do processo inflamatdrio
(CARVALHO; LEMONICA, 1998).

A serotonina € o segundo mediador vasoativo pré-formado, possuindo acgdes
semelhantes as da histamina. Esta presente nas plaquetas e nas células enterocromafins e, em
roedores, também nos mastocitos. Sua liberacdo é estimulada quando as plaquetas se agregam
apos contato com colégeno, trombina, difosfato de adenosina (ADP) e complexo antigeno-
anticorpo. Também sdo estimuladas pelo fator ativador plaquetario (PAF), proveniente dos
mastocitos durante reacGes mediadas por IgE, resultando em aumento da permeabilidade
durante reacGes imunolédgicas (COTRAN; KUMAR; COLINS, 2006; RANG et al., 2011).

O sistema complemento (SC) é o principal mediador humoral do processo
inflamatorio junto aos anticorpos (CLIMENI et al., 2009; BARRINGTON et al., 2001). A
ativacdo do complemento libera as anafilatoxinas C3a e Cb5a envolvidas nos processos
inflamatdrios agudos causando atracdo e ativacdo de células (neutrofilos, mondcitos,
eosinofilos e basofilos). Estes peptideos se ligam a receptores especificos presentes na
superficie de vérios tipos celulares, desencadeando respostas como a estimulacdo da liberacéo
de histamina pelos mastdcitos, aumentando, assim, a permeabilidade vascular e causando a
vasodilatacdo, migracdo celular (C5a) e ativacdo e atracdo de leucdcitos do sangue para
tecidos alvos (C5a). O Cba também ativa a via das lipoxigenases do metabolismo do acido
araquidénico nos neutréfilos e mondocitos, causando liberacdo de mais mediadores
(DAMERON, 1987; LANDI-LIBRANDI; ASSIS-PANDOCHI, 2008).

As cininas sdo potentes peptideos vasoativos e espamogénicos que influenciam varios
processos fisiologicos e patoldgicos. Elas ativam células endoteliais, levando a vasodilatacéo,
aumentando a permeabilidade vascular e estdo envolvidas na ativagdo do ativador tecidual de
plasminogénio (t-PA), liberacdo de dxido nitrico (NO) e mobilizacdo do &cido araquidonico.

Assim, participam da regulacdo da pressdo sanguinea, das funcdes renais e cardiacas e de
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processos patolégicos, como o processo inflamatério (MOREAU et al., 2005). Elas tém meia
vida no plasma de 15 segundos apenas, e aproximadamente de 80 a 90% das cininas podem
ser destruidas em uma Unica passagem pelo leito vascular pulmonar. E dificil mensura as
concentracdes plasmaticas de bradicinina porque a inibicdo inadequada das cininases
sanguineas pode levar a formac&o de artefatos ou & degradagéo da bradicinina durante a coleta
do sangue (NOGUEIRA, 2011).

Outro mediador importante no processo inflamatdrio é o éxido nitrico, que é um géas
soltvel derivado do metabolismo da L-arginina por da agdo da enzima 6xido nitrico sintase
(NOS), que pode ser encontrada em trés isoformas, endotelial (eNOS) e neuronal (NNOS),
gue sdo constitutivamente expressas, e a forma induzida (iNOS), que é produzida apds a
ativacdo de leucdcitos em condicBes inflamatérias (VALLANCE; CHAN, 2001). Séo
inimeras as funcBes do NO, dentre as quais: vasodilatagdo dependente do endotélio,
citotoxicidade mediada por macrofagos, regulacdo da pressdo sanguinea, transmissdo
sinaptica e muitas outras. Entretanto sua principal funcdo é o controle da adesdo dos
elementos sanguineos ao endotélio, diminuindo a permeabilidade vascular. Apesar de tantos
beneficios 0 NO ndo deve estar em excesso no organismo, pois uma elevacdo dos niveis
normais causa prejuizo as células saudaveis, estando este mecanismo presente na maioria dos
processos inflamatorio e doencas auto-imunes (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002; BARRETO
et al., 2005).

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, hidrossoluveis,
sintetizados e liberados por vérios tipos de células (principalmente linfécitos e macréfagos,
mas também células do endotélio, epitélio e tecido conjuntivo) durante 0 processo
inflamatério (OLIVEIRA et al.,, 2011). A maioria das citocinas se liga a receptores
especificos, ativando mensageiros intracelulares que regulam a transcricdo génica. Dessa
forma, as citocinas influenciam na resposta imunoldgica celular, assim como regulam a
producdo e a atividade de outras citocinas, que podem aumentar (pro-inflamatérias) ou

atenuar (anti-inflamatdrias) a resposta inflamatéria (OLIVEIRA et al., 2011).

O TNF e a IL-1 sédo as duas principais citocinas que participam do processo
inflamatdrio. A IL-1 é produzida por macr6fagos e mondcitos, assim como por células ndo
imunoldgicas, tais como fibroblastos e células endoteliais ativadas durante lesdo celular,
infeccéo, invasédo e inflamagdo (ZHANG; AN, 2007; WOLF et al., 2008). Estimulos fisicos,

qguimicos e imunolégicos, diversos tipos de células como mondcitos e macrofagos, sédo
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capazes de produzir e secretar 0 TNF-a. .O TNF-a participa de varios eventos inflamatorios,
como a ativacdo de neutrdfilos e consequente desgranulagdo, producdo de intermediarios
reativos de oxigénio, aumento da citoxicidade para certos patdgenos e aumento da atividade
fagocitica, quimiotaxia dessas células e de mondcitos, bem como o aumento da expresséo de
moléculas de adesdo P selectina, E-selectina e ICAM-1. Além disso, 0 TNF-o estimula a
producdo de PGE_, de citocinas como a IL-1 e IL-6 (por células endoteliais e macrdfagos) e
de IFNy por linfécitos T (FERNANDES, 2008).

As quimiocinas sdo definidas como citocinas quimioatraentes que controlam a
migracdo de leucdcitos, funcionando como coordenadores de trafego celular durante reagdes
imunoldgicas e inflamatdrias. As quimiocinas sdo induzidas por citocinas (TNF-o e IL-1p)
espécies reativas de oxigéncio, pela ativacdo de NF-kB e pela via de sinalizagdo dos
receptores Toll (AKCAY; NGUEYN; EDELSTEIN, 2009). De modo geral, as quimiocinas
atuam por meio de receptores acoplados a proteina G, cuja expressdo alterada tem
implicacdes nas escleroses mudltiplas, no cancer e em algumas doencas cardiovasculares
(RANG et al., 2011).

O é&cido araquidénico (AA), também chamado de eicosanoides, um acido graxo
poliinsaturado derivado da dieta ou da conversdo do acido graxo essencial acido linoleico, é
clivado dos fosfolipidios de membrana pela acdo da fosfolipase A2 (PLAZ2). Duas classes
principais de enzimas sdo responsaveis pela sintese dos metabolitos do AA: as
ciclooxigenases (COXs), que sintetizam as prostanoides (PGE2, PGD2, PGF2a, PGI2 e
TXA4) e as lipoxigenases (LOX-5, LOX-12 e LOX-15) que produzem os leucotrienos
(LTA4, LTB4, LTC4, LTD4) e as lipoxinas (CARVALHO, 2011).

Atualmente sdo conhecidas trés isoformas da enzima cicloxigenase sendo estas a
COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-1 é expressa constitutivamente na maioria das células, é
considerada a fonte predominante, mas ndo exclusiva dos prostandides necessarios a funcdes
rotineiras, como a citoprotecdo do epitélio gastrico, agregacdo plaquetaria, homeostase
vascular e manutencdo do fluxo sanguineo renal. Essa isoforma esta associada a producéo de
muco protetor e inibicdo da secrecdo acida gastrica, sendo que nas plaquetas esta associada a
sintese do tromboxano A2, um mediador que favorece a agregacdo e a adesdo plaquetéria.
Assim, farmacos que inibem essa isoforma causam diversos disturbios no trato digestivo e

podem estar associadas ao risco de sangramento cutaneo e gastrointestinal como efeito
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adverso (BRUNTON et al., 2012; KUMMER; COELHO, 2002; BRICKS; SILVA, 2005
STEAGALL et al., 2009).

A COX-2 é hiperregulada pelas citocinas, pelo estresse de cisalhamento e pelos fatores
de crescimento e € a principal fonte dos prostandides produzidos quando ha inflamacédo e
cancer. Embora seja normalmente induzida por estimulos pro-inflamatérios, tem sido
reportada a expressdo de COX-2 constitutiva em alguns tecidos como cérebro, rins, pulméo
endotélio vascular e 6rgdo do sistema reprodutor (BRUNTON et al., 2012; RAJAKARIAR et
al., 2006). Por sua vez, a isoforma COX-3 é uma variante do gene da COX-1, através da
ocorréncia de um splicing alternativo. Sabe-se que esta isoforma é mais abundante no coracéo
e no cortex cerebral, porém esforcos vém sendo realizados a fim de se obter maiores

informacdes a respeito de sua funcdo e modulagdo (BAZAN; FLOWER, 2002).

Os produtos originados pela cisdo do AA através da COX-2 levam a formacéo de PGs
que participam de eventos inflamatoérios, algésicos e térmicos. A PGE2 e PGI2 séo
mediadores da dor, febre e inflamacdo. A PGE2, a PGI2 e a PGD2 sdo poderosos
vasodilatadores intrinsecos e atuam de modo sinérgico com outros vasodilatadores
inflamatorios, como histamina e bradicinina. O TXA2, predominante das plaquetas, causa
vasoconstric¢do, broncoconstriccdo e agregacdo plaquetéria, sendo esta ultima seu principal
efeito (BALLOU et al., 2000; KIDD; URBAN, 2010).

Os leucotrienos sdo sintetizados a partir do &cido araquidénico em vias catalisadas
pela lipoxigenase. A via da LOX-5 resulta na sintese dos LTs, que desempenham uma
importancia no desenvolvimento e na persisténcia da resposta inflamatéria. Esta enzima atua
sobre o0 acido araquidénico e produz o &cido 5-hidroperoxieicosatetraendico (5-HPETE), um
composto quimiotatico para leucdcitos, que é convertido em leucotrieno A4 (LTA4). O LTA4
pode ser convertido em leucotrieno B4 (LTB4) ou em uma série de cisteinil-leucotrienos,
LTC4, LTD4, e LTE4. Os cisteinil-leucotrienos sdo produzidos principalmente por
eosinofilos, mastocitos, basofilos e macréfagos, enquanto que o LTB4 é produzido
principalmente por neutréfilos e macréfagos (RANG et al., 2011; BRUNTON et al., 2012).

O LTB4 € um potente agente quimiotatico e ativador das respostas dos neutrofilos, tais
como agregacdo e adesdo dos leucdcitos ao endotélio venular, geracdo de radicais livres do
oxigénio e liberacdo de lisossomais. Os cisteinil-leucotrienos, (LTC4, LTD4 e LTE4) causam
intensa vasoconstricdo, broncoespasmo e aumento da permeabilidade vascular (KUMAR;
ABBAS; FAUSTO, 2005).
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1.3 Terapia farmacoldgica da dor e inflamacéao

Atualmente, varios medicamentos encontram-se disponiveis para o uso clinico como
analgesicos e/ou anti-inflamatdrios, como os corticosterdides, os opiodides e os AINEs. Os
corticosteroides ou esteroidais possuem uma acdo antiinflamatéria maior que os anti-
inflamatorios ndo-esteroidais (AINES), esses atuam por varios mecanismos no processo anti-
inflamatdrio, entre eles: estabilizacdo de membranas, diminuindo a fagocitose e exocitose dos
fagocitos; reducdo da permeabilidade vascular e ativacdo de células endoteliais, blogueando
parcialmente a expressdo de moléculas de adesdo (VISCELLI, 2012; PEREIRA, 2011a), o0s
AINES, por sua vez, agem bloqueando a via das cicloxigenases (COX), produzindo efeitos no
metabolismo do acido araquidénico e ocasionando a inibicdo da sintese de PGs, além de

possuirem acao analgésica e antipirética (RANG et al., 2011).

Em todo mundo, os AINES encontram-se entre os medicamentos mais prescritos,
devido a sua eficacia em suprimir a dor e a inflamagdo. Apresentam um amplo espectro de
indicacdes terapéuticas, como: analgesia, anti-inflamatdria, antipirética, profilaxia contra
doencas cardiovasculares. Os AINEs sdo medicamentos sintomaéticos, inespecificos, néo
interferindo na historia natural das doencas inflamatérias (BATLOUNI, 2010; ONG et al.,
2007).

Os AINEs incluem uma diversidade de agentes que pertencem a diferentes classes
quimicas, porém possuem os efeitos terapéuticos e colaterais semelhantes. Os AINEs também
podem agir como sequestradores de radicais de oxigénio (ex. sulindaco) produzidos por
neutrofilos e macréfagos, os quais estdo envolvidos na lesdo tecidual em algumas afecgoes, e
juntamente com a inibicdo da COX podem diminuir a lesdo tecidual. As aspirinas também
inibem a expresséo do fator de transcricdo denominado fator nuclear (NF, nuclear factor) B,
que estd envolvido na transcricdo dos genes de mediadores inflamatérios (RANG et al.,
2011).

Desde a descoberta da aspirina, foram desenvolvidos varios anti-inflamatorios néo
esteroidais, com estruturas quimicas diversas, mas que apresentam propriedades terapéuticas
semelhantes, pois atuam de forma nédo seletiva sobre a COX-1 e COX-2. A partir de 1980
surgiram os farmacos seletivos para COX-2 (meloxicam, nimesulida) e posteriormente

desenvolveu-se o grupo dos coxibes, farmacos com alta seletividade para COX-2, que
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apresentam a vantagem em ser eficazes no alivio da dor e inflamagdo associadas a doengas
artriticas (BRUM-JUNIOR, 2006).

A maioria dos AINEs “tradicionais” inibe tanto a COX-1 e COX-2, embora variem no
grau em que inibem cada isoforma. Acredita-se que a acao anti-inflamatoria dos AINEs esteja
relacionada a inibicdo da COX-2, enquanto seus efeitos indesejaveis, principalmente os que
afetam o trato gastrintestinal, resultem predominante da inibicdo da COX-1 (RANG et al.,
2011). Para tentar diminuir os efeitos gastrintestinais ndo desejados ocasionados pelos AINES
tradicionais, foram desenvolvidos os inibidores seletivos da COX-2, como o celecoxibe,
lumiracoxibe, entre outros. Porém, apesar de estes farmacos apresentarem menos efeitos
adversos gastrintestinais, ndo préatica clinica, ndo esta sendo bem tolerados. Em parte, isso
ocorre devido aos pacientes que estdo em uso deste tipo de medicamento, ja terem sido
expostos a inibidores menos seletivos e ja terem sofrido certo comprometimento
gastrintestinal. Também existe a preocupacao sobre os efeitos cardiovasculares de todos os
AINEs quando sdo utilizados por longos periodos, como por exemplo, o rofecoxibe que foi
retirado do mercado devido aos seus efeitos cardiovasculares decorrentes, em parte, da
inibicdo da isoforma COX-2 presente no endotélio vascular, levando a um desequilibrio
homeostatico entre a producdo de prostaciclina no endotélio vascular e TXA; nas plaquetas
(RANG etal., 2011; GROSSER; FRIES; FITZGERALD, 2006; SANTOS et al., 2007).

Entre os AINEs mais utilizados encontra-se o piroxicam que é um potente anti-
inflamatorio, superior a indometacina, a fenilbutazona e ao naproxeno e possui também
atividade analgésica e antipirética (SILVA, 2010). Na clinica, o piroxicam é eficaz no
tratamento de doencas inflamatorias cronicas, como artrite reumatoide (LIGHTFOOT, 1997),
osteoartrite  (DEQUEKER et al., 1998), espondilite anquilosante (TANNENBAUM,;
DECOTEAU; ESDAILE, 1984) e artrite reumatoide juvenil (RICHY et al., 2009). E também
no tratamento de dores cronicas (LEE et al., 1990), dores musculoesqueléticas agudas
(WISEMAN et al., 1987) e pés-operatorias (BREIVIK, 1994).

O perfil de toxicidade desse farmaco € semelhante ao de outros AINES e inclui
toxicidade gastrintestinal e também efeitos adversos nos rins, figado e pele. Os efeitos
colaterais gastrintestinais sdo 0s que ocorrem com mais frequéncia, atingindo em média 16%
dos pacientes tratados, e compreendem desde sintomas leves, como dispepsia, a sintomas
graves, como Ulceras pépticas e hemorragias e perfuracbes no sistema gastrintestinal
potencialmente fatais (SILVA, 2010; SCARPIGNATO; HUNT, 2010). Uma recente revisdo
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de estudos clinicos observacionais sugere que o piroxicam apresenta um elevado risco relativo
de ocorréncia de sangramento e perfuracdo do trato gastrinestinal se comparado aos coxibes e
a AINES tradicionais, como indometacina, naproxeno e diclofenaco, entre outros. Foi
sugerido que o maior risco apresentado pelo piroxicam em relacdo aos demais AINEs pode
estar, em parte, relacionado a sua longa meia-vida plasmatica, uma vez que esta propriedade

implica em maior exposicdo do paciente ao farmaco (GONZALEZ et al., 2010).

Embora existam diversos produtos, de origem natural ou sintética, utilizados para o
tratamento desses processos, até o momento, ndo foi identificado ainda o anti-inflamatério ou
analgesico ideal, quer seja pela limitacdo de sua eficacia, quer seja pela amplitude dos seus
efeitos adversos (GRIS et al., 2010). Neste aspecto, é importante destacar que muitos anti-
inflamatorios disponiveis atualmente sdo capazes de induzir lesGes gastricas por inibirem a
sintese de PGs, 0 que representa uma importante limitacdo ao uso desses produtos. O estudo
dos mecanismos e dos mediadores envolvidos nos processos dolorosos e inflamatérios vem
sendo objeto de estudos ao longo dos ultimos anos (KANAZAWA, 2012; BASBAUM et al.,
2009; HUA; CABOT, 2010; CAFFREY; FITZGERALD, 2012). A procura por substancias
que apresentem potente atividade anti-inflamatéria e efeitos adversos limitados continua
sendo bastante estimulada na comunidade cientifica. Assim, diversos modelos in vivo tém
sido utilizados na pesquisa de compostos com atividade anti-inflamatdria/antinociceptiva
(VERGNOLLE, 2008).

1.4 Uso da func¢do N-acilidrazonas no planejamento e sintese de novos farmacos

Na busca por novas substancias com propriedades anti-inflamatdrias, analgésicas e
anti-agregantes plaquetaria, pesquisadores do LASSBio® planejaram uma série de compostos
hidrazonicos pirazolicos através da hibridizacdo molecular dos inibidores duais de COX e 5-
lipooxigenase (5-LOX) BW-755¢c e CBS-1108 (SINCHOLLE; BERTEZ, LEGRAND, 1985).

A avaliacdo farmacologica in vivo desses derivados permitiu a identificacdo de alguns
compostos com atividade anti-inflamatoria, antinociceptiva e antiagregante plaquetaria

(FRAGA; BARREIRO, 2006). Estudos posteriores evidenciaram a relevante contribuicdo
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farmacoférica da subunidade arilidrazona, contida nestes derivados (FRAGA; BARREIRO,
2006). A etapa seguinte de otimizacdo, através da substituicdo do grupo nitro, potencialmente
toxicoforico (BARREIRO; SILVA; FRAGA, 1996), pela funcdo carbonila - que mimetiza a
insaturacdo N=O - diretamente ligada ao farmacoforo arilidrazona, deu origem a uma série de
N-acilidrazonas (NAH) pirazdlicas (FRAGA; BARREIRO, 2006). Os compostos da série de
NAH pirazélicas mostraram relevante atividade antinociceptiva e antiagregante plaquetaria,
mostrando-se mais promissores do que aqueles da série original, isto ¢, das arilidrazonas. A
eliminacdo do grupamento azavinilico (N-=C) das NAH estudadas levou a construcdo de
compostos amidicos, que se mostraram inativos, evidenciando o carater farmacoforico da
funcdo NAH (FRAGA; BARREIRO, 2006).

A partir dos resultados promissores com a série de NAH pirazdlicas, diversas séries de
compostos contendo a subunidade privilegiada NAH foram planejadas, aplicando-se
estratégias como hibridacdo molecular, simplificagdo molecular, bioisosterismo e restricdo

conformacional.

Desde a descoberta das primeiras NAH pirazolicas pelo LASSBio®, centenas de
derivados N-acilidraz6nicos foram sintetizados e submetidos a avaliacdo farmacoldgica,
permitindo a identificacdo de varios prototipos com propriedades anti-inflamatérias (LIMA et
al., 2007), analgesicas (BEZERRA-NETO et al., 2006), antitrombdticas (SILVA et al., 2004)
e cardioativas (SUDO; ZAPATA-SUDO; BARREIRO, 2001), entre outras. A colecdo de
dados acumulados a partir destes estudos contribuiu para a compreensao das relagcfes entre a
estrutura quimica e atividade bioldgica, permitindo a identificacdo dos farmacdforos
principais envolvidos nas diferentes atividades farmacoldgicas observadas (FRAGA,
BARREIRO, 2006).

Em linhas gerais, pode-se identificar que a funcdo N-acilidrazonas possui diferentes
perfis de atividade farmacoldgica conforme os grupos ligados a subunidade imina e/ou acila.
Considerando que a subunidade NAH é capaz de contribuir para o reconhecimento molecular
por um grande numero de biorreceptores e que modificagdes racionais dos grupos ligados a
essa subunidade dao origem a compostos mais seletivos para determinados alvos, a NAH tem
sido recentemente descrita como uma estrutura privilegiada (DUARTE; BARREIRO;
FRAGA, 2007).

De fato, a classe das N-acilidrazonas engloba compostos capazes de modular

diferentes alvos, apresentando diversas atividades que incluem: agonismo inverso de receptor



34

canabinoide 2 (CB2) (DIAZ et al., 2009), inibicdo da enzima COX (TRIBUTINO et al.,
2009), inibicdo da transcriptase reversa do virus HIV-1 (BORKOW et al., 1997; SLUIS-
CREMER; ARION; PARNIAK, 2002), antagonismo de receptor vaniloide do tipo 1 (TRPV-
1) (DUARTE; BARREIRO; FRAGA, 2007; TRIBUTINO et al., 2010), inibicdo da enzima
cruzipaina (IFA et al., 2000) e de fosfodiesterase 3 (PDE3) (STEFFEN; ELDON; EVANS,
1986), entre outras (Figura 5).

