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RESUMO

A dor é um problema de satde mundial e seu tratamento é baseado, principalmente, no uso de
farmacos, a despeito de ndo existirem ainda medicamentos totalmente eficazes sem efeitos
colaterais para o os diversos tipos de dor. Como consequéncia, existe uma grande necessidade
de desenvolvimento de novos protdtipos de candidatos a farmacos analgésicos mais potentes,
seguros e eficazes, buscando aprimorar a terapéutica da dor e, sobretudo, o bem-estar do
individuo. Neste contexto, a estrutura privilegiada N-acilidrazona se destaca nos ultimos anos
com diversos derivados ja relatados com atividade antinociceptiva. Estudos anteriores do
nosso grupo de pesquisa demonstraram que uma série de hibridos moleculares N-
acilidrazénicos, desenvolvidos originalmente como protétipos multialvo para o tratamento da
doenga de Alzheimer, apresentaram uma potencial atividade antinociceptiva. Em vista desses
resultados preliminares, estas substancias foram selecionadas como estruturas-chave para este
estudo farmacologico mais aprofundado, buscando uma melhor caracterizacdo do seu perfil
antinociceptivo e sua potencial atividade em modelos in vivo de dor central e neuropatica.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi a sintese e investigagdo da atividade antinociceptiva de
derivados 3-hidroxi-piperidinil-N-benzil-acilarilidrazénicos, bem como de seu possivel
mecanismo de agdo. Para isto, foram utilizados o modelo de dor central de retirada da cauda
(tail flick) e de dor neuropética por constricdo cronica do nervo ciatico (CCl). O pré-
tratamento foi realizado com as substancias PQM-56, PQM-65, PQM-67 e PQM-75 na dose
de 100 umol/kg (v.0.) e morfina (1 mg/kg) (i.p.), além de tratamento com solugdo salina ou
naloxona (30 pg) (i.t.). No teste tail flick foi observado um aumento significativo de laténcia
dos animais por acdo de PQM-56 nos tempos de 1,5 e 3,5 horas e PQM-75 nos tempos 0,5,
1,5, 3,5 e 6,5 horas, quando comparados ao grupo controle. No modelo de dor neuropatica, o
tratamento com PQM-56 e PQM-75 também levou ao aumento significativo do limiar
nociceptivo nos tempos 0,5, 1,5, 3,5 e 6,5 horas, quando comparados ao grupo controle. Em
ambos 0s casos, 0 efeito antinociceptivo foi blogueado pelo tratamento com naloxona,
indicando que o mecanismo de agdo ocorre pela via opioide e, portanto, que PQM-56 e
PQM-75 tém efeito central, sugerindo que estas substancias, podem representar inovagdo no
desenvolvimento de novos prototipos de candidatos a farmacos com agdo antinociceptiva
central, com aplicagdo potencial como analgésicos contra dor neuropatica, sem efeitos

adversos na coordenagdo motora.



Palavras chaves: Dor. Atividade antinociceptiva. Opioide. Analgesia central. Dor neuropatica.
3-hidroxi-piperidinil-N-benzil-acilarilidrazonas.



ABSTRACT

Pain is a worldwide health problem and its treatment is mainly based on drugs, in spite of do
not already exist really effective medicines, without adverse effects, for the treatment of the
diverse types of pain. Thus, there is a great need for the development of novel potent,
effective and secure analgesic drug candidate prototypes, improving pain therapeutics and,
most importantly, the individual well-being. In this context, the privileged structure of N-
acylhydrazone has been highlighted in the last years with many reported derivatives with
antinociceptive activity. Early studies of our research group showed that a series of N-
acylhydrazone molecular hybrids, originally developed as multi-target drug prototypes for the
treatment of Alzheimer’s disease, exhibited a potential antinociceptive activity. In view of
these preliminary results, these compounds were selected as key-structures for an in-depth
pharmacological study, searching for a better characterization of the antinociceptive profile
and its potential activity in in vivo models of central and neuropathic pain. Therefore, the goal
of this work was the synthesis and investigation of the antinociceptive activity of 3-hydroxy-
piperidine-N-benzyl-acyl-hydrazone derivatives, as well as their possible mechanism of
action. For this purpose, it was used the central pain model of tail flick and the neuropathic
pain model of chronic constriction of the sciatic nerve (CCI). The pre-treatment was
performed with compounds PQM-56, PQM-65, PQM-67 e PQM-75 at a dose of 100
umol/Kg (v.0) and morphine (1 mg/Kg) (i.p.), aside treatment with saline or naloxone (30 pg)
(i.t.). In the tail flick assay, it was observed a significative increase in the latency time of the
animals by the action of PQM-56 in the 1,5 and 3,5 hours and of PQM-75 in the 0,5, 1,5, 3,5
and 6,5 hours, in comparison to the control group. In the neuropathic pain model, the
treatment with PQM-56 and PQM-75 also led to a significative increase in the nociceptive
threshold in the 0,5, 1,5, 3,5 and 6,5 hours, in comparison to the control group. In both cases,
the antinociceptive effect was blocked by treatment with naloxone, indicating that the
mechanism of action occurs by via opioid and, therefore, that PQM-56 and PQM-75 have
central effect. These results suggest that both substances could represent innovation in the
development of new drug candidate prototypes with central antinociceptive action, with

potential appliance as neuropathic analgesics, without adverse effects on motor coordination.