Figura 5- N-acilidrazonas e suas variadas atividades farmacoldgicas.
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Fonte: DIAZ et al., 2009; TRIBUTINO et al., 2009; BORKOW et al., 1997; DUARTE; BARREIRO; FRAGA,
2007; IFA et al., 2000; STEFFEN; ELDON; EVANS, 1986.

Neste cenario e em continuidade aos projetos realizados pelo LASSBio®, os quais
buscam protétipos de farmacos com atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria, foram
realizados o planejamento e a sintese de duas séries contendo a funcdo N-acilidrazona. A
primeira série composta pelos regioisomeros LASSBi0-466 e LASSBIio-1064 foi planejada
para obtencdo de novos compostos-N-acilidrazénicos (NAH) bioativos, contendo a unidade
2-hidroxifenila como substituinte da fungdo imina, a fim de explorar sua complexac¢do com

metais divalentes, obtendo-se seus respectivos complexos de coordenagdo com 0 zinco (Zn*?).
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Posteriormente foi planejada a determinacdo da atividade antiinflamatéria e analgésica
comparativa dos ligantes livres (LASSBi0-466 e LASSBIi0-1064) e de seus complexos de Zn
(Figura 6). A escolha do metal foi decorrente de sua baixa toxicidade e do seu carater
essencial para uma variedade de reacGes enzimaticas. Estas reacGes sdo responsaveis por
mediar uma ampla faixa de processos fisioldgicos, dentre os quais a modulacdo de funcdes
imunorregulatérias e de células inflamatérias (ZALEWISKI et al., 2005). Desta forma, o
zinco pode ser considerado um importante agente imunorregulatério com atividade anti-

inflamatoria.

Figura 6- Planejamento estrutural da série dos regioisbmeros LASSBi0-466 ¢ LASSBi0-1064 e
seus complexos de zinco.
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O planejamento dos compostos da segunda série se fundamentou na aplicacdo dos
principios de SOSA (WERMUTH, 2004) e no carater de estrutura privilegiada atribuido a
subunidade estrutural N-acilidrazona (DUARTE; BARREIRO; FRAGA, 2007). A estratégia
SOSA é baseada na premissa de que a maioria dos farmacos, além de sua atividade principal,
possui uma ou mais atividades secundarias, as quais poderdo ser otimizadas em deterimento

da principal através de modificacbes na estrutura do farmaco. Desta forma, a partir de



36

modificacbes moleculares no piroxicam, um farmaco anti-inflamatério cuja eficacia,
seguranca e biodisponibilidade oral sdo bem estabelecidas, planejou-se uma série de
derivados aza-vinilogos que diferem entre si pela subunidade aromatica ligada a regido
iminica. Esses novos derivados possuem em sua estrutura, além do padrédo estrutural comum
aos oxicams, o biéforo N-acilidrazona, uma estrutura privilegiada (Figura 7). Através da
inclusdo da subunidade estrutural NAH objetivou-se obter compostos anti-inflamatérios com
um perfil farmacoldgico superior ao do piroxicam, capazes de modular, além da enzima COX,
outros alvos relacionados a inflamacao, possivelmente como resultado da otimizacdo de

atividades secundarias do piroxicam.

Os grupos aromaticos ou heteroaromaticos ligados a regido iminica foram escolhidos
de forma a permitir uma adequada variabilidade estrutural a série e também de acordo com
caracteristicas estruturais ou propriedades identificadas em alguns prototipos descritos na

literatura.

O grupo 2-piridinila foi escolhido, naturalmente, por dar origem ao composto
LASSBI0-1617, o derivado que apresenta maior similaridade estrutural com o piroxicam ,
farmaco que inspirou a série. A escolha do grupo fenila permitiu a obtencéo de um is6stero de
LASSBI0-1617, que, contudo, ndo apresenta um atomo de nitrogénio na posi¢do orto do anel
aromatico, uma caracteristica estrutural que durante o desenvolvimento do piroxicam parecia

ser relevante para a atividade farmacoldgica.

Modificacbes visando alterar as caracteristicas estereoletronicas dos substituintes
ligados a imina deram origem aos compostos LASSBi0-1605 e LASSBio0-1607. LASSBio-
1605 é mais volumoso que os derivados supracitados e LASSBio-1607, além de mais
volumoso, possui o substituinte N,N-dimetilamino, doador de elétrons, que confere maior
densidade eletrdnica ao anel aromatico ligado a subunidade iminica, e € também um potencial
aceptor de ligacdo de hidrogénio, caracteristica que pode favorecer a interagdo com um
biorreceptor. A introducdo dos grupos 4-bifenila e 3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenila originou
os derivados LASSBIi0-1638 e LASSBIi0-1639, que guardam um menor grau de similaridade
com 0s demais compostos da série.Um critério semelhante orientou a eleicdo do grupo 2-
tiazolila e de seu isostero 2-tiofenila, originando, respectivamente, os compostos LASSBIo-
1637 e LASSBIi0-1604. O grupo 2-tiazolila esta presente no sudoxicam (LOMBARDINO;
WISEMAN, 1972), um bioisostero do piroxicam que possui atividade anti-inflamatdria mais

potente que este farmaco em modelo de edema de pata induzido por carragenina em ratos,
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mas cujo desenvolvimento clinico foi interrompido em virtude de seu complexo perfil
farmacocinético. A introducdo do grupo 4-isopropilfenila e de seu isostero 4-N,N-
dimetilaminofenila permitiu maior variabilidade na lipofilicidade e nas propriedades O
planejamento de LASSBIi0-1638 se baseou em uma série de derivados oxicans bifenilicos,
cuja atividade inibitoria sobre a enzima mPGEs foi recentemente descrita (WANG et al.,
2010). LASSBI0-1639, por sua vez, foi inspirado em LASSBi0-881 (DUARTE; BARREIRO;
FRAGA, 2007), um protétipo analgésico, antagonista de TRPV1 e ligante canabindide, que
possui também propriedades redox em virtude da presenca do grupo 3,5-di-terc-butil-4-
hidroxifenila (TRIBUTINO et al., 2010).

Figura 7- Planejamento estrutural da série de derivados N-acilidrazdnicos analogos ao
piroxicam
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio de duas novas séries de
derivados N-acilidrazénicos (NAH) racionalmente planejados e sintetizados pelo Laboratério
de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio®) como candidatos a protétipos de

farmacos analgésicos e anti-inflamatorios.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade antinociceptiva em modelos animais de nocicepg¢éo;

e Investigar uma possivel acdo central no modelo de placa quente;

e Pesquisar a atividade anti-inflamat6ria em modelos animais de inflamacéo aguda;

e Verificar a atividade inibitoria sobre COX-1/COX-2 in vitro dos derivados N-

acildrazénicos analogos do piroxicam.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes, solugdes e farmacos utilizados

Foram utilizados nos diferentes ensaios 0s seguintes reagentes e solugdes: Acido
acetico glacial P.A. (Vetec); Azul de Tripan 10% (Sigma); Formaldeido P.A. (Vetec); Cloreto
de Sodio — NaCl (Sigma-Aldrich); Carboximetilcelulose — GOMA ARABICA (Sigma);
Carragenina (Sigma); Zymosan A (Sigma-Aldrich ), Panético rapido (Laborclin); Tween 80®
(Sigma-Aldrich), kit de ELISA de avaliacdo da inibicdo de COX-1/COX-2 (Cayman

Chemical).

Foram utilizados como farmacos-padrédo de referéncia, a Dipirona (Sigma-Aldrich),
Piroxicam (Merck), Indometacina (Merck) e Morfina (Cristalia, BR). Os farmacos-padrdo e
compostos-teste foram diluidos em 20 pL de Tween 80® e goma arébica 5% e administrados
na dose de 100 pmoL/Kg e administrado por via oral (v.0), com exce¢do da morfina,

administrada por via intraperitoneal (i.p) na dose 15 umol/Kg em solucéo salina estéril.

3.2 Ensaios Farmacoldgicos

Os ensaios farmacoldgicos foram realizados no Laboratério de Farmacologia e Imunidade
(LaFI) no Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL).
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3.2.1 Animais

Neste trabalho foram utilizados camundongos da linhagem Swiss de ambos 0s sexos,
pesando entre 20 - 30 g, com 6 a 8 semanas de idade, cedidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas - UFAL. Apos o periodo de desmame, 0s animais foram
transferidos para o Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude - ICBS, onde
foram mantidos em gaiolas plasticas em ambiente com temperatura e luminosidade
controladas, obedecendo a um ciclo de 12 horas claro e 12 horas escuro, com livre acesso a
agua e racdo especial para roedores. Os animais foram mantidos no laboratorio pelo menos 1
hora antes da realizagcdo dos experimentos para aclimatacédo, os quais foram sempre realizados
entre 8-17 horas. Foram utilizados 6 animais por grupo, que foram deixados em jejum por 8
horas antes do inicio dos experimentos com livre acesso a agua. Logo ap0s 0s experimentos
os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Todos os animais utilizados neste
trabalho foram manipulados de acordo com as normas estabelecidas pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas (N° 026681/2009-23), para manuseio de

animais em modelos de dor e inflamacao.

3.2.2 Obtencdo dos compostos teste

Os compostos-teste foram cedidos pelo Laboratério de Avaliacdo e Sintese de
Substancias Bioativas da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Estas foram divididos em 2
séries, sendo: a primeira composta por H,LASSBIi0-466, H,LASSBIi0-1064 e seus complexos
de zinco - [Zn(LASSBIi0-466) H,0], e [Zn(LASSBIi0-1064)Cl], e a segunda serie composta
por derivados N-acilidrazénicos andlogos ao piroxicam (LASSBio0-1604, LASSBio-1605,
LASSBIi0-1606, LASSBio-1607, LASSBIi0-1617, LASSBio-1637, LASSBi0-1638,
LASSBIi0-1639).
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3.2.3 Ensaios in vivo

3.2.3.1 Ensaio de contor¢des abdominais induzidas por &cido acético

O protocolo experimental utilizado nesse ensaio foi semelhante ao proposto
originalmente por Collier et al. (1968), com pequenas modificacbes. Nesse método, a
nocicepcao foi induzida pelo cido acético 0,6%, que atua como um estimulo nocivo quando
injetado na cavidade peritoneal do camundongo. A resposta do animal ao estimulo é
representada por uma sequéncia de contracBes da musculatura abdominal juntamente com a
extensdo dos membros inferiores (Figura 8). Quarenta minutos antes da inje¢cdo do acido
acético i.p, os animais foram tratados com os compostos-teste e os farmacos-padrao (dipirona
e piroxicam). O grupo controle recebeu o veiculo (Tween 80® /goma arébica 5%) utilizado
para suspender os compostos. Cinco minutos apods a administracdo do agente algico foi

registrado o numero de contorc¢des abdominais produzidas pelo animal durante 20 min.

Figura 8- Momento de uma contor¢do abdominal induzida por &cido acético 0,6%.

Fonte: LaFI-ICBS-UFAL, 2012.
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3.2.3.2 Ensaio de nocicepcdo induzida por formalina

O procedimento utilizado para realizacdo desse ensaio foi similar ao descrito por
Hunskaar e Hole (1987). Esse ensaio é caracterizado por duas fases distintas: uma fase
neurogénica (12 fase) e outra inflamatdria (22 fase). Para isso, os camundongos receberam uma
injecdo s.pl. de 20 pL de formalina - formaldeido diluido em solucéo salina (2,5%) - na face
dorsal da pata traseira, quarenta minutos apds o tratamento com 0s compostos-teste e 0s
farmacos-padrdo (indometacina e piroxicam). Foram feitos controles com o veiculo (Tween
80®/goma ardbica 5%). Ap6s a injecdo os animais foram imediatamente colocados,
individualmente, em um béquer e cronometrou-se 0 tempo que o animal permaneceu
lambendo, mordendo ou batendo a pata, sendo esse tempo considerado como indicativo de
nocicepcdo (Figura 9). Os primeiros 5 minutos cronometrados representam a fase
neurogénica do teste, os Gltimos 15 minutos representam a fase inflamatoria, totalizando 30
minutos. A porcentagem de inibicdo da resposta foi calculada pela comparagdo com o grupo

controle.

Figura 9- Camundongo lambendo a pata durante o ensaio de nocicep¢do induzida por
formalina.

Fonte: LaFI-ICBS-UFAL, 2012.
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3.2.3.3 Ensaio da placa quente (Hot plate)

A atividade antinociceptiva central dos derivados foi avaliado utilizando o modelo da
placa guente descrito por Kuraishi et al. (1983). Os camundongos foram colocados em uma
placa aquecida a 54 + 1,0 °C (Figura 10) e suas respostas ao estimulo térmico, tempo em
segundos que o animal gastou para lamber, levantar ou morder uma de suas patas dianteiras
ou traseiras (tempo de laténcia) foram cronometradas. Foram feitas duas medidas controle em
intervalos de 30 minutos, estabelecendo-se o tempo de corte (maximo de permanéncia do
animal na placa) de 15 segundos. Posteriormente, os animais foram tratados com o0s
compostos teste, farmacos-padrdo (morfina e piroxicam). Foram feitos controles do veiculo
(Tween 80®/goma arébica 5%). Entéo, foi registrado o tempo em segundos que o animal
permaneceu sobre a placa (tempo de laténcia do animal). Apos um intervalo de 30 minutos,
novas medidas do tempo de laténcia foram registradas em intervalos de 30 minutos durante 2

horas.

Figura 10- Foto do ensaio de placa quente.

Fonte: LaFI-ICBS-UFAL, 2012.
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3.2.3.4 Ensaio de peritonite induzida por carragenina

Seguindo a metodologia descrita por Ferrandiz e Alcaraz (1991) os camundongos
foram tratados com os compostos teste e o farmaco padrdo (piroxicam) e apds 40 minutos
foram submetidos ao ensaio de peritonite, por administragdo i.p. de 250 pL/cavidade de uma
solucdo de carragenina 1% dissolvida em salina estéril. Foram feitos também controles do
veiculo (Tween 80® /goma arabica 5%). Ap6s 4 h da injecdo de carragenina, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, e a cavidade peritoneal foi lavada com de 3 mL
tampdo fosfato salina pH 7,4 (PBS). Ap6s a massagem do abdémem, o fluido peritoneal foi
coletado (cerca de 2 mL) e a contagem total das células foi realizada (Figura 11). Para a
contagem do numero total de células, 10 pL do fluido peritoneal foi coletado de cada animal,
diluidos e homogeneizados em 190 uL de azul de Tripan, obtendo uma diluicdo de 1:20.
Dessa solugdo, 10 pL foram transferidos para a camara de Neubauer onde foi realizada a
contagem (2 quadrantes) com auxilio de microscopio éptico e objetiva de 40x. O nimero de

células recrutadas foi obtido utilizando o célculo abaixo:

n total de células

n? de células/mL = x fator de diluiciox 10.000

n? de quadrantes contados

3.2.3.5 Ensaio de peritonite induzida por Zymosan A

Seguindo a metodologia descrita por Leite et al. (2007) os camundongos foram
tratados com 0s compostos teste e os farmacos-padrdo (indometacina e piroxicam), apos 40
minutos foram submetidos ao ensaio de peritonite por administracdo intraperitoneal de 0,5 mL
de uma solugdo de Zymosan A (Sigma) (2 mg/mL). Foram feitos também controles com o
veiculo (Tween 80®/goma arabica 5%). Ap6s 6 horas da injecdo de Zymosan A, a cavidade
peritoneal foi lavada com 2 mL de uma solucgdo de tampé&o fosfato (PBS). ApGs a massagem
do abdémem, o fluido peritoneal foi coletado (cerca de 2 mL) e a contagem total das células

foi realizada (Figura 11). Para a contagem do numero total de células, 10 ul do fluido
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peritoneal foi coletado de cada animal, diluidos e homogeneizados em 190 pl de azul de
Tripan, obtendo uma diluicdo de 1:20. Dessa solugédo, 10 pl foram transferidos para a camara
de Neubauer onde foi realizada a contagem (2 quadrantes) com auxilio de microscopio éptico

e objetiva de 40x. O numero de células recrutadas foi obtido utilizando o calculo abaixo:

n? total de células

n? de células/mL = x fator de diluiciox 10.000

n? de quadrantes contados

Figura 11- Coleta do lavado peritoneal do camundongo durante o ensaio de peritonite induzida
por carragenina ou Zymosan A.

Fonte: LaFI-ICBS-UFAL, 2012.
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3.2.4 Ensaio in vitro

3.2.4.1 Ensaio de avaliagéo da inibicdo de COX-1/COX-2

Os analogos LASSBIi0-1604, LASSBio-1617, LASSBIi0-1637, LASSBIi0-1638,
LASSBI0-1639, piroxicam e indometacina foram avaliados ainda quanto a sua capacidade de
inibir COX de acordo com o método descrito por UDDIN et al. (2004), utilizando, para tanto,
0 kit de determinacdo da inibicdo de COX-1/COX-2 ovina (Cayman Chemicals, Ml, USA), de
acordo com as instruc@es do fabricante. COX catalisa a primeira etapa da biossintese do acido
araquidénico para PGH,. PGF,, produzida a partir de PGH, por reducdo com cloreto de
estanho, é medido por ensaio imunoenzimatico. As solucBes de compostos-teste foram
preparadas utilizando como solvente DMSO e tampé&o de reacdo (fornecido no kit) a uma
concentragdo de 0,1 uM, 0,3 uM e 1 uM. Resumidamente, uma série de solugdes tampéo de
reacao fornecida (0,1 M Tris-HCI PH 8,0 contendo 5 mM EDTA e 2 mM fenol) foi aliquotada
em tubos eppendorf, onde foram adicionadas as enzimas COX-1 ou COX-2 (10 uL) na
presenga de heme (10 pL). Posteriormente, foram adicionados 10 pL de solugdes de
LASSBIi0-1604, LASSBIi0-1617, LASSBIi0-1637, LASSBIi0-1638, LASSBIi0-1639, piroxicam
e indometacina (0,1 uM, 0,3 uM e 1 pM em um volume final de 100 pL). Estas solucdes
foram incubadas por um periodo de 5 min a 37 ° C. Posteriormente, 10 pL de uma solugéo de
acido araquidonico (100 uM) foi adicionada e a reagao de COX foi interrompida pela adigao
de 50 puL de HCI (1M) ap6s 2 min do inicio da reacdo. PGF,,, produzido de PGH, por
reducao com cloreto de estanho foi medido por ensaio imunoenzimatico. Este ensaio baseia-se
na concorréncia entre PGs e 0 conjugado PG-acetilcolinesterase para uma quantidade limitada
de anti-soro de PG. A quantidade de PG capaz de se ligar ao anti-soro PG é inversamente
proporcional a inibicdo da COX, pois a concentracdo do conjugado PG-acetilcolinesterase é
mantida constante, enquanto que a concentragdo de PGs varia. Este complexo anticorpo-PG
se liga a um anti-anticorpo monoclonal previamente colocado nos pocos da placa. A placa é
lavada para remover 0s reagentes e, em seguida é adicionado o reagente de Ellman, que
contém o substrato da acetilcolinaesterase. O produto desta reagdo enzimética produz uma cor
amarela, que absorve em 412 nm. A intensidade desta cor é determinada por

espectrofotometria, e € proporcional a quantidade de conjugado PG-acetilcolinesterase que se
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ligou ao anti-soro PG, o que é inversamente proporcional a quantidade de PGs presentes no

poco durante o periodo de incubacédo (Figura 12).

Figura 12- Ensaio in vitro de inibicdo da enzima COX. a) Incubacdo das amostras com as
enzimas COX-1 ou COX-2 e seu substrato. b) Esquema representativo do ensaio
imunoenzimatico para quantificacdo de PGH2.
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3.2.5 Anélise Estatistica

Os niveis de significancia entre 0s grupos experimentais e o controle foram feitos
utilizando-se o teste t student seguido de Mann-Whitney ou ANOVA seguido de Dunnet do
tutorial Prisma®. Os valores foram considerados significativos quando p < 0,05. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média, conforme indicado nas
legendas das figuras e tabela. Os valores de Dls, foram obtidos por meio do método de

regressdo ndo-linear utilizando-se o software Graph Pad Prism® (2005, San Diego, CA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos modelos de nocicepcéo e inflamacdo em animais de laboratorios podem ser
utilizados para verificar a atividade analgésica e anti-inflamatdria de protétipos de farmacos.
Embora os animais submetidos a um estimulo nociceptivo ndo tenham capacidade de se
comunicar verbalmente quando da ocorréncia da dor, sdo capazes de exibir respostas
comportamentais, motoras e fisioldgicas semelhantes as observadas em humanos. Essas
respostas comportamentais sdo estudadas e comparadas na presenca de farmacos
reconhecidamente analgésicos que interferem no processo fisioldégico da dor, o que nos
permite inferir que um animal esta experimentando uma resposta algica (LAPA; LONGHINI;
MELLO, 2003; PERAZA et al., 2007).

Os modelos de nocicepcao baseiam-se na observagdo da resposta do animal frente a
utilizacdo de estimulos mecénicos, térmicos ou quimicos. Neste trabalho, para avaliacdo da
atividade antinociceptiva foram utilizados estimulos quimicos nos ensaios de contorcao
abdominal induzida por &cido acético e nocicepcdo induzida por formalina, bem como
estimulo térmico no modelo de placa quente. Para avaliacdo da atividade anti-inflamatéria
foram utilizados os modelos de migracdo celular, peritonite induzida por carragenina e
peritonite induzida por Zymosan A. Foram utilizados como farmacos-padrdo dipirona,

morfina e indometacina para série 1 e piroxicam, e morfina para série 2.

4.1 Avaliacdo Antinociceptiva e Anti-inflamatdria in vivo

Os compostos testados (séries 1 e 2) pertencem a classe das N-acilidrazonas, que
engloba compostos capazes de modular diferentes alvos, apresentando diversas atividades que
incluem: agonismo inverso de receptor canabindide 2 (CB2) (DIAZ et al., 2009), inibicéo da
enzima COX (TRIBUTINO et al., 2009), inibicdo da transcriptase reversa do virus HIV-1
(BORKOW et al., 1997), antagonismo de receptor vaniloide do tipo 1 (TRPV-1) (DUARTE;
BARREIRO;FRAGA, 2007; TRIBUTINO et al., 2010) e de fosfodiesterase 3 (PDE3)
(STEFFEN; ELDON; EVANS, 1986), entre outras.
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Todos os derivados NAH testados mostraram-se ativos por v.0 no ensaio de contorgéo
abdominal induzida por acido acético (Tabelas 1 e 2) na dose de 100 umol/Kg. O tratamento
por v.0 e seu consequente efeito indicam que os derivados sdo absorvidos pelo trato
gastrintestinal. Todos os compostos da série 1 induziram uma reducdo do numero de
contor¢bes abdominais, estatisticamente significativa, quando comparados com controle
(Tabela 1). Nestes dados, vale destacar o efeito dos compostos H,LASSBio-1064 e
[Zn(LASSBIi0-466)H,0], que apresentaram porcentagem de inibicdo do numeros de
contorcbes em 81,3% e 82,7%, respectivamente. O H,LASSBi0-466, e Zn(LASSBio-
1064)Cl], induziram uma reducdo de 60,4%, 70,9%, respectivamente. O farmaco padrédo
(dipirona) apresentou uma porcentagem de inibicéo de 77,7%.

Tabela 1- Efeito dos H,LASSBIio0-466, H,LASSBIi0-1064, seus complexos de zinco (I1) e dipirona
(100 pmol/Kg, v.0.) no ensaio de contorcao abdominal induzida por &cido acético. Os resultados
foram expressos em porcentagem de inibicdo e média + E.P.M (erro padrdo da média) do
namero de contorg¢des abdominais nos camundongos.

N° de Contorc¢oes % de Inibicéo
Composto MédiatE.P.M

Controle 37,514 -

Dipirona 8,312, 7** 77,7 %
H,LASSBi0-466 14,842 2** 60,4%
H,LASSBIio-1064 7,041, 1%* 81,3%
[Zn(LASSBI0-466) H,0], 6,6+1,4** 82,7%
Zn(LASSBIi0-1064)Cl], 10,8+2,3** 70,9%

**p < 0,01 (ANOVA One Way seguido Dunnett).

Como podemos observar na Tabela 1 a atividade antinociceptiva foi favorecida pela
complexacdo no caso de [Zn(LASSBIio0-466)H20]2, o qual apresentou uma atividade maior
que a acilidrazona livre H2LASSBIi0-466. Por outro lado, a coordenagcdo de H2LASSBiIo-
1064 ao zinco (Il) ndo promoveu melhora na atividade antinociceptiva dos compostos.
Trabalhos na literatura citam o incremento da atividade farmacoldgica de compostos quando
estes sdo complexados com zinco. Dillon et al. (2003), ao analisarem a a¢do da indometacina
e seu complexo de zinco [Zn2(Indo)4(DMA)2], por v.0, no ensaio de edema de pata induzida
por carragenina, observaram que a atividade anti-inflamatoria da indometacina foi favorecida
pela complexacgdo. Apesar da adi¢do do zinco possivelmente néo ter alterado o mecanismo de

acdo da indometacina, ela diminuiu sua toxicidade gastrointestinal aumentando o indice



51

terapéutico do composto (DILLON et al., 2003). Singla e Wadhwa (1994) observaram que a
complexagédo da indometacina com zinco aumentou em 2,29 vezes sua poténcia como agente
anti-inflamatorio em relacdo a indometacina. Eles sugerem que 0 aumento da poténcia esta
relacionado a maior absorcdo da forma complexada da indometacina, devido ao aumento da

solubilidade e da taxa de dissolu¢do do complexo de zinco.

Em relacdo a 2* série, todos os compostos induziram uma reducdo do nimero de
contor¢bes abdominais, estatisticamente significativa, quando comparados com o controle
tratado apenas com o veiculo (Tabela 2). Os compostos LASSBio-1604, LASSBio-1638 e
LASSBI0-1639, os quais apresentam como subunidade iminica heteroaromatica 0s grupos 2-
tiofenila, 4-bifenila e 3,5-di-terc-butil-4hidroxifenila, apresentaram atividade comparavel a do
piroxicam, sendo capazes de reduzir o nimero de contor¢des de 90,4%, 84,0% e 82,7%,
respectivamente. O LASSBIi0-1605, LASSBi0-1606, LASBIi0-1607, LASSBIio-1617 e
LASSBI0-1637 induziram uma reducdo estatisticamente significativa de 75,1%, 76,1%,
57,9%, 58,6% e 62,4% respectivamente. O piroxicam apresentou inibicdo de 95,4%. Logo
esses resultados sdo bastante satisfatorios quando comparados a inibicdo resultante do
tratamento com o farmaco padréo (Tabela 2).

Tabela 2- Efeito dos derivados N-acilidrazdnicos e piroxicam (100 umol/Kg, v.0.) no ensaio de
contor¢do abdominal induzida por A&cido acético. Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibicdo e média + erro padrdo da média (E.P.M) do numero de contor¢oes
abdominais nos camundongos.

N° de Contorcgoes % de Inibicéo
Composto MédiatE.P.M

Controle 39,4449 -

Piroxicam 1,8+0,6** 95,4%
LASSBIio0-1604 3,81, 7** 90,4%
LASSBIio0-1605 9,845,1* 75,1%
LASSBIio0-1606 9,4+1,6* 76,1%
LASSBIi0-1607 16,6+2,9** 57,9%
LASSBIio0-1617 16,3+2,5* 58,6%
LASSBIi0-1637 14,7+2,6** 62,7%
LASSBIi0-1638 6,3+1,5** 84,0%
LASSBIi0-1639 6,8+2,3** 82,7%

*p < 0,05, **p < 0,01 (ANOVA One Way seguido Dunnett).
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A partir dos resultados da série 2, decidiu-se realizar uma curva-dose resposta de
LASSBI0-1617 e LASSBIi0-1637, em virtude de sua grande semelhanga estrutural com o
piroxicam e seu bioiséstero (LIMA; BARREIRO, 2005) sudoxicam, e dos compostos mais
ativos nesse modelo, a saber: LASSBi0-1604, LASSBi0-1638 e LASSBio0-1639. Os valores

de Dlgg e a eficacia maxima desses derivados estdo listados na Tabela 3.

Nenhum dos compostos de NAH mostrou-se ser mais potentes que 0 piroxicam
(DI50= 0,40 pumol/Kg), no ensaio de contor¢do abdominal induzida por acido acético, uma
vez que 0 composto mas potente nesta série foi o LASSBio0-1639 (DI150= 2,87 umol/Kg). No
entanto, todos os compostos mostraram uma eficacia maxima entre 80-90%, valores estes

préximos ao piroxicam (95,4%) (Tabela 3).

Tabela 3- Poténcia e eficacia de alguns derivados N-acilidrazonicos no modelo de contorgéo
abdominal induzida por acido acético. Valores obtidos a partir da curva dose utilizando-se dose
1, 3, 30, 100 e 300 pumol/Kg por via oral.

Composto Poténcia (Dlso umol/Kg) | Eficacia Maxima
Piroxicam 0,40 (0,0013-115,6) 95,4%
LASSBIio0-1604 28,57 (6,29-49,61) 90,3%
LASSBi0-1617 115,60 (0.17-808.30) 86,0%
LASSBIio0-1637 17,19 (0,189-156,1) 84,7%
LASSBIi0-1638 14,07 (1,06-187,3) 80,2%
LASSBIio0-1639 2,87 (0,06-130,5) 88,8%

O ensaio de contorcdo abdominal induzida por &cido acético € um modelo de dor
visceral, frequentemente utilizado em screening farmacol6gicos de compostos sintéticos e/ou
naturais, para deteccdo de novos compostos com atividade antinociceptiva (central e/ou
periférica) e anti-inflamatoria, pois esse ensaio farmacol6gico possui sensibilidade aos anti-
inflamatdrios ndo-esteroidais, e aos opiodides (DU et al., 2007; FISCHER et al., 2008). Apesar
de este modelo ser sensivel e til para desenvolvimento de substancias com efeito analgésico,
ele ndo é seletivo para dor, podendo ocorrer falso-positivos com bloqueadores adrenérgicos,
anti-histaminicos, relaxantes musculares, inibidores de monoaminooxidases e neurolépticos
(LE BARS et al., 2001; ELISABETSKY et al., 1995).

A administracdo intraperitoneal do acido acético induz contor¢Bes abdominais em

decorréncia a uma reacdo inflamatoria aguda relacionada com aumento dos niveis
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prostanoides, em geral, por exemplo, aumento de PGE2a e PGF2a, em fluidos peritoneais,
bem como de produtos da lipoxigenase (DERART et al., 1980; VERMA et al., 2005). Porém,
a administracdo intraperitoneal deste agente irritante ndo sé induz a liberacdo de
protaglandinas, mas também mediadores do sistema nervoso simpatico - histamina, serotonina
e bradicinina (DUARTE et al.,, 1988). Macrofagos e basofilos, existentes na cavidade
abdominal, sob acdo do acido acético, podem liberar citocinas, como IL-8, IL-18 ¢ TNF-a
(RIBEIRO et al., 2000). Além disso, a nocicep¢do causada pelo acido acetico pode ser
mediada em parte pela dissociacdo dos protons presentes no acido acético, que estimulam
diretamente canais de cations ndo seletivos, como ASICs e TRPV1 localizados em neurdnios
aferentes primarios, promovendo assim o inicio da dor visceral (IKEDA et al., 2001,
COUTAUX et al., 2005). A eficacia dos AINEs, como piroxicam e dipirona (farmacos-padrao
utilizados), em reduzir a nocicepcdo causada pela administracdo intraperitoneal do &cido
acético é resultado da capacidade destes, pelo menos em parte, de inibir as COX-1 e COX-2,
enzimas importantes na sintese de prostaglandinas que contribuem para a sensibilizacdo do
nociceptor (ESCRIBANO et al., 2003). Porém, possivelmente devem existir outros
mecanismos que gerem o efeito antinociceptivo observado nesses farmacos. Além disso,
outros agentes como bloqueadores neuromusculares e sedativos também podem atuar nesse
modelo, o que poderia resultar em uma interpretacdo equivocada dos resultados (MIRANDA
et al., 2008).

Encontram-se na literatura trabalhos que descrevem derivados N-acilidrazénicos, com
atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria, que atuam na inibicdo da ciclooxigenases e no
antagonismo do receptor vaniloide do tipo 1 (TRPV-1). Tributino et al. (2009) ao avaliarem o
perfil anti-inflamatério do LASSBIi0-930 observou que o composto inibiu de forma ndo
seletiva as COXs no ensaio de sangue total humano. Outro trabalho relata que a atividade
antinociceptiva, em modelos de dor neuropatica e inflamatoria, do LASSBIi0-881 esta
relacionado a acdo antagonista do composto em receptores TRPV-1 (DUARTE; BARREIRO;
FRAGA, 2007; TRIBUTINO et al., 2010).

Considerando isso e os resultados obtidos nesse trabalho, € possivel sugerir que ao
reduzir as contor¢des abdominais, os analogos testados, possivelmente, estardo exercendo
acao periférica e/ou central pela inibicdo dos mediadores enddgenos. Estes dados sugerem que

todos os analogos possuem atividade antinociceptiva.
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Em estudos de screening farmacoldgico de compostos com propriedades analgésicas,
a investigacdo do sistema opidide é uma constante. Um dos principais motivos para essa
busca é o objetivo de se chegar a um farmaco com propriedades terapéuticas semelhantes as
da morfina, mas desprovido de efeitos adversos indesejaveis que limitam seu uso na
terapéutica, principalmente no que diz respeito a tolerancia e a dependéncia. Para avaliar um
possivel efeito central, os derivados foram submetidos ao ensaio de placa quente. E um
modelo animal que avalia a atividade antinoceptiva de farmacos opidides, mas outros
farmacos com atividade central tais como sedativas e hipndticas, mostraram atividade no
ensaio de placa quente (HIRUMA-LIMA et al., 2000).

Apds o estudo neste ensaio, nenhum derivado NAH aumentou de forma significativa o
tempo de permanéncia dos animais na placa quente durante o periodo de observacao (Tabelas
4 e 5). Estes resultados sugerem que o efeito antinociceptivo observados nos compostos néo
envolve mecanismos centrais relacionados a modelos que dependem de reflexos espinhais.
Sabe-se que este teste é bem eficiente em revelar a atividade de analgésicos opidides (LE
BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001) e essa observacdo foi confirmada pelo fato da morfina
(agonista dos receptores opidides) aumentar o tempo de laténcia neste modelo. Além disso, é
possivel também eliminar a possibilidade de estes derivados agirem como sedativos,
anestésicos ou relaxantes musculares, os quais também poderiam exercer acdo no modelo de
contor¢do (HIRUMA-LIMA et al., 2000).

Tabela 4- Efeito do H,LASSBio-466, H,LASSBio-1064, seus complexos de zinco (II) (100
pmol/Kg, v.0.) e morfina (15 pmol/Kg, ip.) no ensaio de placa quente. Os resultados foram
expressos como média + E.P.M do tempo em segundos que o animal permaneceu sobre a placa
aquecidaab4 +1°C.

Pos-tratamento
Composto Pre-tratamento 1° 20 3° 4°
Controle 2,8+0,2 2,9+0,3 | 1,6+0,2 | 2,3x04 | 1,7+0,1
Morfina 1,8+0,5 9,0+1,6* | 7,4+0.8* | 5,3+0,8* | 25%02
H,LASSBIio0-466 2,1+0,2 2,304 | 2,1+0,2 | 2,2+0,2 | 2,6+0,1
H,LASSBIio0-1064 1,7+0,1 2,6£0,2 | 2,1+0,2 | 2,5+0,3 | 3,5%0,3
[Zn(LASSBi0-466) H,0], 2,1+0,2 42+08 | 2,4+06 | 3,6+0,6 | 54+12
Zn(LASSBI0-1064)Cl], 1,5+0,1 2,0£05 | 2,3+0,5 | 29410 | 1,9+0,2

*p < 0,05 (ANOVA One Way seguido Dunnett).
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Tabela 5- Efeito dos derivados N-acilidrazonicos, piroxicam (100 umol/Kg, v.0.) e morfina (15
umol/Kg, ip.) no ensaio de placa quente. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. do
tempo em segundos que o animal permaneceu sobre a placa aquecida a 54 £ 1 °C.

Pos-tratamento

Composto Pre-
tratamento
10 20 30 40
Controle 2,08+0,45 1,63+0,41 2,26+0,65 1,99+0,24 | 2,14+0.48
Morfina 1,89+0,55 9,03+1,64* | 7,40+0,89* | 5,39+0,84* | 2,58+0,23
Piroxicam 2.85+0.13 3,45+0,25 2,77£0,29 2,21+0.34 | 2.05+0.29

LASSBIi0-1604 2,55+0,17 3,33+0,59 3.03+0,24 1,90+0,38 3,0+0,44

LASSBIi0-1605 3,31+0,29 3,76%0,55 1,96+0,18 2,02+0.19 | 2,28 +0.47

LASSBIio0-1606 2,30+0,23 3,93+0.55 2,63+0,34 2,47+0,30 | 2,98+0,68

LASSBIi0-1607 2,00+0,15 3,06+0,31 2,08+0,33 1,97+0,38 | 2,27+0,32

LASSBio0-1617 2,38+0,49 3,46+0,78 2,39+0,45 3,06+0,50 | 2.00 +0.28

LASSBIi0-1637 1,85+0,36 1,88+0,20 1,73+0,21 2,24+0,35 | 1,85+0,36

LASSBIi0-1638 1,52+0,24 1,97+0,21 1,54+0,18 2,59+0,39 | 1,52+0,24

LASSBIi0-1639 2,99+0,51 4,33+0,51 4,02+ 0.47 5,54+0,44 | 4,38+0,39

*p<0,05 (t student seguido de Mann-Whitney).

Estes dados (Tabela 4 e 5) confirmam a atividade antinociceptiva periférica dos
derivados, provavelmente, semelhante ao piroxicam e indometacina uma vez que os AINEs,
de modo geral, ndo demonstram efeitos inibitorios significativos na nocicepgdo térmica. No
entanto, alguns estudos mostram que a dipirona e o paracetamol sdo capazes de reduzir a dor
por um mecanismo central de inibicdo da COX-3, uma isoforma que parece ser expressa em
altos niveis no sistema nervoso central (SCWAB et al., 2003; BOTTING; AYOUB, 2005).
Confirmando essa hipétese, Bisson (1991) mostrou a eficacia do paracetamol (105 e 315
mg/kg) no ensaio de placa quente, que aumentou o tempo de laténcia dos animais na placa de

forma dose dependente.

Nossos dados no ensaio estdo de acordo com os descritos por DA SILVA et al. (2010),
gue ao avaliar a atividade antinociceptiva de derivados N-acilidrazénicos pirazinicos no
ensaio de placa de quente observaram que estes ndo foram capaz de aumentar o tempo de

laténcia dos animais.

Para melhor avaliar o perfil antinociceptivo das duas séries de derivados N-
acilidrazonicos, estes foram submetidos ao ensaio de nocicepgdo induzida por formalina. Ao
realizar este ensaio com os compostos da série 1, como pode se observar na Tabela 6, na 12

fase do modelo, o tempo que o animal passou lambendo a pata, em resposta a formalina
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(s.pl.), no grupo controle foi de 54,8 + 2,3 s, sendo esse tempo reduzido ap6s o tratamento
com os compostos H,LASSBIi0-1064 e H,LASSBIi0-466, que apresentaram uma redugéo
estatisticamente significativa de 53,1% e 46,5%, respectivamente, do tempo de laténcia de
lambida quando comparado com o controle tratado com o veiculo. Ja na segunda fase do teste
0 grupo tratado apenas com o veiculo gastou 227,6 + 22,7 s lambendo a pata em resposta a
formalina, enquanto que o tratamento com os compostos teste reduziu esse tempo de forma
estatisticamente significativa. Nesta fase vale destacar os compostos H,LASSBIi0-1064 e
[Zn(LASSBI0-466) H,0], que induziram significativamente a reducdo do tempo de lambida
em 485% e 37,3%, respectivamente. A indometacina (farmaco padrdo) apresentou

porcentagem de reducdo de 49,1%.

No ensaio realizado nos compostos da série 2, como se pode observar na Tabela 7, na
primeira fase desse ensaio, 0 tempo que o animal passou lambendo a pata, em resposta a
formalina (s.pl.), no grupo controle foi de 50,4 £+ 3,0 s, sendo esse tempo reduzido apos o
tratamento com a substancia LASSBIio-1617, que apresentou uma reducdo estatisticamente
significativa de 58,2% do tempo de laténcia de lambida quando comparado com o controle

tratado com o veiculo.

J& na segunda fase do teste o grupo tratado apenas com o veiculo gastou 198,6 + 19,4 s
lambendo a pata em resposta a formalina, enquanto que o tratamento com os derivados
reduziu esse tempo de forma estatisticamente significativa. Nesta fase vale destacar os
analogos LASSBIi0-1637 e LASSBIi0-1638 que induziram a reducdo do tempo de lambida em
60,0% e 54,2%, respectivamente. Sendo estas superiores a porcentagem de reducdo do
piroxicam, que foi de 53,9%. Os analogos LASSBIi0-1604, LASSBio0-1617, LASSBi0-1639
apresentaram uma reducdo do tempo de lambida, com uma porcentagem de reducdo de
32,5%, 38,4% e 27,5% respectivamente (Tabela 7).
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Tabela 6- Efeito dos H,LASSBi0-466, H,LASSBio-1064, seus complexos de zinco (Il) e
indometacina (100 umol/Kg, v.0.) no ensaio de nocicepcéo induzida por formalina. Os resultados
foram expressos em porcentagem de inibicdo e média + E.P.M do tempo de lambida (em
segundos) da pata dos camundongos.

Fase 1 Fase 2 % de Inibicdo
Composto MédiatE.P.M. | MédiatE.P.M. Fase 1 Fase 2

Controle 54,8423 227, 61£22,7 - -
Indometacina 57,148,5 115,943,3* - 49,1%
H,LASSBIi0-466 29,3+8,3** 182,4+17,4 46,5% 19,8%
H,LASSBIi0-1064 25,7+4,9* 117,0+19,1* 53,1% 48,5%
[Zn(LASSBI0-466) H,0], 40,6+12,7 142,8423,1* 25,9% 37,3%
Zn(LASSBI0-1064)Cl], 39,6+7,8 161,3+36,0 27,7% 29,2%

*p < 0,05, **p < 0,01 (ANOVA One Way seguido Dunnett).

Tabela 7- Efeito dos derivados N-acilidrazdnicos e piroxicam (100 umol/Kg, v.0.) no ensaio de
contor¢do abdominal induzida por &cido acético. Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibicdo e média + E.P.M do tempo de lambida (em segundos) da pata de
camundongos.

Fase 1 Fase 2 % de Inibicdo

Composto Média £ E.P.M. | Média + E.P.M. Fase 1 Fase 2
Controle 50,9+5,8 194,0£10,5 -
Piroxicam 50,045,8 89,3+22 8** NA 53,9%
LASSBIi0-1604 49,6+10,7 131,0+£13,1** NA 32, 5%
LASSBIi0-1605 36,1+6,2 176,3+21,9 29,1% 9,1%
LASSBIio0-1606 49,6 £11,2 172,5+25,9 NA 11,1%
LASSBIi0-1607 38,8+8,8 161,4+27,9 23,8% 16,8%
LASSBIo0-1617 21,3 +5.2* 119,6+23,9* 58,2% 38.4%
LASSBI0-1637 50,3+10,6 77,5+16,7* NA 60,0%
LASSBIi0-1638 56,6+10,5 88,8+18,5** NA 54,2%
LASSBIi0-1639 54,8457 140,7£13,9* NA 27,5%

*p<0,05, **p<0,01(teste t student seguido de Mann-Whitney). NA- ndo ativo

O ensaio de nocicepcdo induzida por formalina € um modelo quimico de nocicepcao
que fornece uma resposta mais especifica quando comparado ao modelo de contor¢édo
abdominal induzida por acido acetico (SHIBATA et al., 1989). A vantagem de utilizar o
modelo de formalina é que se pode discriminar entre componentes de dor central e periférica
(TIDLSEN et al., 1992). Este ensaio é constituido por duas fases: fase neurogénica (1% Fase) e

fase inflamatoria (2% Fase) (HUNSKAAR et al., 1985). A primeira fase ou fase neurogénica
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inicia-se logo apos a injecdo de formalina, dura cerca de 5 min e, provavelmente, resulta do
efeito irritante direto sobre os nociceptores ativando as fibras aferentes primarias (C e AJ),
acarretando na liberacdo de neuropeptideos como SP e CGRP em terminais centrais e
mediadores periféricos como a bradicinina em terminac@es periféricas (GONCALVES et al.,
2008; MURMO, 2009), A fase tardia ou fase inflamatéria ndo é uma consequéncia da
primeira fase, ela é mais duradoura e persistente, causada por inflamacdo local devido a
formacéo e/ou liberacdo de mediadores como citocinas, eicosandides, cininas, glutamato e
oxido nitrico (CHICHORO; LORENZETTI; ZAMPRONIO, 2004).

Além disso, foi demonstrado por McNamara et al. (2007), que a formalina pode ativar
receptores TRPV1, sendo capaz de degranular mastocitos, causando a liberacdo de histamina
e serotonina (PARADA et al., 2003; MCNAMARA et al., 2007), que ativam 0s nociceptores,
promovendo também a liberacdo de neuropeptideos como substancia P, neurocinina A,
neurocinina B e CGRP, nos terminais periféricos aferentes primarios (SANTOS; CALIXTO,
1997), assim como o0s aminoacidos excitatérios, glutamato e aspartato (OMETE;
KAWAMATA, NAMIKI, 1998). Desta forma, acredita-se que estes mediadores quimicos
parecem ser 0s responsaveis pela nocicepcdo transitoria observada nos primeiros cinco

minutos apoés a injecdo de formalina (MILANO et al., 2008).

Na literatura encontram-se relatos da participacdo de receptores canabinoides na
modulacdo na hipersensibilizacdo inflamat6ria causada por agentes irritante, como por
exemplo a formalina. Segundo Hohmann e Herkenham (1999) os receptores canabinoides do
tipo CB1 podem ser encontrados nas terminagdes nervosas periféricas e pode mediar a
reducdo na hipersensibilidade inflamatoria, por inibicdo da atividade de fibras C, e
hiperalgesia periférica (HOHMANN; HERKENHAM, 1999). Calignano et al., 1998 e Jagger
et ai., 1998 demonstraram que a anandamida atenua a fase precoce ou tardia, respectivamente,
no ensaio de formalina (CALIGNANO;LA RANA; GIUFFRIDA, 1998; JAGGER et al.,
1998). Este efeito possivemelnte é produzido por interacgdo com receptores CB1 (ou CB1-
like), localizados nas terminacGes periféricas dos neurdnios sensoriais envolvidos na
transmisséo da dor (SANUDO-PENA et al., 1999).

Segundo Clayton et al. (2002) receptores CB2 sdo encontrados em células do sistema
imunitario, tais como celulas B, células T e macrdfagos (GALIEGUE, et al., 1995) e 0S
mastocitos. Sacerdote et al. (2000), observaram que 0 agonista canabinoide sintético nao-

seletivos, CP55940, inibiu a quimiotaxia em macrdfagos peritoneais de ratos, e este efeito foi
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revertido pelo antagonista CB2, mas ndo pelo antagonista CB1. Assim, atividade anti-
inflamatoria de um agonista de CB2 in vivo pode ser atribuido aos efeitos sobre a fungdo dos
macrofagos (SACERDOTE et al., 2000). O efeito analgésico do tetrahidrocanabinol (THC)
em um rato knockout CB1, esté relacionado a um receptor CB2 ou CB2-like (ZIMMER et al.,
1999 ). Ha também relatos sobre a presenca de receptores CB2-like em terminais nervosos
periféricos (GRIFFIN et al., 1997; PERTWEE, 1999). Segundo Clayton et. al, (2002) a
ativacdo apenas do receptor CB2 ¢ suficiente para produzir um efeito substancial anti-
inflamatdrio e analgesico no modelo de hipersensibilizacdo induzida por carragenina. Além
disso, o antagonista CB2 exacerbou a hipersensibilidade e inflamagdo induzida por
carragenina, sugerindo um tom canabindide enddgeno. Ativacdo do receptor CB1 é
susceptivel de produzir efeitos colaterais no SNC uma vez que estes receptores tém uma larga
distribuicdo no céerebro e estdo associados com a dependéncia psicoativa e sedacdo.
Receptores CB2 estdo expressos exclusivamente em tecidos periféricos e ndo estdo associados
com quaisquer efeitos secundarios. Agonistas CB2, por conseguinte, tém o potencial para
proporcionar um tratamento seguro e eficaz de doencas inflamatdrias cronicas (CLAYTON et
al., 2002).

O ensaio de nocicepcdo induzida por formalina apresenta alta sensibilidade a acdo da
maioria dos AINEs, como o 4&cido acetil salicilico, a indometacina e 0 naproxeno
(GONCALVES et al., 2008). Substancias analgésicas possuem agfes diferentes na primeira e
segunda fase do teste da formalina. Os opidides possuem acao central e inibem as duas fases
similarmente. Por outro lado, os analgésicos ndo opidides como a dipirona, um exemplo de
derivado piraz6lico, possuem acao central e periférica, produzindo efeitos antinociceptivos
em ambas as fases, porém, mais caracterizada na segunda, a qual se observa a inibicao
mediante doses menores quando comparadas a primeira fase (HUNSKAAR;HOLE, 1987;
SHIBATA et al., 1989).

Diante disso, é possivel sugerir que o efeito dos derivados H,LASSBio-1064 e
[Zn(LASSBI0-466) H,0],, LASSBi0-1604, LASSBIio0-1617, LASSBi0-1637, LASSBio-1638
e LASSBI0-1639 na fase inflamatoria do ensaio de nocicep¢do induzida por formalina pode
do piroxicam e de AINES de forma geral, ou inibicdo da producdo ou liberacdo de outros
mediadores pré-inflamatérios, como citocinas, serotonina, entre outros mediadores
inflamat6rios (CHICHORO; LORENZETTI; ZAMPRONIO, 2004).
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Enquanto que os derivados H,LASSBi0-1064, H,LASSBIi0-466 e LASSBIi0-1617, ao
inibirem a primeira fase do ensaio e ndo serem ativos no ensaio de placa quente,
possivelmente podem também estar atuando em receptores canabinoides do tipo CB2. Pois
compostos que agem nestes receptores podem interferir na modulacdo da inflamacédo, sem
efeito no sistema nervoso central. Dados estes semelhantes ao descrito por Calignamo et. al.,
(2002), ao avaliarem compostos com agdo nos receptores canabinoides, onde observaram que
compostos seletivos para receptor CB2, foram ativos no ensaio de formalina, mas sem
atividade no ensaio de placa quente. Porém € necessario a realizacdo de outros ensaios para

confirmacédo desse possivel mecanismo de a¢do dos compostos LASSBIo.

Apbs os derivados N-acilidrazdnicos, apresentarem atividade significativa nos
modelos de contor¢do abdominal induzida por &cido acético e na segunda fase (inflamatéria)
do modelo de nocicepcdo induzida por formalina, foi investigado também atividade anti-
inflamatdria utilizando o modelo de peritonite induzida por diferentes agentes proé-
inflamatdrios, tais como Zymosan A e carragenina, sendo esta apenas realizada com 0s

derivados N-acilidrazonicos anélogos do piroxicam

Neste ensaio, todos os compostos da serie 1 induziram uma inibigdo de recrutamento
de leucdcitos estatisticamente significativa, destacando-se o composto H,LASSBi0-1064 que
inibiu 77,8%. Os compostos H,LASSBIi0-466, [Zn(LASSBio-466)H,0],, Zn(LASSBio-
1064)Cl], e indometacina, inibiram o recrutamento de leucdcitos na proporcdo de 70,0%,
71,8%, 64,7% e 53,4%, respectivamente (Tabela 8).

Tabela 8- Efeito dos H,LASSBi0-466, H,LASSBi0-1064, seus complexos de zinco (I1) e
indometacina (100 pmol/Kg, v.0.) no ensaio de peritonite induzida por Zymosan A. Os
resultados foram expressos em porcentagem de inibi¢ao e média = E.P.M do nimero de
leucdcitos totais recrutados em camundongos.

Composto N° de Cels x10%/mL % de Inibicdo
Média + E.P.M.
Zymosan A 38,0+1,0 -
Salina 5,0+0,8 -
Indometacina 17,7+1,0%* 53,4 %
H,LASSBIio0-466 11,441 4** 70,0 %
H,LASSBIio-1064 8,4+0,9** 77,8%
[Zn(LASSBI0-466) H,0], 10,7+1,8** 71,8%
Zn(LASSBIi0-1064)Cl], 13,4+1,5** 64,7%

**p < 0,01 (ANOVA One Way seguido Dunnett).
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Em relagdo aos compostos da série 2, todos inibiram significativamente o
recrutamento celular, destacando-se 0s compostos LASSBi0-1637, LASSBIi0-1638 e
LASSBI0-1639 que apresentaram uma porcentagem de inibicdo de 78,9%, 81,2% e 82,7%,
respectivamente. Os compostos LASSBIi0-1605, LASSBIio-1607 e LASSBIio-1617, que
apresentam como subunidade iminica heteroaromatica os grupos 4-isopropilfenila, 4-N,N-
dimetilaminofenila e 2-piridinila, também apresentaram atividade similar ou superior a do
piroxicam, inibindo, respectivamente, 56,6%, 72,1% e 73,7% do recrutamento celular. O
piroxicam apresentou uma porcentagem de inibicdo de 37,2%. Todos comparados ao grupo

controle que recebeu apenas veiculo (Tabela 9).

Tabela 9- Efeito dos derivados N-acilidrazdnicos e piroxicam (100 umol/Kg, v.0.) no ensaio de
peritonite induzida por Zymosan A. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicao
e média + E.P.M do numero de leucdcitos totais recrutados em camundongos.

Ne de Cels x10%/mL
Composto % de Inibicéo
Média + E.P.M.

Controle 38,0+1,0 -

Piroxicam 16,2+1,1** 57,.4%
LASSBio-1604 23,9+1,7** 37,1%
LASSBi0-1605 16,5+3,7** 56,6%
LASSBIi0-1606 21,4+2 4* 43,7%
LASSBio-1607 10,6+0,4** 72,1%
LASSBio-1617 9,9+0.7** 73,9%
LASSBi0-1637 8,1+1,8** 78,7%
LASSBIi0-1638 7,1+0,6** 81,3%
LASSBIi0-1639 6,6+1,3** 82,6%

*p < 0,05, **p < 0,01 (ANOVA One Way seguido Dunnett).

A peritonite induzida por Zymosan A é um modelo bem caracterizado e utilizado
ensaios de inflamacdo (DOHERTY; POUBELLE; BORGEAT, 1985). O Zymosan A é um
componente polissacarideo insollvel da parede da célula de levedura a Sacharomyces
cerevisiae, sua administracdo intraperitoneal causa dor e contor¢des abdominais durante a
primeira hora de peritonite (SCISLOWSKA-CZARNECKA et al., 2004). Entre outras agoes,
zymosan A induz a degranulacdo de mastdcitos e ativa macrofagos. Quando administrado na
cavidade peritoneal do rato, zymosan induz um maior extravasamento vascular, um dos sinais

primarios de inflamagéo. Este &€ um passo chave na formacdo de exsudado inflamatorio e é
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seguido por um recrutamento dependente do tempo de células migratdrias, principalmente
neutréfilos (DOHERTY; POUBELLE; BORGEAT, 1985).

Varios mediadores coordenam os eventos iniciais da inflamacéo aguda, como aminas
vasoativas, lipidios derivados eicosanoides, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio
(ROS), NO e citocinas. O edema € um resultado da extravasdo de proteinas plasmatica
induzida por aminas vasoactivas e eicosanoides. A vasodilatacdo ¢ mediada primariamente
pelo NO e prostanoides vasodilatadores. Citocinas pro-inflamatdrias, tais como TNF-o e IL-
1R, ativam as vias de sinalizacdo em células endoteliais, que regulam a expressdo de
moléculas de adesdo para iniciar o recrutamento de leucdcitos circulantes e células
migartorias parcialmente ativadas (LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY, 2002;
SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). As células peritoniais residentes, tais como
celulas mesoteliais, linfocitos, mastdcitos, macrofagos desempenham um papel promotor na

peritonite induzida Zymosan A

Atividade inibitoria sobre a migracdo celular no ensaio de peritonite induzida por
zymosan A tem sido relatada para diversos anti-inflamatérios, como glicocorticéides,
colchicina (GRIFFITS; WOOD; BLACKHAM, 1991), inibidores de IL-18 (NELSON et al.,
2008) e 5-lipooxigenase (5-LOX), indometacina, (RAO et al., 1994), inibidores duais de
fosfodiesterase 7A (PDE7A) e fosfodiesterase 4 (PDE4) (YAMAMOTO et al., 2006).

Os resultados obtidos demonstram uma acdo anti-inflamatdria dos derivados N-
acilidrazénicos neste modelo. Possivelmente o efeito anti-inflamatério dos compostos,
observado no ensaio de peritonite induzida por Zymosan A, seja resultante da inibicdo da
COX, a semelhanca dos farmacos-padrdo (piroxicam e indometacina). Contudo, a
possibilidade da atuacdo desses compostos em outros alvos, como citocinas e 5-LOX, ndo
deve ser descartada, sobretudo ao comparar o efeito dos derivados neste modelo em relacao

aos efeitos nos ensaios mencionados anteriormente.

Quando relacionamos os resultados obtidos com os composto da série 1, podemos
observar que todos os compostos teste foram ativos no ensaio de peritonite induzida por
zymosan A, no ensaio de contor¢do abdominal induzida por acido acético, onde a atividade
antinociceptiva foi favorecida pela complexacdo no caso de [Zn(LASSBi0-466)H,0],. Em
relacdo ao ensaio de formalina observamos que o H,LASSBIi0-466 inibiu apenas a primeira
fase, enquanto que [Zn(LASSBIi0-466)H,0],, tal como indometacina, inibiu a segunda fase
que indica a sua capacidade para inibir a nocicepcdo associado a resposta inflamatoria. O
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H,LASSBIio0-1064 foi capaz de inibir tanto a fase neurogénica quanto a fase inflamatdria
mostrando-se um perfil o farmacoldgico diferente. No entanto, este efeito diminui em
coordenacao de zinco (1) no complexo Zn(LASSBio-1064)Cl],. Estes resultados sugerem que
a coordenacgdo parece ser uma boa estratégia para melhorar a atividade antinociceptiva do

composto H,LASSBIi0-466 associada a dor inflamatoria (Tabela 10).

Tabela 10- Efeito antinociceptivo e anti-inflamatério dos H,LASSBi0-466, H,LASSBio-1064,
seus complexos de zinco (I1) em ensaios de nocicep¢ao induzida por acido acético, formalina e
peritonite aguda induzida por zymosan A. Valores sdo expressos em porcentagem de inibicao da
resposta. Os compostos testados foram administrados por via oral na dose de 100 pmol/kg.

Nocicepgao Nocicepgéo Nocicepgao Peritonite
Composto induzida induzida por induzida por induzida
por ac. formalina formalina por
acético 1 fase 2 fase zymosan A
Dipirona 77,8% NT NT NT
Indometacina NT NA 49,1% 53,4 %
H,LASSBIi0-466 60,4 % 46,5% 19,8% 70,8 %
H,LASSBio0-1064 81,3% 53,1% 48,5% 77,8%
[Zn(LASSBIi0-466) H,0], 82,3% 25,9% 37,3% 71,8%
Zn(LASSBI0-1064)Cl], 70,9% 27,7% 29,2% 64,7%

NA - ndo ativo; NT — ndo testado.

Em relacdo aos compostos da serie 2, podemos observar que o derivado menos ativo
na peritonite induzida por zymosan A foi o0 LASSBIi0-1604. No entanto este composto foi o
mais ativo no ensaio de contor¢es abdominais induzidas por éacido acético, e que 0sS
derivados LASSBIi0-1605 e LASSBIi0-1607, inativos na fase inflamatoria do ensaio de
nocicepc¢do induzida por formalina, apresentaram atividade similar ou superior a exibida pelo
piroxicam no modelo de peritonite aguda induzida por zymosan A (Tabela 9) . De acordo
com estes resultados podemos sugerir que estes compostos podem ter efeitos em outras vias
diferentes da COX, pois embora a atividade das enzimas COX-1 e COX-2 em macrofagos
residentes estejam aumentadas durante o desenvolvimento de peritonite (KOLACZKOWSKA
et al., 2009), a relevancia das prostaglandinas no processo de migracdo celular parece ser
menor se comparada a outros mediadores (BRUNO et al., 2009).

Quando o agente foi a carragenina, todos os derivados da serie 2, apresentaram uma

inibicdo significativa do recrutamento de leucoécitos, destacando-se LASSBi0-1639 e
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LASSBI0-1638 que apresentaram porcentagem de inibicdo de 81,8%, e 77,5%,
respectivamente, seguido do LASSBIi0-1604, LASSBio-1637 e LASSBIi0-1638 que
apresentaram inibicdo de 74,2%, 73,2% e 77,6%, respectivamente. Ja os derivados LASSBio-
1605, LASSBIi0-1606, LASSBIi0-1607, LASSBIi0-1617 e o0 piroxicam apresentaram
porcentagem de inibicdo do recrutamento de leucdcitos na proporcdo de 61,9%, 57,4%,
42,3%, 22,1% e 25,5%, respectivamente (Tabela 11).

Tabela 11- Efeito dos derivados N-acilidrazonicos e piroxicam (100 umol/Kg, v.0.) no ensaio de
peritonite induzida por carragenina. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicéo
e média + E.P.M do numero de leucécitos totais recrutados em camundongos.

Composto N° de Cels x10°/mL % de Inibigéo
Média + E.P.M.

Controle 20,9+1,6** -

Piroxicam 15,5+0,3** 25,8%
LASSBIi0-1606 8,9+0,5** 57,4%
LASSBi0-1617 16,2+0,7** 22,5%
LASSBIi0-1605 7,9+0,8** 62,2%
LASSBI0-1607 12,0+£1,5** 42,6%
LASSBi0-1604 5,4+0,6** 74,2%
LASSBIi0-1637 5,6+0,5** 73,2%
LASSBIi0-1638 4,740, 7** 77,5%
LASSBIi0-1639 3,8+0,6** 81,8%

**p < 0,01 (ANOVA One Way seguido Dunnett).

Analisando os resultados dos ensaios de peritonite, podemos observar que 0S
compostos LASSBIi0-1637, LASSBIi0-1638 e LASSBIi0-1639 induziram uma inibicdo de
recrutamento celular semelhantes em ambos os ensaios, além de terem sido também ativos em
todos os ensaios realizados, a excecdo da placa quente. O composto LASSBio-1617
apresentou um perfil semelhante ao do piroxicam, ambos foram ativos em todos o0s ensaios
cuja resposta envolvia mediadores inflamatérios, porém o LASSBio-1617 foi ativo na
primeira fase do ensaio de nocicepcdo induzida por formalina enquanto o piroxicam ndo foi
ativo, apresentaram menor atividade no ensaio de peritonite induzida por carragenina, em
relacdo a induzida por zymosan A. O inverso foi observado para LASSBio-1604, que foi o
composto menos ativo na inflamagéo induzida por zymosan A e um dos mais ativos quando a

carragenina foi utilizada. Vale ressaltar que os compostos LASSBio-1605, LASSBi0-1606 e
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LASSBI0-1607, inativos na segunda fase do ensaio de nocicepc¢do induzida por formalina,

apresentaram atividade em ambos os ensaios de peritonite aguda.

A carragenina € uma mistura de polissacarideos extraida de algas marinhas do género
Rhodophyceae que quando aplicada na cavidade peritoneal induz uma resposta inflamatéria
caracterizada por intensa exsudagdo plasmatica e migracdo de células, particularmente de
neutrdfilos. Essa migracdo é decorrente da grande estimulacdo da liberacdo de mediadores
inflamatérios como as prostaglandinas, principalmente, histamina, bradicinina,
neuropeptideos e NO (DI ROSA, 1972). Wallace et al. (1999) demonstraram que a resposta
celular inflamatoria induzida pela carragenina é mediada principalmente pela COX-1 e COX-
2 (WALLACE; CHAPMAN; MCKIGHT, 1999). Outros estudos referem também a
participagdo de citocinas pro-inflamatorias, uma vez que foram detectados altos niveis de
TNF-0, IL-1a e IL-1p apds a inje¢ao de carragenina (UTSUNOMIYA; NAGAI; OH-ISHI,
1991; CUZZOCREA et al., 1999).

Quando relacionamos o0s resultados obtidos com a série 2, observamos que 0s
compostos LASSBi0-1637, LASSBIi0-1638 e LASSBIi0-1639 apresentaram atividade
semelhantes nos ensaios de inflamacdo aguda, também foram ativos em todos os ensaios
realizados, a excecdo da placa quente e da fase neurogénica do ensaio de formalina. O
composto LASSBIi0-1617 foi ativo em todos 0s ensaios cuja resposta envolvia mediadores
inflamatorios também, foi ativo na 1 fase do ensaio de formalina, mas inativo no ensaio de
placa quente, indicando que possivelmente ndo possui agao central que possui um mecanismo
de agdo diferenciado em relacdo aos outros compostos. Os compostos LASSBio-1605,
LASSBIi0-1606 e LASSBIi0-1607, inativos na fase inflamatdria do ensaio de nocicepc¢édo
induzida por formalina, apresentaram atividade em ambos 0s ensaios de peritonite aguda
(Tabela 12).

Esses resultados confirmam as propriedades anti-inflamatorias dos novos derivados N-
acilidrazénicos derivados do piroxicam em ensaios de nocicep¢do e inflamacdo aguda.
Também confirmam que esses compostos possuem biodisponibilidade adequada por via oral.
Nossos dados sugerem que, na dose de 100 umol/Kg, esses derivados possuem um perfil
farmacoldgico in vivo mais amplo que o do piroxicam, e se destacam, sobretudo, por sua

atividade inibitdria sobre o recrutamento celular em modelos de inflamacéo aguda.
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Tabela 12- Efeito antinociceptivo e anti-inflamatdrio dos derivados N-acilidrazénicos em ensaios
de nocicepcédo induzida por acido acético, formalina e peritonite aguda induzida por zymosan A
e carragenina. Valores sdo expressos em porcentagem de inibicdo da resposta. Os compostos
testados foram administrados por via oral na dose de 100 umol/kg.

. ~ Nocicepcao Nocicepcao . L

Composto | indusica | "nduzidapor | induzidapor | RiAHE IS
P Lo formalina formalina P P

por ac. acético 1 fase 2 fase zymosan A carragenina
Piroxicam 95,4% NA 53,9% 57.4% 25,8%
LASSBIio0-1604 90,4% NA 32, 5% 37.1% 57,4%
LASSBIi0-1605 75,1% 29,1% 9,1% 56.6% 22,5%
LASSBIio-1606 761% NA 11,1% 43.7% 62,2%
LASSBIio0-1607 57,9% 23,8% 16,8% 72.1% 42,6%
LASSBIio-1617 58,6% 58,2% 38.4% 73.9% 74,2%
LASSBIio0-1637 62,7% NA 60,0% 78.7% 73,2%
LASSBIio0-1638 84,0% NA 54,2% 81.3% 77,5%
LASSBIio0-1639 82, 7% NA 27,5% 82.6% 81,8%

NA - ndo ativo

4.2 Avaliacdo Antiinflamatdria in vitro

A capacidade dos derivados N-acilidrazénicos, anadlogos do piroxicam, modular a
atividade das enzimas para inibir COX-1 e COX-2 ovinas foi determinada utilizando um Kit
imunoenzimatico, de acordo com a metodologia descrito por UDDIN e colaboradores (2004),

cuja Clsp pode ser observada na Tabela 13.

Como a COX é uma enzima expressa por células envolvidas em processos
inflamatorios e foi descrita como sendo a maior responsavel pela produgdo de prostandides
nos processos inflamatdrios e dolorosos, este ensaio in vitro de inibicdo de COX-1/COX-2
vem possibilitar a verificagdo do mecanismo de acgdo pelo qual os derivados poderiam estar

agindo como um antinociceptivo/antiinflamatério.
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Tabela 13- Concentracdo inibitéria de 50% (Clsy) das enzimas COX-1/COX-2 ovinas por
derivados N-acildrazbnicos analogos do piroxicam, piroxicam e indometacina (concentracdes 0,1
pM, 0,3 pM e 1 pM).

COX-1 COX-2
Composto Eficacia Maxima Clsp £ E.P.M. |[Eficacia Maxima| Clsy = E.P.M.
(% de inibicéo) (1C 95%) (% de inibicdo) (1C 95%)
Indometacina 93,0% 0,27 +0,01 79,0% 0,79 £ 0,007
(0,04 - 0,49) (0,70 -10,89)
Piroxicam 39,6% NA 71,6% 0,22 +£0,01
(0,09 -0,35)
LASSBIio0-1604 67,7% 0,22 + 0,005 62,5% 0,24 £ 0,01
(0,16 —1,29) (0,11 -10,37)
LASSBIio0-1617 79,1% 0,28 £ 0,005 24,4% 0,26 £ 0,01
(0,22 - 0,35) (0,26 — 0,26)
LASSBio 1637 22,0% NA 30,2% NA
LASSBIo 1638 45,4% NA 64,8% 0,81+0,18
(0,00 -3,17)
LASSBIo0 1639 0,0% NA 0,0% NA

NA: atividade inibitdria abaixo de 50% até a concentragdo de 1 Mm

Para esse ensaio foram selecionados os compostos LASSBIio0-1617 e LASSBIio0-1637,
devido a semelhanca estrutural com o piroxicam e seu bioiséstero sudoxicam, e 0s compostos
LASSBIi0-1604, LASSBIi0-1638 e LASSBIi0-1639, em virtude de terem apresentado maior
atividade nos ensaios in vivo. Verifica-se que LASSBi0-1604 (ClspCOX-1 de 0,22 uM e
Cl5oCOX-2 de 0,24 uM) e LASSBIi0-1617 (ClspCOX-1 de 0,28 uM e ClspCOX-2 de 0,26
uM) foram capazes de inibir, significantemente, tanto COX-1 como COX-2. Observou-se
também que o analogo LASSBIi0-1638 apresentou Clsp de 0,81 uM para COX-2, mostrando-
se seletivo idade para esta isoforma da COX. Com relacdo aos farmacos de referéncia, a
indometacina, como esperado, apresentou maior inibicdo para COX-1; enquanto o piroxicam

apresentou maior eficacia e poténcia para COX-2.

Esta bem estabelecido que Prostaglandina E, (PGE;) € um importante mediador da
inflamacéo em inflamacdo aguda e cronica e a reducédo da sua producéo pela inibicdo de COX
estd associada com a diminuicdo de edema e dor inflamatoria. Existem duas isoformas de
cicloxigenase, COX-1 e COX-2. A isoforma COX-1 estd presente no trato gastrointestinal,
sistema renal, além de ser importante para o processo de coagulacdo sanguinea (VANE;
BOTTING; BAKHELE, 1998). J4 a isoforma COX-2 e induzida durante 0 processo
inflamatdrio (VANE; BOTTING, 1996).
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No SNC, além dos estimulos inflamatorios, a COX-2 também pode ser induzida por
glutamato em células gliais e neurénios (SALZBERG-BRENHOUSE et al., 2003). Embora
seja normalmente induzido por estimulos pro-inflamatdrios, tem sido reportada a expressédo de
COX-2 constitutiva em alguns tecidos, incluindo cérebro, rins, pulméo, endotélio vascular e
orgdo do sistema reprodutor (RAJAKARIAR; YAQOOB; GILROY, 2006). O aumento
resultante na atividade da COX-2 pode contribuir para a neurodegeneragao ou para o estresse
oxidativo, ou paras as acdes neurotdxicas de PGs. A expressdo aumentada de COX-2 esta
associada com uma série de doencas neurodegenerativas agudas e crénicas, incluindo
convulsdes, doenca de Alzheimer e doenga de Parkinson (SALZBERG-BRENHOUSE et al.,
2003).

Sabe-se que, embora a indugdo da COX-2 por estimulos inflamatorios seja o principal
responsavel pelos altos niveis prostanoides no sitio inflamatério, o papel da COX-1 em
modular a resposta inflamatoria ndo deve ser menosprezada (BURIAN; GEISSLINGER,
2005). Atualmente, o cliché de que a expressdo constitutiva da isoforma COX-1 esta
envolvido apenas em funces fisioldgicas normais, como a agregacdo plaquetaria, protecdo da
mucosa gastrica e homeostase eletrolitica renal vém sendo quebrada. Atraves do uso baixas
doses de aspirina, que assim se comporta como um inibidor preferencial da COX-1
plaquetaria, esclareceu-se o papel exercido por esta isoenzima em muitos tipos de células de
mamiferos. Achados mais recentes sobre a inibicdo seletiva da COX-1 demonstram sua
relevancia para varias condi¢cdes patoldgicas humana, como cancer, inflamacéo, febre e dor,

além da neuro-protecéo e cardio-protecéo.

Os analogos do piroxicam LASSBIi0-1604 e LASSBIi0-1617 se mostraram efetivos em
inibir de forma nédo-seletiva tanto COX-1 como COX-2. Gierse et al. (1999) cita que alguns
AINEs assim como o naproxeno e alguns oxicams também exibem uma ndo-seletividade na
inibicdo das isoformas de COX (GIERSE et al., 1999). O anédlogo LASSBIi0-1638 exibe
possivel seletividade para COX-2, de forma similar ao meloxicam. Tem sido postulado que
AINEs seletivos para COX-2 apresentam melhores atividade anti-inflamatoria, como menor
efeito gastrointestinal (LIPSCOMB et al., 1998). LASSBio 1639 néo apresentou inibi¢do para
COX-1 ou COX-2 em nenhuma das concentragdes utilizadas, mostrando que este analogo

apresenta mecanismo de acdo diferente dos outros analogos.

Ao correlacionar os dados obtidos nos experimentos anteriormente mencionados,

podemos observar que o composto LASSBIi0-1617, aza-vinilogo do piroxicam, apresentou
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atividade nos ensaios in vivo similar ou inferior ao piroxicam, no entanto no ensaio de
peritonite induzida por zymosan A, este foi mais ativo. Este composto inibiu de ambas as
isoformas da COX, sendo mais seletivo a COX-1. Todavia, existe a possibilidade de que o
efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio deste composto possa envolver outro alvo,
sobretudo considerando-se sua atividade no modelo de peritonite induzida por zymosan A e

na primeira fase do ensaio de formalina.

O composto LASSBIio0-1604 apresentou atividade inibitoria sobre ambas as isoformas
da COX com poténcia similar a de LASSBio0-1617, revelando-se um bioiso6stero deste. Porém,
0 LASSBI0-1604 apresentou um perfil inverso ao LASSBIi0-1617 nos ensaios de inflamagéo
aguda, sendo o LASSBi0-1604 mais ativo no modelo de peritonite induzida por carragenina.
Com isso podemos sugerir que 0s compostos podem agir por uma via diferentes da
ciclooxigenases, que a inibicdo das isoformas das COXs pelos compostos LASSBio-1604 e
LASSBI0-1617 seja concentracdo dependente. O composto LASSBIi0-1637, um analogo N-
heterociclico de LASSBIio-1604, apresentou atividade inibitoria sobre a enzima COX inferior
a 50% nas concentragdes empregadas no ensaio (0,1 puM, 0,3 uM e 3 uM). Porém este
derivado nos ensaios in vivo foi 0 mais ativo no ensaio de nocicepgao induzida por formalina
(2° fase), além de ter sido também um dos mais ativos em ambos os modelos de inflamacéo
aguda. Com isso, podemos sugerir que possivelmente a acdo anti-inflamatéria do LASSBIo-
1637, seja independente da vias das ciclooxigenases ou que a inibigdo das isoformas da COX
pelo LASSBIi0-1637 seja concentragdo dependente.

O composto LASSBIi0-1638 inibiu seletivamente a enzima COX-2 in Vvitro,
apresentando valor de ICso de 0,81 M. Esse composto apresentou atividade semelhante ou
superior a do piroxicam em todos 0s ensaios in vivo e foi um dos derivados mais ativos nos
modelos de peritonite aguda. O efeito anti-inflamatério e antinociceptivo exibido por
LASSBIi0-1638 provavelmente envolve inibicdo da enzima COX-2, porém, o pronunciado
efeito inibitorio desse derivado sobre o recrutamento celular em modelos de inflamacéo

aguda, na dose testada (100 mol/Kg), sugere a possibilidade de atividade em outros alvos.

O composto LASSBi0-1639, nas concentracgdes testadas, ndo inibiu nenhuma isoforma
da COX, porém apresentou uma acentuada atividade nos ensaios de nocicepgdo e inflamacéo
aguda, o que é um indicio que seu efeito anti-inflamatorio envolve modulagéo de outros alvos,

como a via da lipoxigenase, citocinas, como IL-1, IL-6 e TNF-q, entre outros.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que os compostos das duas
séries de derivados N-acilidrazonicos, administrados na dose de 100 pumol/kg por via oral,
apresentaram atividade antinociceptiva periférica observado no modelo de contorcbes
abdominais induzidas por acido acético sem efeito central, observado no teste de placa quente.

Os compostos da série 1 induziram uma inibicdo das contor¢Bes abdominais
semelhante ao da dipirona, sendo esta atividade favorecida com a coordenacao com zinco (1)
no H,LASSBIi0-466. Observamos também que esses compostos apresentaram um perfil
antinociceptivo associado a resposta inflamatdria, pois ndo foram ativos em ensaio de
nocicepgédo central. No modelo de nocicepgéo induzida por formalina o H,LASSBIi0-466 foi
capaz de inibir apenas a primeira fase, enquanto seu complexo [Zn(LASSBi0-466) H,O],,
semelhante a indometacina, foi ativo na segunda fase deste ensaio. Estes resultados sugerem
que a coordenacdo do zinco (Il) parece ser uma boa estratégia para melhorar a atividade
antinociceptiva do composto H,LASSBIi0-466 associada a dor inflamatéria. Além disso, 0s
compostos da série 1 induziram uma inibicdo de recrutamento celular semelhante ou superior

da indometacina, o que indica um perfil anti-inflamatério expressivo.

Os compostos da série 2 apresentaram um perfil farmacoldgico mais amplo que a do
piroxicam (farmaco padrdo), apresentando pronunciado efeito inibitorio sobre o recrutamento
celular em modelos de inflamacdo aguda. A partir dos dados obtidos neste trabalho, foram
identificados os compostos LASSBIi0-1637 e LASSBIi0-1639 como novos prototipos com
acao antinociceptiva e anti-inflamatoria. Esses inibiram o recrutamento celular nos ensaios de
peritonites induzidas por carragenina e zymosan A em mais de 70% e 80%, respectivamente.
A atividade desses compostos parece ser independente da inibicdo de COX e a determinagéo

de suas atividades em outros alvos relacionados a inflamacao deve ser realizada.
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Abstract: Salicylaldehyde 2-chlorobenzoyl hydrazone (H,LASSBi0-466), salicylaldehyde
4-chlorobenzoyl hydrazone (H,LASSBio-1064) and their complexes [Zn(LASSBio-
466)H,0], (1) and [Zn(HLASSBio-1064)Cl], (2) were evaluated in animal models of
peripheral and central nociception, and acute inflammation. All studied compounds
significantly inhibited acetic acid-induced writhing response. Upon coordination the anti-
nociceptive activity was favored in the complex 1. H,LASSBi0-466 inhibited only the first
phase of the formalin test, while 1 was active in the second phase, like indomethacin,
indicating its ability to inhibit nociception associated with the inflammatory response.
Hence coordination to zinc(Il) altered the pharmacological profile of H,LASSBio-466.
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H,LLASSBio-1064 inhibited both phases but this effect was not improved by coordination.
The studied compounds did not increase the latency of response in the hot plate model,
indicating their lack of central anti-nociceptive activity. All compounds showed levels of
inhibition of zymosan-induced peritonitis comparable or superior to indomethacin,
indicating an expressive anti-inflammatory profile.

Keywords: acylhydrazones; zinc(I) complexes; analgesic activity; anti-inflammatory
activity

1. Introduction

Inflammation is a response of the immune system to physical and/or chemical and/or biological
injury, understanding by injury any process able to cause tissue or cellular damages. The types of
inflammation (i.e. acute or chronic) differ by cause, mechanism, outcome, and intensity. It is well
known that while acute inflammation has a physiological role in normal circumstances, chronic
inflammation exerts detrimental effects on the functional status of cells and tissues. As a consequence
inflammatory processes take part in a huge number of diseases such as atherosclerosis, Alzheimer
disease, Parkinson disease, cancer, asthma, arthritis and so on [1-3].

Zinc is one of the most prevalent trace elements in the human body. It has been shown to be
essential to the structure and function of a large number of macromolecules and for a variety of
enzymatic reactions, which mediate a wide range of physiological processes [4,5]. These include
production of collagen and other extracellular matrix proteins, modulation of immunoregulatory
(e.g., T and B lymphocytes, macrophages, and antigen-presenting dendritic cells) and inflammatory
(e.g., eosinophils, neutrophils, and mast cells) cells function. As a consequence, zinc may be considered
an important immunoregulatory agent with anti-apoptotic and anti-inflammatory activities [6].

Figure 1. Generic structure of salicylaldehyde 2-chlorobenzoyl hydrazone (H,LASSBio-
466) and its regioisomer salicylaldehyde 4-chlorobenzoyl hydrazone (H,LASSBio-1064).

H.LA355Bio-466: X =Cland X' =H
H,LASSBio-1064: X =Hand X' =Cl

In the context of a research program that aims to contribute to the discovery of new anti-
inflammatory and analgesic drug candidates, we describe the synthesis of zinc(I) complexes with
salicylaldehyde 2-chlorobenzoyl hydrazone (H,LLASSBi0-466) and its regioisomer salicylaldehyde 4-
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chlorobenzoyl hydrazone (H,LLASSBio-1064) (Figure 1), together with a pharmacological evaluation
of all acylhydrazones and zinc(II) complexes in animal models of peripheral and central nociception

and acute inflammation.
2. Results and Discussion
2.1. Formation of the Zinc(Il) Complexes 1 and 2

Microanalyses and molar conductivity data are compatible with the formation of [Zn(LASSBio-
466)H,0] and [Zn(HLASSBi0-1064)CI]. In the first compound a di-anionic acylhydrazone is attached
to the metal center upon deprotonation at N(2)-H and O(1)-H. The remaining coordination site is
occupied by a water molecule, as indicated by the infrared spectrum of the compound (Section 2.3). In
the second, a mono-anionic acylhydrazone is attached to the metal upon deprotonation at O(1)-H,
together with a chloride ion.

Upon recrystallization of [Zn(HLASSBio-1064)Cl] in 1:9 DMSO-acetone, crystals of
[Zny(LASSBi0-1064),(H,0),]:[Zny(LASSBi0-1064),(DMSO)4] were obtained. The compound
consists of two center symmetric binuclear zinc(Il) complexes hosted in the same lattice, as previously
reported by some of us [7]. We had also obtained [Zn(LASSBio-1064)],, which is a phenoxo-bridged
dimer since the monomer would contain zinc(II) with coordination number three, which is very
unlikely [7]. Hence [Zn(HLASSBi0-1064)Cl] most probably also exists as a dimer, [Zn(HLASSBio-
1064)Cl],.

We now obtained [Zn(LASSBio-466)(H,0)], in which a water molecule occupies the fourth
coordination position, like in the first center symmetric unit of [Zny(LASSBio-
1064)>(H20)2]-[Zn2(LASSBi0-1064),(DMSO)4].  Therefore, [Zn(LASSBio-466)(H,O)] is also
probably a phenoxo-bridged dimer, [Zn(LASSBio-466)(H,O)],. Considering that dimerization is
favored in this class of compounds [7], the zinc(Il) complexes are hereafter formulated as
[Zn(LASSBi0-466)(H,0)], (1) and [Zn(HLASSBio-1064)CI]; (2).

Figure 2. Molecular plot of LASSBio-466 showing the labeling scheme of the non-H
atoms and their displacement ellipsoids at the 50% probability level.
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2.2. Crystal Structure of H)LASSBio-466

Crystal data and refinement results are summarized in Table 1. Figure 2 is an ORTEP [8] drawing
of the molecule and Table 2 shows the corresponding intra-molecular bond distances and angles.

Table 1. Crystal data and structure solution methods and refinement results for

salicylaldehyde 2-chlorobenzoyl hydrazone (H,LLASSBi0-466).

Compound H,LASSBio-466
Empirical Formula C4H;,CIN,0O,
Formula Weight 274.70
Temperature, K 294(2)
Crystal System Monoclinic
Space Group P2,/c

a, A 9.889(1)

b, A 13.360(2)
Unit cell dimensions © é 10.079(1)

a, 90

B, 93.10(1)

Y, 90
Volume, A® 1329.7(3)
Z, Density calc., Mg/m3 4,1.372
Absorption coefficient, mm 0.286
F(000) 568
Crystal size, mm 0.20 x 0.12 x 0.08
Crystal color / shape Colorless / prism
0 range for data coll. 3.05 to 24.08°

-10< A <11
Index range —-15<k<15
-11<I<11

Completeness, 6 = 26.37° 99.6 %
Max. / min. transmission 0.977/0.945
Goodness—of—fit on F 1.016
Reflec. collect./unique (Ryy) 5646/2095 (0.032)
Observed reflections [I > 2o(I)] 1612

[6%(F.) + (0.088P)* + 0.22P]"

Weights, w P = [Max((F,2,0) + 2F.2]/3
Data / restraints / parameters 2095/0/184

Final R indexes® [I > 25(I)] R;=0.0474, wR,=10.1296
R indices (all data) R;=0.0637, wR,=0.1479
Extinction coefficient 0.07(1)

Larg. peak & hole, e A~ 0.180 /-0.246

“R indices defined as: R/=X||F,|-|F.|[/Z|F,|, wR=[Ew(F,2-F .2y /Ew(F,*)*]".

The phenyl rings show a delocalized bonding structure, with C-C distances ranging from 1.370(3)
to 1.388(3) A for the chlorine-containing phenyl, where d(Cpr-Cl) = 1.724(3) A, and from 1.359(4) to
1.400(3) A for the phenol ring, where d(Cy,-OH) = 1.353(3) A. We found for the carbonyl C(8)=0(2)
and C(7)=N(1) groups distances of 1.226(2) and 1.272(3) A, respectively, as expected for formal
double bonds. The N(1)-N(2) length of 1.376(3) A agrees with the single bond character of this link.
The molecule conformation is stabilized by a strong intra-molecular O-H...N bond [d(O(1)--N(1)) =
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2.632 A, Z(O(1)-H(1)N(1)) = 145.7°]. As shown in Figure 2 the hydrazone adopts the E
configuration in the crystal state.

Table 2. Bond lengths [A] and angles [°] for salicylaldehyde 2-chlorobenzoyl hydrazone
(H,LASSBi0-466).

Atoms Bond lengths (A) Atoms Angles (°)
CI-C(10) 1.724(3) 0(2)-C(8)-C(9) 123.2(2)
O(1)-C(1) 1.353(3) N(1)-C(7)-C(2) 121.1(2)
0(2)-C(8) 1.226(3) N(2)-C(8)-C(9) 114.7(2)
N(1)-N(2) 1.376(3) N(1)-N(2)-C(8) 118.6(2)
N(1)-C(7) 1.272(3) N(2)-N(1)-C(7) 117.2(2)
N(2)-C(8) 1.346(3) C(1)-C(2)-C(3) 118.3(2)
C(1)-C(2) 1.400(3) C(1)-C(2)-C(7N) 122.2(2)
C(1)-C(6) 1.384(4) C(1)-C(6)-C(5) 120.5(3)
C(2)-C(3) 1.390(3) C(2)-C(1)-C(6) 119.7(2)
C(2)-C(7) 1.445(3) C(2)-C(3)-C(4) 121.1(3)
C(3)-C(4) 1.374(4) C(3)-C(4)-C(5) 119.5(3)
C(4)-C(5) 1.371(5) C(3)-C(2)-C(7) 119.5(2)
C(5)-C(6) 1.359(4) C(4)-C(5)-C(6) 120.8(3)
C(8)-C(9) 1.494(3) C(8)-C(9)-C(10) 122.4(2)
C(9)-C(10) 1.393(3) C(8)-C(9)-C(14) 119.9(2)
C(9)-C(14) 1.388(3) C(9)-C(10)-Cl1 120.8(2)
C(10)-C(11) 1.381(4) C(9)-C(10)-C(11) 121.1(3)
C(11)-C(12) 1.376(4) C(9)-C(14)-C(13) 121.5(3)
C(12)-C(13) 1.371(4) C(10)-C(9)-C(14) 117.6(2)
C(13)-C(14) 1.370(3) C(10)-C(11)-C(12) 119.5(3)
C(11)-C(10)-Cl1 118.1(2)
C(11)-C(12)-C(13) 120.3(3)
C(12)-C(13)-C(14) 119.9(3)
0(1)-C(1)-C(2) 122.4(2)
O(1)-C(1)-C(6) 118.0(2)
0(2)-C(8)-N(2) 122.1(2)

The solid is further stabilized by a medium-strength inter-molecular N-H:*Ocaponyi bond
[d(N(2)-+O(2)) = 2.885 A, Z(N(2)-H(2)-*O(2’)) = 166.2°] between neighboring molecules, symmetry-
related to each other through a glide plane, involving the imine group of a molecule as a donor and the
carbonyl oxygen of the other as an acceptor. This gives rise to a polymeric structure that extends along
the crystal c-axis (see Figure 2).

2.3. Spectroscopic Characterization

The vibrations at 3450-3436 cm™ ' in the infrared spectra of the free acylhydrazones attributed to
v(0O-H) disappear in those of the complexes, in accordance with deprotonation of the phenol group [9].
The v(C=0) absorption at 1657 cm ' in the spectrum of the H,LASSBio-466 was not found in the
spectrum of the complex 1, indicating coordination of an enolate oxygen [10,11]. The v(C=0)
absorption at 1676 cm™' in the spectrum of the H,LASSBio-1064 shifts to 1618 cm ™' in the spectrum
of 2, indicating coordination through the carbonyl oxygen [10-13]. The vibrations attributed to v(C=N)
at 1625 and 1624 cm ' in the infrared spectra of the hydrazones shift to 1614 and 1611 cm ',
respectively, in the spectra of the complexes, in agreement with coordination of the azomethine
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nitrogen [10-13]. A new absorption at 1604 cm ™'
v(OH,) vibration.

The NMR spectra of the acylhydrazones and their zinc(Il) complexes were recorded in DMSO-dp.

in the spectrum of complex 1 was attributed to the

The 'H resonances were assigned on the basis of chemical shifts and multiplicities. The carbon type
(C, CH) was determined by using distortionless enhancement by polarization transfer (DEPT 135)
experiments. The assignments of the protonated carbons were made by 2D heteronuclear multiple
quantum coherence experiments (HMQC).

The signals of all hydrogens and carbons are duplicated in the 'H- and “C-NMR spectra of
H,LASSBio-466, indicating the presence of the £ and Z configurational isomers in the DMSO-de
solution. In fact, two N(2)-H signals were observed at & 11.05 and 9.84 ppm, which were attributed to
the Z and E isomers, respectively. In the first N(2)-H is hydrogen bonded to the phenol oxygen, while
in the latter it is hydrogen bonded to the solvent [10-13]. Only one signal was found for each hydrogen
and each carbon in the 'H- and ?C-NMR spectra of H,LASSBio-1064. These signals are compatible
with the presence of the £ configurational isomer.

Only one signal was observed for each hydrogen and each carbon in the spectra of complexes 1-2.
The O(1)-H signals were absent in the spectra of all complexes, in agreement with deprotonation and
formation of a phenolate group. In the spectrum of 1 the N(2)-H signal disappears, suggesting
deprotonation of the hydrazone upon coordination. Hence in 1 a di-anionic hydrazone ligand is
attached to the zinc(II) center. In the spectrum of 2 the N(2)-H signal was observed, according with the
presence of a mono-anionic hydrazone ligand. In the "H-NMR spectra of the complexes the signals of
all hydrogens undergo significant shifts in relation to their positions in the free hydrazones. Similarly,
the signals of C=N, C=0 and the phenol carbons undergo significant shifts in complexes 1 and 2,
indicating coordination through the Opheno-N-O chelating system. Hence in 1-2 the hydrazones adopt
the E configuration.

2.4. Anti-Nociceptive Activity of H,LASSBio-466, H,LASSBio-1064, [Zn(LASSBio-466)H,0], (1) and
[Zn(HLASSBio-1064)Cl]» (2)

The anti-nociceptive profiles of the free ligands H,LASSBio-466, H,LASSBio-1064 and their
zinc(II) complexes 1 and 2 were evaluated using three well-accepted pain models, namely acetic acid-
induced writhing, formalin-induced nociception and hot plate test. The acetic acid-induced abdominal
writhing and hot-plate test have been reported to be useful to investigate peripheral and central
activity, respectively, while the formalin-induced nociception is valuable to detect both effects,
including inflammatory pain.

All compounds were evaluated at a dose of 100 pumol/kg (p.o). Indomethacin, a COX-1 selective
inhibitor (100 pmol-kg™, p.0.) and dipyrone, a COX-3 selective inhibitor (100 pmol-kg™', p.0.) were
used as standard drugs in the peripheral nociception models, while morphine (15 pmolkg ™, i.p.) was
used as standard in the hot-plate test. The analgesic activity of H,LASSBio-466, its regioisomer
H,LLASSBio-1064, and their complexes [Zn(LASSBi0-466)H,0], (1) and [Zn(HLASSBio-1064)Cl],
(2) was initially evaluated employing the acetic acid-induced abdominal writhing model in mice and
compared with those of the standards [14].
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As shown in Table 3, all compounds produced marked inhibition of acetic acid-induced writhing
response. However, the anti-nociceptive activity appears to have been favored by complex formation
in the case of complex 1, given its increased activity compared to the H,LASSBi0-466 free ligand.

Table 3. Effect of H,LASSBio-466, its regioisomer H,LASSBio-1064, their zinc(II)
complexes, indomethacin and dipyrone (100 pmolkg™', p.o.) on the 0.6% acetic acid-
induced abdominal constrictions in mice, for a period of 25 min.

Substance n Writhing number % of inhibition
Mean = S.E.M. Mean + S.E.M.
Control 6 375+ 14 L
Indomethacin 6 6.0 £3.1 ** 84.0 £ 8.3 **
Dipyrone 6 8.3 2.7 ** 77.8 +£7.2 %%
H,LASSBio-466 6 14.8 £2.2 ** 60.4 £ 6.0 **
H,LASSBio-1064 6 7.0+ 1.1 ** 81.3 £3.0 **
[Zn(LASSBio-466)H,0], (1) 6 6.6+ 1.4 ** 82.3 £3.7 **
[Zn(HLASSBi0-1064)Cl], (2) 6 10.8 £2.3 ** 70.9 £ 6.2 **

Data are expressed as mean = S.E.M. Statistical differences between the treated and the control
groups were evaluated by ANOVA and Dunnett tests and the asterisks denote the levels of
significance in comparison with control groups, ** P < 0.01.

The neurogenic and inflammatory pain was evaluated using the formalin test and analyzing the first
and the second phases of the nociceptive response, respectively [15]. In this model, H,LASSBio-466
was effective in inhibiting only the first phase, while [Zn(LASSBi0-466)H,0], (1), like indomethacin,
was active in the second phase, indicating its ability to inhibit nociception associated with
inflammatory response (Table 4). H,LASSBio-1064 was able to inhibit both neurogenic and
inflammatory phases anticipating a distinct pharmacological profile. However this effect decreases on
coordination to zinc(Il) in complex 2. These results suggest that coordination seems to be a good
strategy to improve the antinociception profile of the prototype H,LASSBio-466 associated with an
inflammatory pain.

Table 4. Effect of prototypes H,LASSBi0-466, H,LASSBio-1064, their zinc(II) complexes
and indomethacin (100 pmol-kg™', p.o.) on formalin (2.5%) test in mice.

Substance n Phase 1 Phase 2 % of inhibition (Mean + S.E.M.)
Mean = S.EIM. Mean + S.E.M. Phase 1 Phase 2
Control 5 54.8+2,3 227.6 £22.7 — —
Indomethacin 5 57.1+8.5 1159+33* 0 49.1+14*
H,LASSBi0-466 5 293483 ** 182.4+17.4 46.5 £ 8.3 ** 19.8+£9.7
H,LASSBio-1064 5 25.7+£49* 117.0£19.1 * 53.1+89% 485+ 84 *
[Zn(LASSBi0-466)H,0], (1) 5 40.6 £12.7 142.8+23.1* 259+15.7 37.3+10.1 *
[Zn(HLASSBio-1064)CI], (2) 5 39.6+7.8 161.3 +£36.0 27.7+13.1 202 +13.9

Data are expressed as mean = S.E.M. Statistical differences between the treated and the control
groups were evaluated by test t and Mann-Whitney tests and the asterisks denote the levels of
significance in comparison with control groups, * P <0.05 and ** P <0.01.

In order to investigate an occasional central anti-nociceptive activity for prototypes H,LASSBio-
466, H,LASSBi0-1064 and their zinc(Il) complexes, the studied compounds were evaluated in the hot
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plate test using morphine (15 umol-kg ™", i.p.) as standard [16]. As shown in Table 5, these compounds
did not increase the latency of response significantly, showing that they do not present activity in the
supra-spinal analgesia, while morphine induced a marked increase in the latency of the animals at
60 min (9.0 = 1.6 s), 90 min (7.4 = 0.8 s), 120 min (5.3 £ 0.8 s) and 150 min (2.5 £ 0.2 s). These
results indicate that the studied compounds do not have any central anti-nociceptive activity.

Table 5. Time course effect of prototypes H,LASSBio-466, H,LASSBio-1064, their
zinc(I) complexes (100 pmol-kg ', p.o.) and morphine (15 pmol-kg ', i.p.) on hot-plate
test in mice.

Mean = S.E.M.

0 min 60 min 90 min 120 min 150 min

Control 6 2.8+0.2 29+0.3 1.6 0.2 2.3+0.40 1.7+0.1
Morphine 6 1.8+0.5 90+1.6%* 744+0.8* 53+0.8* 25+0.2
H,LASSBi0-466 6 2.1+£0.21 23+04 2.1+0.2 224+0.2 2.6+0.1
6

6

Substance n

H,LASSBio-1064 174018  2.6+02  21+£02  25+03  3.5+03
[Zn(LASSBio-466)H,0], (1) 21402 42408  24+06  3.6+06  54+12
[Zn(HLASSBio-1064)Cl, (2) 6  1.5+0.1 20£05  23+05 29+10  19+0.2

Data are expressed as mean + S.E.M. Statistical differences between the treated and the control
groups were evaluated by ANOVA and Dunnett tests and the asterisks denote the levels of
significance in comparison with control groups, * P < 0.05.

To better assess the potential anti-inflammatory activity of the free acylhydrazones and their
zinc(I) complexes, the zymosan-induced peritonitis assay was performed [17]. As seen in Table 6, all
compounds showed some level of inhibition in this cell migration model comparable or superior to
indomethacin.

Table 6. Effect of prototypes H,LASSBio-466, H,LASSBio-1064, their zinc(II) complexes
and indomethacin (100 pmolkg™', p.o.) on the zymosan-induced peritonitis in mice.

Cell Number x 10%/mL %o of inhibition

Substance n Mean = S.E.M. Mean + S.E.M.
Control 7 38.0+1.0 o
Saline 7 5.0+0.8 o
Indomethacin 7 17.7+£ 1.0 ** 53.4+£2.7 **
H,LASSBio-466 7 11.4+1.4** 70.0 £ 3.8 **
H,LASSBio-1064 7 8.4+09 ** 77.8 £2.4 **
[Zn(LASSBio-466)H,0], (1) 7 10.7 £1.8 ** 71.8+4.9 **
[Zn(HLASSBi0-1064)Cl], (2) 7 13.4 £1.5 ** 64.7 +£4.0 **

Data are expressed as mean + S.E.M. Statistical differences between the treated and the control
groups were evaluated by ANOVA and Dunnett tests and the asterisks denote the levels of
significance in comparison with control groups, ** P < 0.01.

In fact, H,LASSBio-466, H,L.ASSBio-1064, [Zn(LASSBio-466)H,O], and [Zn(HLASSBio-
1064)Cl],, presented 70.0%, 77.8%, 71.8% and 64.7% of inhibition, respectively, while indomethacin
inhibited cell-migration by 53.4%.
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3. Experimental
3.1. General

All common chemicals were purchased from Aldrich and used without further purification. Partial
elemental analyses were performed on a Perkin Elmer CHN 2400 analyzer. A YSI model 31
conductivity bridge was employed for molar conductivity measurements (1 x 10~ mol L™, DMF).
Infrared spectra (4000-400 cm™) were recorded on a Perkin Elmer FT-IR Spectrum GX spectrometer
using KBr plates. NMR spectra were obtained with a Bruker DPX-200 Avance (200 MHz)
spectrometer using DMSO-d; as the solvent and TMS as internal reference.

3.2. Synthesis of H)LASSBio-466 and H,LASSBio-1064

The synthesis of H,LASSBio-466 and H,LLASSBio-1064 were performed using a previously
described methodology [18]. Briefly, salicylaldehyde (2-hydroxybenzaldehyde) was added to a
solution of 2-chlorobenzohydrazide or 4-chlorobenzohydrazide (an equimolar amount) in absolute
ethanol containing one drop of 37% hydrochloric acid. The mixture was stirred at room temperature
for 2 hours until extensive precipitation was observed. Next, the solvent was partially concentrated at
reduced pressure and the resulting mixture was poured into cold water. The precipitate formed was
filtered out and dried under vacuum producing the desired (E,Z)-salicylaldehyde 2-chlorobenzoyl
hydrazone (H,LASSBi0-466) and (E)-salicylaldehyde 4-chlorobenzoyl hydrazone (H,LASSBio-1064)
in 87% and 91% yield, respectively. The melting point and "H-NMR data for both compounds were in
agreement with previous reports [19,20].

3.3. Synthesis of Zinc(ll) Complexes
3.3.1. Synthesis of [Zn(LASSBi0-466)H,0], (1) and [Zn(HLASSBio-1064)Cl], (2)

Complexes 1 and 2 were obtained by mixing an ethanol solution of the desired hydrazone with zinc
chloride and triethylamine in 1:1:1 ligand-to-metal-to-triethylamine molar ratio. The resulting solids
were washed with ethanol followed by diethylether and then dried in vacuo.

[Zn(LASSBio-466)H,0], (1). Yield 68%.Yellow solid. Anal. Calc. for CysH2,N4O06ClyZn; (712.18): C,
47.26%; H, 2.85%; N, 7.40%. Found: C, 47.22%; H, 3.11%; N, 7.87%. M.P. > 300 °C. Molar
conductivity: 8.23 Q 'em? mol ', IR: v(C=N) 1614, v(Zn-OH,) 1604, v(phenolic, CO) 1329. 'H-
NMR: & (ppm) = 7.54 (1H, H7), 7.47-7.59 (1H, H14), 7.52 (1H, H11), 7.51 (1H, H5), 7.44-7.47 (1H,
H3), 7.32 (1H, H13), 7.28 (1H, H13), 6.79 (1H, H6), 6.70 (1H, H4). *C-NMR: & (ppm) = 169.73 (C8),
158.02 (C1), 150.59(C7), 135.87 (C10), 135.09 (C12), 134.37 (C13), 131.38 (C5), 130.35 (C11),
129.81 (C14), 127.48 (C3), 119.69 (C9, C2), 119.35 (C4), 118.37 (C6).

[Zn(HLASSBio-1064)ClI], (2). Yield 71%. Yellow solid. Anal. Calc. for C,3H9N4O4ClsZn, (749.11):
C, 44.72%; H, 2.24%; N, 7.10%. Found: C, 44.89%; H,2.69%; N, 7.48%. M.P. > 300 °C. Molar
conductivity: 11.35 Q'em® mol ™. IR: v(N-H) 3179, v(C=0) 1618, v(C=N) 1611, v(phenolic, CO)
1281. "H-NMR: & (ppm) = 8.99 (1H, H7), 8.01 (2H, H11,H13), 7.59 (2H, H10,H14), 7.38 (1H, H3),
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7.24 (1H, H5), 6.73 (1H, H6), 6.89 (1H, H4). *C-NMR: § (ppm) = 168.88 (C8), 166.81 (C1), 155.61
(C7), 136.83 (C12), 131.62 (C5), 129.68 (C10,C14), 129.58 (C3), 128.79 (C11, C13), 119.53 (C4),
118.75 (C9, C2), 116.54 (C6).

3.4. X-ray Crystallography

The X-ray diffraction measurements were performed on an Enraf-Nonius Kappa-CCD
diffractometer with graphite-monochromated MoKa (A = 0.71073 A) radiation. Diffraction data were
collected (¢ and o scans with k-offsets) with COLLECT [21]. Integration and scaling of the reflections
were performed with HKL DENZO-SCALEPACK [22] suite of programs. The unit cell parameters
were obtained by least-squares refinement based on the angular settings for all collected reflections
using HKL SCALEPACK. The structure was solved by direct methods with SHELXS-97 [23] and the
molecular model refined by full-matrix least-squares procedure on F° with SHELXL-97 [24]. The
hydrogen atoms were included in the molecular model at stereo-chemical positions and refined with
the riding model.

3.5. Anti-nociceptive and anti-inflammatory activities of H,LASSBio-466, H,LASSBio-1064,
[Zn(LassBio-466)H,0], (1) and [Zn(HLassBio-1064)Cl], (2)

3.5.1. Animals

Experiments were conducted using Swiss mice obtained from the BIOCEN - UFAL breeding unit,
weighing 20-30 g each, males or females, adult, with 6 to 8 weeks of age, distributed in groups of up
to 68 animals for treatment. The animals were maintained with free access to food and water and kept
at 25-28 °C under a controlled 12 h light-dark ' cycle. All animals were manipulated according to the
norms established by the Ethics Commission - UFAL for handling animals (protocol number:
026681/2009-23).

3.5.2. Writhing Test

This test was performed as described by Collier and coworkers [14]. Acetic acid (0.6%, v/v) was
administered i.p. in a volume of 0.1 mL-10 g '. The number of writhes, a response consisting of
contraction of an abdominal wall, pelvic rotation followed by hind limb extension, was counted during
continuous observation for 20 min. beginning 5 min. after the acetic acid injection. The prototypes
H,LLASSBio-466, H,LLASSBio-1064 and their zinc(II) complexes, indomethacin and dipyrone were
administered at the dose of 100 pmolkg ' (p.o), 40 min. before the acetic acid injection. Control group
received 10 mL-kg ' of vehicle (arabic gum, p.o.). Anti-nociceptive activity was expressed as
inhibition percentage of the usual number of writhing observed in control animals.

3.5.3. Formalin-Induced Pain in Mice

The formalin test was performed as described by Hunskaar and Hole [15]. Animals received 20 puL
of a 2.5% formalin solution (0.92% formaldehyde in saline) in the ventral surface of the right hind
paw. They were observed from 0 to 5 min. (neurogenic phase) and from 15 to 30 min. (inflammatory
phase) after injection and the time they spent licking the injected paw was recorded and considered as
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indicative of nociception. The prototypes H,LASSBio-466, H,LASSBio-1064, their zinc(Il)
complexes and indomethacin were administered at the dose of 100 pmolkg™ (p.0), 40 min. before
formalin injection. Control group received 10 mL-kg ' of vehicle (arabic gum, p.o.).

3.5.4. Hot-Plate Test

Mice were treated according to the method described by Eddy and Leimbach [16]. Each mouse was
placed on the hot plate set at 54 + 1.0 °C and the time of paw licking was recorded before and 30 min.
after oral administration of the tested compounds. The prototypes H,LLASSBio-466, H,LASSBio-1064
and their zinc(II) complexes were administered at the dose of 100 umol'kg™' (p.o). Control group
received 10 mL-kg ' of vehicle (arabic gum, p.o.). Morphine was also used as a drug standard at the
dose of 15 pmol-kg ™' (i.p.). Analgesia was defined as an increase in the latency of paw licking, and the
latency times were compared with the values obtained for control. Sixty seconds were taken as the cut-
off time to avoid mouse tissue damage.

3.5.5. Zymosan-Induced Peritonitis

Peritoneal inflammation was induced according to the method described by Doherty [17]. A
solution of zymosan A (Sigma-Aldrich, 2 mg'-mL™") was prepared in saline (0.9% NaCl) and injected
into the peritoneal cavity of mice (0.5 mL). Six hours after injection of zymosan A, the animals were
sacrificed by cervical dislocation and the peritoneal cavity was washed with cold Hank’s solution
(3 mL). The prototypes H,LASSBio-466, H,LASSBio-1064, their zinc(Il) complexes and
indomethacin were administered at the dose of 100 umol'kg ' (p.o), 40 min. before zymosan A
injection. The control group received 10 mL-kg ' of vehicle (arabic gum, p.o.). The number of cells
was quantified using an optical microscope, and a 100 x lens.

3.5.6. Statistical Analysis

Data obtained from animal experiments are represented by mean + standard error of the mean
(Mean + S.E.M.). Statistical differences between the treated and the control groups were evaluated by
test t of Student or ANOVA in the tutorial Prisma®. Values were considered significant if * P < 0.05,
** P <0.01 and *** P <0.001.

4. Conclusions

The studied compounds, evaluated at a dose of 100 umol/kg (p.o), showed marked inhibition of
acetic acid-induced writhing response, with the anti-nociceptive activity being favored by zinc(Il)
complex formation in the case of complex 1. The compounds also have antinociception profile
associated with inflammatory pain, with no activity in murine analgesic model of central pain. In the
formalin model, H,LASSBio-466 was effective in inhibiting only the first phase, while its zinc(II)
complex 1, like indomethacin, was active in the second phase, indicating its ability to inhibit
nociception associated with inflammatory response. Hence coordination to zinc(Il) altered the
pharmacological profile of H,LASSBio-466. Moreover, the salicyladehyde N-acylhydrazone
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derivatives and their zinc(Il) complexes showed comparable or superior inhibition of cell-migration
process to indomethacin, indicating an expressive anti-inflammatory profile.

The different activities of the complexes could be explained by their releasing hydrazone at
different rates during the assays. In addition, complex 1 contains a di-anionic hydrazone while 2
contains a mono-anionic hydrazone. Hence different electronic effects could also influence the distinct
pharmacological profiles of complexes 1 and 2. In addition, 1 contains a water molecule in the metal
coordination sphere while 2 contains a chloride ion. Finally, coordination could in principle alter the
bioavailability of the two hydrazones in different manners. The above-mentioned results suggest that
further studies on the anti-inflammatory properties of this class of compounds and their zinc(II)
complexes should be carried out in order to investigate their mechanism of action
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Abstract: In this paper we report the design, synthesis, antinociceptive and anti-inflammatory
activities of a series of benzothiazine N-acylhydrazones 14a—h, planned by structural
modification of piroxicam (1), a non steroidal anti-inflammatory drug. Among the
synthesized analogues, compounds 14f (LASSBio-1637) and 14g (LASSBio-1639) were
identified as novel antinociceptive and anti-inflammatory prototypes, active by oral
administration, acting by a mechanism of action that seems to be different from that of
piroxicam, since they were inactive as an inhibitor of cyclooxygenase (COX-1 and COX-2)
at concentrations of 10 pM.
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1. Introduction

Inflammation is an adaptive response triggered by trauma, tissue injury or infection, characterized
by symptoms such as pain, redness, heat and swelling. Acute inflammation is mediated mainly by the
release of prostaglandins and other pro-inflammatory mediators, like leukotrienes, bradykinin and
histamine, which promote local vascular alterations and leukocyte recruitment and activation. This
process is normally self limited and resolution occurs with elimination of the noxious stimuli, removal
of inflammatory cells and tissue repair. However, under certain conditions the inflammatory process
persists, leading to a chronic inflammatory process, which additionally involves interleukins, tumor
necrosis o, interferons, among other mediators, and underlines a variety of chronic diseases, such as
cancer, atherosclerosis and reumathoid arthiritis [1-3]. Currently drug management of inflammation
includes non steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), glucocorticoids, slow-acting disease-modifying
anti-theumatic drugs (DMARDs), immunosuppressants and biologics that specifically target
inflammatory cytokines [3].

Piroxicam (4-hydroxy-2-methyl-2H-1,2-benzothiazine-1-(N-(2-pyridinyl)carboxamide)-1,1-dioxide),
(1) [4] is a NSAID discovered in 1972 and introduced in the market by Pfizer in 1982, being the first
drug of the “oxicam” class [5], to which meloxicam (2) [6], tenoxicam (3) [7] and lornoxicam (4) [8§]
(Figure 1) also belong. Piroxicam is a long half-life drug (45 h in humans) [9] which also possess
analgesic and antipyretic properties and has been used in the management of chronic inflammatory
diseases [10], such as rheumatoid arthritis and osteoarthritis, for almost 30 years. Like other NSAIDs,
the therapeutic effects of piroxicam have been attributed to its ability to inhibit cyclooxygenase
(COX), [11,12] a key enzyme in the biosynthesis of pro-inflammatory prostanoids, such as prostaglandins.

Figure 1. Oxicam class drugs.
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The N-acylhydrazone (NAH; 5) framework has recently been recognized as a privileged
structure [13-15] and several NAH derivatives (Figure 2) have been reported with different
pharmacological activities, such as PDE inhibitors 6 [16] COX inhibitors 7 [17], TRPV1 antagonists
8 [18], HIV-1 capsid protein assembly inhibitors 9 [19], and CB2 inverse agonists 10 [20], among others.
Moreover, many N-acylhydrazones were described by our research group as potent anti-inflammatory and
antinociceptive compounds [21], which have been attributed to the NAH framework’s ability to mimic
amide group and the bis-allylic moiety of unsaturated fatty acids, such as arachidonic acid [22,23].
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Figure 2. N-acylhydrazones derivatives with different activities.

Very recently, some antioxidant and antimicrobial N-acylhydrazones bearing a 4-hydroxy-1,2-
benzothiazine-1,1-dioxide scaffold were reported [24—26] (Figure 3). Nevertheless, to the best of our
knowledge, the antinociceptive and anti-inflammatory potential of this molecular pattern has not been
investigated. Besides, some structural features that seems to be related to the oxicams’ anti-inflammatory
activity, such as heteroaromatic amide subunit [4,27], have not been fully explored in these previous works.

Figure 3. Antioxidant and antimicrobial N-acylhydrazones bearing a 4-hydroxy-1,2-
benzothiazine-1,1-dioxide scaffold.
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In this paper, we report the design, synthesis and pharmacological evaluation of a novel series of
antinociceptive and anti-inflammatory N-acylhydrazones derivatives (all compounds are original, with
the exception of 14a, which was first published by Zia-ur-Rehman et al. [24]). Target compounds 14a—h
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were designed (Figure 4) to include a 4-hydroxy-1,2-benzothiazine-1,1-dioxide scaffold, a
pharmacophore present in oxicam drugs, such as pioxicam, and the NAH framework, a privileged
structure which is also encountered in many anti-inflammatory compounds [21]. The nature of the aryl
and heteroaryl groups attached to the imine subunit was varied based on ring isosteric replacement to
give 14a—-f. In addition, we have synthesized compound 14g, which bears a biphenyl group, a
pharmacophore found in some recently reported mPGES-1 inhibitors [28] and also considered a
privileged structure [13,14]. In order to confer antioxidant and radical scavenging properties we
designed compound 14h, featuring a 3,5-di-fert-butyl-4-hydroxyphenyl group, a subunit found in
many dual cyclooxygenase/5-lipoxygenase (COX/5-LOX) inhibitors [29].

Figure 4. Design of a novel series of analgesic and anti-inflammatory benzothiazine
N-acylhydrazones.
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2. Results and Discussion
2.1. Chemistry

N-acylhydrazones 14a—h were synthesized from commercial available ethyl 4-hydroxy-2H-1,2-
benzothiazine-3-carboxylate 1,1-dioxide [30] (15) in two steps, as depicted in Scheme 1. The key
intermediate 16 was obtained in 68% yield by treating an ethanolic solution of 15 with 98% hydrazine
monohydrate for 2 h under reflux [31]. Finally, condensation of 15 with appropriate aromatic and
heteroaromatic aldehydes at room temperature, under acid catalysis [31], provided the target
compounds 14a—h in 48-63% overall yield.
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Scheme 1. Synthesis of compounds 14a—h.
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(14a) Ar = phenyl

(14b) Ar = 2-pyridinyl

(14¢) Ar=4-1sopropyl-phenyl

(14d) Ar = 4-dimethylamino-phenyl

(14e) Ar=2-thiophenyl

(14f) Ar = 2-thiazolyl

(14g) Ar = 2-biphenyl

(14h) Ar = 3,5-ditertbutyl-4-hydroxy phenyl

Reagents and conditions: (a) NH,NH,.H,O 98%, ethanol, reflux, 2h, 68%; (b) ArCHO, ethanol,
HCI cat., r.t., 30—50 min, 48—63% (overall yield).

The novel N-acylhydrazone derivatives 14a—h were fully characterized by spectroscopic methods,
such as IR, 'H and *C-NMR, their purities were established by HPLC and determined by elemental
analysis (CHN). Their molecular formulae were confirmed by mass spectroscopy (ESI-MS). All
compounds were obtained as a single tautomer, which was found to be the enolic form, as indicated by
signals at 6 8.52—-8.85 (N=C-H), 11.65-12.23 (CONH) and & 13.93-14.42 ppm (O-H) in the 'H-NMR
spectra in DMSO-d; and by signals at 6 110.56-111.23 (C=C-OH), 144.70-152.42 (C=N), 157.56-163.76
(C-OH) and 164.51-165.98 ppm (C=0) in the *C-NMR spectra recorded in the same solvent. The
predominance of enolic tautomer is in agreement with recently published data [24—26]. Besides, the
presence of only one peak in HPLC chromatogram and a single imine-hydrogen signal in the 'H-NMR
spectra suggest that condensation reaction was diastereoselective. Carefully comparison of amide
and imine hydrogens chemical shift of compounds 14a—h with previous published NMR data for
N-acylhydrazones whose stereochemistry had been established by crystallography [17,32,33]
suggested the presence of the FE-diastereoisomer, which was confirmed by performing a NOE
experiment on compound 14b. Thus, on irradiating at the frequency of the amide hydrogen (CONH) in
14b, a positive NOE was observed for the signal at 8 8.71 ppm, assigned to imine hydrogen (C=N-H),
and a positive NOE was also observed for the signal at 6 2.89 ppm (CH3) on irradiating imine
hydrogen (N=C-H), thus indicating the E-configuration for C=N double bond. The predominance of
the E diastereoisomer of N-acylhydrazone derivatives is consistent with previous works [17,31-37]
and has been ascribed to the greater thermodynamic stability of the E in respect to the Z
diastereoisomer [36,38].

In addition, an intense NOE observed for amide hydrogen on irradiating the methyl hydrogens
suggests that a close flat conformation, featuring an S-cis conformation for C8-C9 bond and amide
hydrogen antiperiplanar to carbonyl oxygen (14b-I), predominates over an open or folded
conformation, featuring an S-trans C8-C9 bond (14b-II) or an amide hydrogen antiperiplanar to carbonyl
oxygen (14b-III) or both (14b-1V) (Figure 5). The predominance of conformer 14b-I is likely to be due
to additional stability provided by hydrogen bonds between the enolic and carboxyl groups and amide
hydrogen and benzothiazine nitrogen lone electron pair (Figure 5). These results are in agreement with
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previous works [24,32] and are likely to reflect also the stereochemical and conformational features of
the other compounds of the series.

Figure 5. Possibles conformations of compound 14b (LASSBio-1617).
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In order to confirm the results mentioned above and to determine unambiguously the relative
configuration of compounds 14a-h, the single crystal of compound 14a (LASSBio-1606) was obtained
for X-ray diffraction. The ORTEP [39] view of compound 14a is shown in Figure 6. Crystallographic
analysis confirmed the £ configuration and revealed a flat conformation, described by the least squares
plane through the atoms N2/C3/C4/016/015/C14/N17 with mean deviation from the plane of 0.07 A,
featuring the intra-molecular hydrogen bonds involving N17—H...N2 and O16—H...O15, with
donor-acceptor distances 2.723(3) A and 2.541(3) A, respectively, corroborating the conclusions
suggested by NOE experiment performed with 14b.

Figure 6. ORTEP view of compound 14a (LASSBio-1606) with atom displacement
ellipsoids drawn at 30% probability.
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2.2. Pharmacology

Compounds 14a—h were evaluated in vivo for their antinociceptive and anti-inflammatory activities
at the screening dose of 100 pmol/kg. All compounds were administrated orally and piroxicam was
used as standard drug, except in the hot plate test, for which morphine was used instead. The
antinociceptive activity of compounds 14a—h was initially evaluated employing the acetic acid-induced
abdominal writhing model in mice [40]. As shown in Table 1, all derivatives produced marked
inhibition of the acetic acid-induced writhing response. Compound 14e (LASSBio-1604) (90.4%),
which bears a 2-thiophenyl group, the biphenyl analogue 14g (LASSBio-1638) (84.0%) and 14h,
featuring a 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl group (LASSBio-1639) (82.4%), were found to be the
most active compounds and showed an antinociceptive effect similar to that of piroxicam (95.4%) at
100 umol/kg.

Table 1. Effect of compounds 14a—h and piroxicam (100 pumol/kg, p. 0.) on acetic
acid-induced writhing test in mice.

Compound Writhing Number * % of Inhibition
Control 39.4+49 -

Piroxicam 1.8 £ 0.6 ** 95.4%
14a (LASSBio-1606) 94+1.6* 76.1%
14b (LASSBio-1617) 16.3£25* 58.6%
14c (LASSBio-1605) 9.8+5.1* 75.1%
14d (LASSBio-1607) 16.6 £ 2.9 ** 57.9%
14e (LASSBio-1604) 3.8+ 1.7 ** 90.4%
14f (LASSBio-1637) 14.7 £ 2.6 ** 62.7%
14g (LASSBio-1638) 6.3+ 1.5 ** 84.0%
14h (LASSBio-1639) 6.8 +£2.3 ** 82.7%

* The readings represent the mean = S.E.M. The asterisks denote the significance levels in
comparison with control groups (* p <0.05, ** p <0.01).

A dose-response curve was obtained for derivatives 14e, 14g and 14h (Table 2). Considering that
compounds 14b (LASSBio-1617) and 14f (LASSBio-1637) present the major structural similarity to
the standard drug piroxicam, they were also selected for the dose-response study. Compounds 14b and
14e—h produced dose-related inhibition of acetic acid-induced abdominal constrictions in mice and
their IDsy and maximum efficacy are summarized in Table 2.

Table 2. Maximum efficacy and IDs, values of compound 14b, 14e—h and piroxicam on

acetic acid-induced writhing test in mice.

Compound IDs5 (umol/kg) Maximum efficacy
piroxicam 0.40 (0.0013-115.6) 95.4%

14b (LASSBio-1617) 115.6 (0.17-808.30) 86.00%

14e (LASSBio-1604) 28.57 (6.29-49.61) 90.30%

14f (LASSBio-1637) 17.19 (0.189-156.1) 84.77%

14g (LASSBio-1638) 14.07 (1.06—-187.3) 80.20%

14h (LASSBio-1639) 2.87 (0.06-130.5) 88.83%
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None of the NAH derivatives were found to be more potent than piroxicam (IDsp = 0.40 pumol/kg)
in the acetic acid-induced writhing test, since the most potent antinociceptive in this series was 14h
(LASSBi0-1639, IDsy of 2.87 umol/kg). Nevertheless, all compounds showed maximum efficacy in
the 80-90% range, like the standard drug piroxicam (95.4%). In order to better understand the
antinociceptive effect showed by NAH derivatives, the formalin-induced pain test in mice [41] was
carried out (Table 3). Formalin is known to produce a biphasic pain behavior. The first transient phase,
or neurogenic phase, is ascribed to the direct effect of formalin on sensory C fibers, and the second
prolonged phase, also called inflammatory phase, is associated to the development of an inflammatory
response and the release of analgesic mediators [41-43]. With the exception of compound 14b (58%),
none of NAH derivatives were shown to be active in the neurogenic phase of the formalin test (data
not shown). On the other hand, at 100 pumol/kg, compounds 14b, 14e—h were able to inhibit the pain
response in the inflammatory phase, with compounds 14f (LASSBio-1637; 60.1%) and 14g
(LASSBio0-1638; 54.2%), which presented similar antinociceptive effect than piroxicam (53.9%)
standing out. Their lack of effect in the neurogenic phase and expressive inhibition of the
inflammatory phase of the formalin test, comparable with the response of piroxicam and NSAIDs in
general, suggest that these new NAH derivatives are likely to produce their antinociceptive effect by

acting on the inflammatory process.

Table 3. Effect of piroxicam NAH analogues (14a—h) and piroxicam (100 pmol/kg, p.o.)
on formalin-induced pain test in mice.

% of inhibiti
Compound Phase 1 Phase 2 o of inhibition

Phase 2
Control 509+5.8 194.0 £ 10.5 -

Piroxicam 50.0+5.8 89.3 £22.8 ** 53.9%

14a (LASSBio-1606) 49.6 £11.2 172.5+259 11.1%
14b (LASSBio-1617) 21.3+£52* 119.6 £23.9 * 38.4%

14c¢ (LASSBio-1605) 36.1+£6.2 176.3+£21.9 9.1%
14d (LASSBio0-1607) 38.8 £8.8 161.4+£279 16.8%
14e (LASSBio-1604) 49.6 £ 10.7 131.0+£13.1 ** 32.5%
14f (LASSBio0-1637) 50.3+10.6 77.5+16.7 * 60.1%
14g (LASSBio-1638) 56.6 £ 10.5 88.8 £ 18.5 ** 54.2%
14h (LASSBio0-1639) 54.8+5.7 140.7+139 * 27.5%

The readings represent the mean = S.E.M. The asterisks denote the significance levels in
comparison with control groups (* p <0.05, ** p <0.01).

In order to determine any eventual central antinociceptive activity for compounds 14a—h, the hot
plate test [31] was carried out in mice. This test is used to evaluate antinociceptive activity mediated
by a central mechanism and it is selective for opioid drugs, although sensitive to some sedatives,
hypnotics and muscle relaxants [44—47]. None of NAH derivatives were found to be active in this test
(data not shown), even 14b (LASSBio-1617), which produced a weak inhibition of pain response in
the neurogenic phase of formaline test. Piroxicam was also inactive, as expected. These results
reinforce that compounds 14a—h do not have any central effect and that their antinociceptive effect is
mediated peripherically, thus confirming the results found in the formalin-induced pain test. To
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confirm the anti-inflammatory profile of NAH derivatives, as suggested by the results obtained in the
formalin test, zymosan A [48,49] and carrageenan-induced peritonitis test in mice [50] were performed.
As shown in Table 4, all NAH derivatives significantly inhibited cell recruitment in the
zymosan-induced peritonitis test and, with exception of 14e (37.1%) and 14a (43.7%), all compounds
were found to be similar or more active than piroxicam (57.4%) at the dose of 100 pmol/kg,
highlighting compounds 14g (LASSBio-1638) and 14h (LASSBio-1639), which inhibited 81.3% and
82.6% of cell migration, respectively.

Table 4. Effect of piroxicam NAH analogues and piroxicam (100 pumol/kg, p.o.) on
zymosan-induced peritonitis in mice.

Compound Cell Number X 10%/mL % of inhibition
Control 380+£1.0 -

Piroxicam 16.2£1.1 ** 57.4%
14a (LASSBio-1606) 214+£24 % 43.7%
14b (LASSBio-1617) 9.9 +£0.7 ** 73.9%
14c¢ (LASSBio-1605) 16.5+£3.7 ** 56.6%
14d (LASSBio-1607) 10.6 £0.4 ** 72.1%
14e (LASSBio-1604) 23.9+£ 1.7 ** 37.1%
14f (LASSBio-1637) 8.1+ 1.8 ** 78.7%
14g (LASSBio-1638) 7.1+£0.6 ** 81.3%
14h (LASSBio-1639) 6.6 £ 1.3 ** 82.6%

The readings represent the mean = S.E.M. The asterisks denote the significance levels in
comparison with control groups (* p <0.05, ** p <0.01).

In the carrageenan-induced peritonitis test (Table 5) all NAH derivatives were able to inhibit cell
migration similarly or more effectively than piroxicam (25.8%), including 14c¢ (LASSBio-1605;
62.2%), 14a (LASSBio-1606; 57.4%) and 14d (LASSBio-1607; 42.3%), which were not active in the
second phase of formalin-induced pain test.

Table 5. Effect of piroxicam NAH analogues and piroxicam (100 pumol/kg, p.o.;
mean + S.E.M.) on carrageenan-induced peritonitis in mice.

Compound Cell Number X 10°/mL % of inhibition
Control 209+ 1.6 ** -

Piroxicam 15.5+£0.3 ** 25.8%
14a (LASSBio-1606) 8.9+ 0.5 ** 57.4%
14b (LASSBio-1617) 16.2£0.7 ** 22.5%
14c¢ (LASSBio-1605) 7.9 +£0.8 ** 62.2%
14d (LASSBio-1607) 120£ 1.5 ** 42.6%
14e (LASSBio-1604) 54+0.6 ** 74.2%
14f (LASSBio-1637) 5.6+ 0.5 ** 73.2%
14g (LASSBio-1638) 4.7+£0.7 ** 77.5%
14h (LASSBio0-1639) 3.8+0.6 ** 81.8%

The asterisks denote the significance levels in comparison with control groups (* p < 0.05,
** p<0.01).
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LASSBi0-1639 (14h) and LASSBio-1638 (14g) were the most active compounds, inhibiting 81.8%
and 77.5% of cell migration, respectively, followed by LASSBio-1604 (14e), which, despite being the
least active compound in zymosan-induced peritonitis test, showed inhibition of 74.2% in carrageenan-
induced peritonitis test.

In order to investigate if the anti-inflammatory effect of NAH derivatives were COX inhibition-
dependent, like piroxicam, compounds 14b and 14f were selected for in vitro assay for their ability of
inhibiting COX-1 and COX-2 isoforms [51]. Despite their antinociceptive and anti-inflammatory
activities, in vivo, none of the compounds were able to inhibit COX at concentration of 10 pM,
suggesting that they may act in a different way than NSAIDs (data not shown) or would be
significantly less potent than the prototype piroxicam.

3. Experimental
3.1. General

Reagents and solvents were obtained from commercial sources (Sigma-Aldrich, Alfa Aesar) and
used as received. Reaction progress was monitored by thin-layer chromatography (TLC) on commercial
silica gel plates (KieselGel 60 F245 on aluminum sheets, Merck) and visualized by UV-light (254 and
365 nm). Column chromatography purifications were carried out using silica gel Merck 230-400 Mesh.
Melting points were determined on a Quimis Q240.23 apparatus and are uncorrected. 'H- and
C- nuclear magnetic resonance spectra were recorded in DMSO-d; solutions on a Bruker Avance 200
MHz or on a Varian 400 MHz instrument. Chemical shift (3) are given in parts per million (ppm)
down field from tetramethylsilane (TMS) and couple constants (J) are given in Hertz (Hz); splitting
patterns are reported as follows: s, singlet; d, doublet; dd, doublet of doublets; ddd, doublet of doublets
of doublets; t, triplet; q, quartet; m, multiplet; br, broad. Electrospray ionization mass spectra (ESI-MS)
were acquired using a Micromass quadrupole-time-of-flight (QTOF) spectrometer operating in a
positive mode. Infrared (IR) spectra were performed in bromide potassium (KBr) disks on Nicoleta
Magna IR 760 spectrometer. HPLC analysis were performed on a Shimadzu 20A using a C18 column
(4,6 mm x 250 mm, 5 pM) eluted with MeCN/H,O (90:10;70:30 or 45:55) over 15 or 20 min at flow
rate of | mL-min "', with UV detection at 254 nm.

4-Hydroxy-2-methyl-2H- 1,2-benzothiazine-3-carbohydrazide 1,1-dioxide (16). A mixture of
compound 15 (2.000 g, 7.06 mmol), and hydrazine hydrate 80% (6.8 mL, 137.4 mmol) in ethanol
(40,0 mL) was stirred under reflux for 2h, when completion of reaction was indicated by TLC. The
mixture was partially concentrated under vacuum, followed by addition of water and HC1 37% until
precipitation. The solid was filtered and washed with water and cold ethanol to furnish compound 22
(1.256 g, 68%), which had the following properites: Mp 198-199 °C; Ry = 0.40 (CH,Cl,/MeOH, 9:1).
IR (KBr): 3335, 3282, 1621, 1344, 1041 cm . "H-NMR (DMSO-d): & = 2.74 (s, 3H, CH3), 7.85-7.91 (m,
3H, ArH), 8.00-7.95 (m, 1H, ArH), 10.15 ppm (br, 1H, CONH). "C-NMR (DMSO-d6): & = 110.97,
124.49, 126.44, 128.94, 132.92, 133.85, 134.59, 155.87, 166.44. ESI-HRMS m/z = 270.04543
[M+H]". Anal. calcd for C;oH;1N30,S: C 44.60, H 4.12, N 15.60; found: C 44.62, H4.11, N 15.44.
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General Procedure for Preparation of Compounds 14a—h

A mixture of compound 16 (0.37 mmol) and the corresponding aromatic or heteroaromatic
aldehydes (0.37 mmol) in absolute ethanol (10 mL) containing one drop of 37% hydrochloric acid was
stirred at room temperature for ca 30 min, until reaction completion (as indicated by TLC). Then the
mixture was poured in cold water and filtered. The residue was washed with water and hot hexane and
dried under vacuum to produce the desired N-acylhydrazone derivatives 14a—h. When necessary,
further purification was performed by silica gel column chromatography to give compounds 14a—h
with purity of over 98% by HPLC.

4-Hydroxy-2-methyl-N’-[(E)-phenylmethylidene]-2H- 1,2-benzothiazine-3-carbohydrazide 1,1-dioxide
(14a). The title compound was obtained by condensation of 16 with benzaldehyde as a white powder
(116 mg, 88%). Mp 223-224 °C; Ry= 0.71 (CH,Cl,/MeOH, 9:1). IR (KBr): 3281, 1638, 1618, 1341,
1181, 956 cm™'. "H-NMR (DMSO-de): & = 2.85 (s, 3H, CH3), 7.48-7.49 (m, 3H, ArH), 7.74 (d, J=2 Hz,
2H, ArH), 7.90-7.92 (m, 3H, ArH), 8.02-8.05 (m, 1H, ArH), 8.68 (s, 1H, N=CH), 11.95 (s, 1H,
CONH), 14.23 (br, 1H, OH). C-NMR (DMSO-ds): & = 111.14, 124.75, 126.79, 127.96, 128.32,
129.48, 131.18, 133.62, 134.10, 134.45, 134.76, 151.47, 158.10, 165.63. ESI-HRMS m/z = 358.0856
[M+H]+. Anal. calcd. For C17H5N304S: C 57.13, H 4.23, N 11.76; found: C 57.25, H 4.24, N 11.44.
HPLC (C18, acetonitrile-water, 7:3, 254 nm): ret. time: 5.868 min; peak area = 98,299%.

4-Hydroxy-2-methyl-N'-[ (E)-pyridinyl-2-methylidene]-2H- 1, 2-benzothiazine-3-carbohydrazide  1,1-
dioxide (14b). The title compound was obtained by condensation of 16 with 2-pyridinecarboxaldehyde
as a light yellow powder (90 mg, 71%). Mp 253-254 °C; Ry = 0.33 (CH,Cl,/MeOH, 9:1). IR (KBr):
3344, 1666, 1597, 1342, 1177, 962 cm™'. "H-NMR (DMSO-dq): & = 2.85 (s, 3H, CHs), 7.44 (m,1H,
ArH), 7.85-7.88 (m, 1H, ArH), 7.89-7.90 (t, J = 4, 1H, ArH), 7.90-7.94 (m, 1H, ArH), 7.97 (d, J =8,
1H, ArH), 8.02-8.05 (m, 1H, ArH), 8.64 (ddd, J =8 Hz, J =4 Hz, J =2 Hz, 1H, ArH), 8.69 (s, 1H,
N=CH), 12.14 (s, 1H, CONH), 14.09 (br, 1H, OH). *C-NMR (DMSO-ds): & = 111.13, 120.81, 124.78,
125.35, 126.86, 128.23, 133.75, 134.14, 134.78, 137.53, 150.22, 151.40, 153.44, 158.47, 165.98;
ESI-HRMS m/z = 359.0809 [M+H]". Anal. calcd for CsH 4N404S: C 53.62, H 3.94, N 15.63; found:
C 53.48, H 3.92, N 15.59. HPLC (C18, acetonitrile-water, 45:55, 254 nm): ret. time: 3.916 min; peak
area = 98,484%.

4-Hydroxy-2-methyl-N'"-{(E)-[4-(2-propanyl)phenyl]phenylmethylidene}-2H-1,2-benzothiazine-3-
carbohydrazide 1,1-dioxide (14c¢). The title compound was obtained by condensation of 16 with
4-isopropylbenzaldehyde as a white powder (131 mg, 89%). Mp 228-229 °C; Ry = 0.82
(CH,Cl,/MeOH, 9:1). IR (KBr): 3283, 1638, 1615, 1348, 1182, 958 cm™'. 'H-NMR (DMSO-dy): & = 1.23
(d, J=6 Hz, 6H, CH(CHs)>), 2.84 (s, 3H, CH3), 2.96 (h, 1H, CH(CHj3), ), 7.36 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH),
7.67 (d, J =8 Hz, 2H, ArH), 7.91 (m, 3H, ArH), 8.02-8.06 (m, 1H, ArH), 8.64 (s, 1H, N=CH), 11.89
(s, IH, CONH), 14.24 (br, 1H, OH). "C-NMR (DMSO-ds): & = 24.17, 33.97, 111.14, 124.75, 126.77,
127.47, 128.09, 128.34, 132.14, 133.61, 134.12, 134.74, 151.51, 151.89, 158.01, 165.51. ESI-HRMS
m/z = 400.1309 [M+H]". Anal. calcd for C0H,1N304S: C 60.13, H 5.30, N 10.52; found: C 60.30, H
5.27,N 10.39. HPLC (C18, acetonitrile-water, 7:3, 254 nm): ret. time: 10.977 min; peak area = 98,127%.
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4-Hydroxy-2-methyl-N'-{(E)-[4-(dimethylamino) phenyl] phenylmethylidene}-2H-1,2-benzothiazine-3-
carbohydrazide 1,1-dioxide (14d). The title compound was obtained by condensation of 16 with
4-dimethylaminobenzaldehyde as an orange powder (137 mg, 89%). Mp 217-218 °C; Ry = 0.70
(CH,C1,/MeOH, 9:1). IR (KBr): 3287, 1598, 1344, 1181, 956 cm™'. "H-NMR (DMSO-dq): & = 2.83 (s,
3H, CHs), 2.99 (s, 6H, N(CHs),), 6.78 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH), 7.56 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH),
7.89-7.93 (m, 3H, ArH), 8.00-8.05 (m, 1H, ArH), 8.52 (s, 1H, N=CH), 11.65 (s, 1H, CONH), 14.42
(br, 1H, OH); "C-NMR (DMSO-ds): & = 111.22, 112.43, 121.67, 124.72, 126.65, 128.47, 129.42,
132.14, 133.42, 134.06, 134.68, 152.27, 152.37, 157.56, 164.90. ESI-HRMS m/z = 401.1276 [M+H]".
Anal. calcd. for C19Hy0N4O4S: C 56.99, H 5.03, N 13.99; found: C 56.69, H 5.03, N 13.99. HPLC
(C18, acetonitrile-water, 7:3, 254 nm): ret. time: 4.420 min; peak area = 98,349%.

4-Hydroxy-2-methyl-N'-[ (E)-thiophenyl-2-methylidene]-2H-1,2-benzothiazine-3-carbohydrazide 1,1-
dioxide (14e). The title compound was obtained by condensation of 16 with thiophenecarboxaldehyde
as a white powder (124 mg, 92%). Mp 236-237 °C; R, = 0.63 (CH,Cl,/MeOH, 9:1). IR (KBr): 3267,
1636, 1614, 1338, 1181, 957 cm ™. '"H-NMR (DMSO-dq): & = 2.83 (s, 3H, CHs), 7.17 (t, J = 4 Hz, 1H,
ArH), 7.52 (d, J =2 Hz, 1H, ArH), 7.73 (d, J = 4, 1H, ArH), 7.90-7.97 (m, 3H, ArH), 8.01-8.06 (m,
1H, ArH), 8.84 (s, 1H, N=CH), 11.91 (s, 1H, CONH), 14.16 ppm (br, 1H, OH); *C-NMR (DMSO-dy):
o0 =111.12, 124.74, 126.77, 128.31, 128.59, 130.41, 132.53, 133.61, 134.12, 134.70, 139.11, 146.30,
157.98, 165.31; ESI-HRMS m/z = 364.0417 [M+H]". Anal. caled. for C;sH 3N304S,: C 49.57, H 3.61,
N 11.56; found: C 49.58, H 3.61, 11.27. HPLC (C18, acetonitrile-water, 7:3, 254 nm): ret. time: 5.378
min; peak area = 98,866%.

4-Hydroxy-2-methyl-N'-[(E)-1,3-thiazolyl-2-methylidene]-2H-1,2-benzothiazine-3-carbohydrazide
1,1-dioxide (14f). The title compound was obtained by condensation of 16 with
2-thiazolecarboxaldehyde (0.04 mL, 0.37 mmol) as a white powder (93 mg, 63%). Mp 224-225 °C;
Ry=0.36 (CH,Cly/-MeOH, 9:1). IR (KBr) 3223, 1624, 1355, 1182, 948 cm ' "H-NMR (DMSO-dq): &
=2.85 (s, 3H, CH3), 7.89 (dd, J = 4 Hz, J = 2 Hz, 1H, ArH), 7.90-1.95 (m, 3H, ArH), 7.99 (d, J =4,
1H, ArH), 8.03-8.05 (m, 1H, ArH), 8.85 (s, 1H, N=CH), 12.23 (s, 1H, CONH), 13.93 (br, 1H, OH).
BC-NMR (DMSO-de): & = 110.55, 122.63, 124.25, 125.35, 127.58, 133.28, 133.62, 134.18, 144.28,
144.70, 158.01, 163.76, 165.23. ESI-HRMS m/z = 365.0378 [M+H]". Anal. calcd. for C4H;,N404S;:
C 46.14, H 3.32, N 15.38; found C 46.03, H 3.39, N 15.42. HPLC (C18, acetonitrile-water, 45:55,
254 nm): ret. time: 11.831 min; peak area = 99,751%.

4-Hydroxy-2-methyl-N'-[(E)-4-biphenylphenylmethylidene]-2H- 1,2-benzothiazine-3-carbohydrazide
1,1-dioxide (14g). The title compound was obtained by condensation of 16 with
4-biphenylcarboxaldehyde as a light green powder (146 mg, 91%). Mp 215-216 °C; R, = 0.72
(CH,C1,/MeOH, 9:1). IR (KBr): 3271, 1613, 1343, 1182, 959 cm™'. "H-NMR (DMSO-dj): & = 2.86 (s,
3H, CH3), 7.36-7.53 (m, 3H, ArH), 7.74 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH), 7.81-7.82 (m, 3H, ArH), 7.87-7.93 (m,
4H, ArH), 8.03-8.06 (m, 1H, ArH), 8.72 (s, 1H, N=CH), 12.01 (s, 1H, CONH), 14.24 (br, 1H, OH).
BC-NMR (DMSO-dy): & = 111.15, 124.76, 126.80, 127.28, 128.33, 128.59, 129.60, 133.54, 133.65,
134.13, 134.74, 139.79, 142.66, 150.99, 158.13, 165.62.; ESI-HRMS m/z = 434.1165 [M+H]". Anal.



Molecules 2012, 17 14138

caled. for Cy3H 9N3O4S: C 63.73, H 4.42, N 9.69; found: C 63.87, H 4.39, N 9.65. HPLC (C18,
acetonitrile-water, 9:1, 254 nm): ret. time: 4.653 min; peak area = 99,145%.

4-Hydroxy-2-methyl-N'-{(E)-[3,5-di-terc-buthyl-4-hydroxy|[phenylmethylidene}-2H-1,2-benzothiazine-
3-carbohydrazide 1,1-dioxide (14h). The title compound was obtained by condensation of 16 with
3,5-di-tert-buthyl-4-hydroxyphenylcarboxaldehyde as a light green powder (161 mg, 90%). Mp
249-251 °C; Ry = 0.61 (CH,Cl,/MeOH, 9:1). IR (KBr): 3287, 1645, 1617, 1348, 1183, 954 cm .
'H-NMR (DMSO-dg): & = 1.42 (s, 18H, C(CH3)3), 2.83 (s, 3H, CH3), 7.49 (s, 2H, ArH), 7.53 (s, 1H,
OH), 7.91-8.02 (m, 4H, ArH), 8.59 (s, 1H, N=CH), 11.71 (s, 1H, CONH), 14.25 (br, 1H, OH);
BC-NMR (DMSO-dg): & = 30.11, 34.50, 110.64, 124.30, 125.11, 126.16, 134.16, 139.24, 152.42,
156.66, 157.09, 164.51. ESI-HRMS m/z = 486.2056 [M+H]". Anal. calcd for C2sH31N305S: C 61.83,
H 6.43, N 8.65; found: C 61.93, H 6.39, N 8.61. HPLC (C18, acetonitrile-water, 9:1, 254 nm): ret.
time: 5.333 min; peak area = 99,697%.

3.2. X-ray Crystallography

A colorless prismatic single crystal of compound 14a (LASSBio-1606) suitable for x-ray study was
obtained by slow evaporation of a solution of dichloromethane-dimethyl sulfoxide (1:15) at room
temperature 295(2) K. Data collection was performed using the Enraf-Nonius CAD-4 diffractometer
operating with Cu-Ka radiation at room temperature. 3718 data points were collected of what 3004 are
symmetry independent (Ri, = 0.0267). The molecule crystallizes in the C2/c space group, having Z = 8.
Structure solution was obtained using Direct Methods implemented in SHELXS [52] and the model
refinement was performed with full matrix least squares on F? using SHELXL [52], with final residuals
R1=0.056, wR2 = 0.148 for 2633 observed data with I > 2co(I), and R1 = 0.071, wR2 = 0.299 for all data.
The crystal packing is mediated by a pair of intermolecular hydrogen short contact of type
N17-H17...012' with donor-acceptor distance 3.156(3) A and DHA angle 149.3°, forming dimmers
about an inversion center, and further stabilization is due to weak interactions of types
C10—H...012", C13—H...015™ and C22—H...O11". Hydrogen interactions geometry is given in
Table 6. The programs ORTEP-3 [39], SHELXS/SHELXL [52] were used within WinGX [53]
software package.

Table 6. Intramolecular and intermolecular hydrogen bonds and weak interactions.

D—H...A D—H(A) H..A(A) D..A(A) D—H..A(°) Symmetry operation
N17-H17..N2 0.86 2.33 2.723(3) 108.1
016-H16...015 0.82 1.81 2.541(3) 147.4
N17-H17..012° 0.86 2.39 3.156(3) 149.3 () 1/2-x, 1/2-y, -z
C10-H10...012 1 0.93 2.69 3.268(4) 121.3 (ii) 1-x, -y, -z
C13-H13B...015 " 0.96 2.55 3.466(4) 158.7 (iii) 1-x, 1-y, -z

C22-H22..011 " 0.93 2.48 3.373(4) 162.3 (iv) x, 1-y, -1/2+2
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3.3. Pharmacological Evaluation
3.3.1. Animals

Swiss mice weighing 20-30 g (from the BIOCEN-UFAL) were housed in group cages and
maintained on a 12 h light/12 h dark cycle. Animals had free access to food and water at all times.
Experiments were carried out according to a protocol approved by the Animal Welfare Committee of
Federal University of Alagoas (UFAL) (Number: 026681/2009-23), and in according with the ethical
guidelines for investigation of experimental pain in conscious animals

3.3.2. Reagents

Acetic acid (Merck), arabic gum (Sigma Aldrich), morphine sulphate (Dimorf-Cristalia-BR) and
piroxicam (Merck) were obtained from commercial sources. A solution of formalin 2.5% was prepared
with formaldehyde (Merck) in saline (NaCl 0.9%). Piroxicam and compounds 14a—h were used as
suspension in arabic gum in all the experiments and oral administrations.

3.3.3. Acetic Acid-induced Writhing Test

This test was performed as described by Collier et al. [40]. Acetic acid (0.6%, v/v) was
administered i.p. in a volume of 0.1 mL/10 g. The number of writhes, a response consisting of
contraction of an abdominal wall, pelvic rotation followed by hind limb extension, was counted during
continuous observation for 20 min beginning from 5 min after the acetic acid injection. Piroxicam and
compounds 14a—h (all 100 pmol/kg, oral administration) were administered 60 min before the acetic
acid injection. Antinociceptive activity was expressed as inhibition percent of the usual number of
writhing observed in control animals. Dose-response curves were obtained for piroxicam and
LASSBio-1604 (14e) (1, 10, 30, 100, 300 umol/kg), LASSBio-1617 (14b) (1, 10, 30, 100,
300 pumol/kg), LASSBio-1637 (14f) (1, 10, 30, 100, 300 umol/kg), LASSBio-1638 (14g) (1, 10, 30,
100, 300 pumol/kg), and LASSBi0-1639 (14h) (1, 10, 30, 100, 300 umol/kg) using groups of 8 animals.
Control animals received the vehicle. The IDsy values (i.e., dose which reduces response by 50%
relative to the control values) of piroxicam, of compounds 14e, 14a, 14f, 14g and 14h were determined
by linear regression from individual experiments with the linear regression function of the Graph Pad
Prisma software.

3.3.4. Formalin-induced Nociception

The procedure used was essentially the same as that described previously [41]. Animals received 20 mL
of 2.5% formalin solution (0.92% formaldehyde in saline) in the ventral surface of the right hind paw.
Animals were observed from 0 to 5 min (neurogenic phase) and from 15 to 30 min (inflammatory
phase) and the time that they spent licking the injected paw was recorded and considered as indicative
of nociception. Animals received piroxicam or compounds 14a—h (100 pmol/kg, oral administration)
40 min beforehand. Control animals received vehicle (arabic gum).
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3.3.5. Hot-plate Test

Mice were treated according to the method described by Kuraishi et al. [46]. Animals (n = 6) were
placed on a hot-plate set at 55 + 1 °C. Reaction time was recorded when the animals licked their fore
and hind-paws and jumped at 30, 60, 90 and 120 min after oral administration of 100 pmol/kg of
piroxicam or compounds 14a—h or reference drug (morphine, 15 pmol/kg. i.p.). Baseline was
considered as the mean of reaction time obtained at 30 and 60 min before administration of derivatives
or piroxicam or morphine and was defined as normal reaction of animal to the temperature.

3.3.6. Zymosan-induced Peritonitis

Peritoneal inflammation was induced according to the method described by Leite et al. [49]. A
solution of Zymosan A (Sigma—Aldrich) (2 mg/mL) was prepared in saline (NaCl 0.9%) and injected
into the peritoneal cavity of mice (0.5 mL). Six hours after injection of Zymosan A, the animals were
killed by cervical dislocation and the peritoneal cavity was washed with 3 mL of cold Hank’s.
Compounds 14a—h or piroxicam were administered at the dose of 100 pmol/kg (p.o.), 40 min before
Zymosan A injection. Control group received 10 mL/kg of vehicle (arabic gum, p.o.). The number of
cells was quantified by optical microscope, using the 100x lens.

3.3.7. Carrageenan-induced Peritonitis

Peritoneal inflammation was induced according to the method described by Ferrandiz and Alcaraz [50].
A solution of carrageenan 1% (Sigma-Aldrich) was prepared in saline (NaCl 0.9%) and injected into
the peritoneal cavity of mice (250 pL/animal). Four hours after injection of carrageenan, the animals
were killed by cervical dislocation and the peritoneal cavity was washed with 3 mL of cold Hank’s.
Compounds 14a—h and piroxicam were administered at the dose of 100 pmol/kg (p.o.), 30 min before
carrageenan injection. Control group received 10 mL/kg of vehicle (arabic gum, p.o.). The number of
cells was quantified by optical microscope, using 100x lens.

3.3.8. Evaluation of Human COX-1/COX-2 Inhibition

Evaluation of piroxicam and compounds 14b,e for COX-1 and COX-2 inhibition were performed
by CEREP Laboratories (Celle L’Evescault, France) using, respectively, assay catalog reference no.
0726 and 0727, and both were carried out as described by Glaser et al. [51]. In these assays, the
inhibitory effect of compounds, at concentration of 10 uM, on activity of human recombinant COX-1
or COX-2, isolated from Sf-9 cells, was quantified by measuring the formation of PGE,, detected by
homogeneous time resolved fluorescence (HTRF), from arachidonic acid. The results are expressed as
a percent inhibition of the control enzyme activity.

3.3.9. Test Evaluation of the Inhibition of LOX

Compounds 14b, 14e—h and piroxicam were evaluated for their ability to inhibit LOX, using the kit
for determining the inhibition of LOX (Lipoxygenase Inhibitor Screening Assay Kit, Cayman
Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) according to manufacturer's instructions. The test
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compound solutions were prepared using DMSO as solvent and reaction buffer (supplied in kit) to a
concentration of 10 uM.

3.3.10. Statistical Analysis

Data obtained from animal experiments are represented by mean + standard error of the mean
(Mean + S.E.M.). Statistical differences between the treated and the control groups were evaluated by
test t of Student or ANOVA in the tutorial Prisma®. Values were considered significant if * p < 0.05
and ** p < 0.01. The IDs, values (i.e., the dose of derivatives N-acylhydrazone which reduced the pain
response by 50% in relation to control group values) were determined by linear regression from
individual experiments using the GraphPad software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) and
are reported as geometric means accompanied by their respective 95% confidence limits. Maximal
inhibition values were calculated at the more effective dose used.

4. Conclusions

In general, compounds 14a—h presented antinociceptive and anti-inflammatory activities in vivo, by
oral administration, at the screening dose of 100 umol/kg. Pharmacological evaluation suggest that the
NAH derivatives reported herein present a better pharmacological profile than standard drug piroxicam,
especially for their markedly activity in acute inflammation models. Moreover, we were able to identify
LASSBi0-1637 (14f) and LASSBi0-1639 (14g) as new antinociceptive and anti-inflammatory prototypes,
which are able to inhibit cell recruitment in carrageenan and zymosan-induced peritonitis in more than
70% and 80% (dose = 100 umol/kg, p.o), respectively, through a mechanism of action that seems to be
distinct of piroxicam and remains to be elucidated.

Supplementary Material

The structural results for 14a were deposited with the Cambridge Crystallographic Data Centre as
Supporting Information, CCDC number: 908020. Copies of the data can be obtained free of
charge upon application to CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ, United Kingdom
(Fax: (44) 1223 336-033; E-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk).

Supplementary materials can be accessed at: http://www.mdpi.com/1420-3049/17/12/14126/s1.
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