Keywords: Pain. Antinociceptive activity. Opioid. Central analgesy. Neuropathic pain. 3-

hydroxy-piperidine-N-benzyl-acylaryl-hydrazones.
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1 INTRODUCAO

A dor é uma experiéncia multidimensional que envolve aspectos sensoriais e
emocionais que, geralmente, tem uma funcéo protetora, porém quando patoldgica pode afetar
de forma significativa a qualidade de vida. Ela ¢ definida como “experiéncia sensorial e
emocional desconfortavel causada por danos reais ou potenciais aos tecidos, ou descrita em
termos deles” (IASP, 2012). De fato, a dor esta presente na vida de milhdes de pessoas, como
pode ser observado em um grafico publicado pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
relatando as principais causas de mortes em 2015 e dentre elas se destacam doengas cardiaca,
pulmonares, cancer, AIDS, diabetes, entre outras, notando-se que dentre essas principais
causas existe a presenca da dor (WHO, 2017). Embora tenha ocorrido um avanco na medicina
para o tratamento de doencas severas, ainda existe uma grande deficiéncia na terapéutica para
o tratamento da dor decorrente destas doencas. Assim, a dor é considerada um problema de
salde mundial e acarreta em inimeras consequéncias sociais e econdémicas (HENSCHKE;
KAMPER; MAHER, 2015).

A forma mais comum de tratar a dor é utilizando farmacos. De maneira geral, faz-se o
uso de anti-inflamatérios  ndo-esteroidais  (AINES), opioides, antidepressivos,
anticonvulsivantes (antiepilépticos), anestésicos locais, entre outros (GUINDON, 2017).
Porém, todos possuem alguma limitacdo para algum tipo de dor, como a baixa eficiéncia no
tratamento e grande variedade de efeitos colaterais como, por exemplo, depressao respiratdria
e dependéncia causadas pelo uso de opioides (EGUCHI, 2004). Neste contexto, a busca por
novas alternativas terapéuticas, incluindo a descoberta e o desenvolvimento de novos
farmacos eficazes e seguros, continua a ser de suma importancia, mobilizando esforgos em
todo 0 mundo, tanto na academia quanto na industria farmacéutica.

Existem varias maneiras de classificar a dor e dentre elas estdo quanto a sua duracao e
quanto a origem neurofisioldgica, sendo que cada tipo de dor possui um mecanismo de acéo,
sendo alguns de extrema complexidade. Para este estudo, nds elegemos modelos de dor
central e neuropética, sendo que os farmacos que possuem agdo no sistema nervoso central
estdo entre os mais utilizados no mundo e farmacos para dor neuropatica ainda séo bastante

deficientes devido a alta complexidade deste tipo de dor.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seqguir ¢é apresentada uma revisdo da literatura sobre dor, sua fisiologia, modelos
animais para estudo de atividade antinociceptiva, farmacologia da dor e N-acilidrazonas como

estruturas privilegiadas no planejamento de farmacos.

2.1 DOR

Segundo a Associacdo Internacional para Estudo da Dor (IASP), a dor pode ser
descrita como uma “experiéncia sensorial e emocional desconfortavel causada por danos reais
ou potenciais aos tecidos, ou descrita em termos deles” (IASP, 2012). Ela serve como um
alerta para indicar um potencial dano ao organismo desencadeando assim uma série de agdes
para preservé-lo (MILLAN, 1999).

Os termos dor e nocicepcdo tém significados diferentes. Denomina-se nocicepcao a
manifestacdo fisioldgica, ou seja, a parte sensorial, sdo 0s mecanismos pelos quais 0S
estimulos nocivos passam até chegar ao coértex, ja a dor possui além dessa manifestacdo
fisiolégica, o componente emocional, que é a interpretacdo afetiva desses estimulos
(ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004; FURST, 1999).

Existem diversos tipos de dor, e cada uma delas tem seu préprio mecanismo, sendo
assim importante entender melhor como cada um age para fazer um tratamento adequado.
Uma das maneiras de classificar a dor é quanto a sua duracdo sendo que ela pode ser dividida
em dor aguda ou cronica (Figura 1). A dor aguda tem um tempo limite e desaparece quando
cessa o estimulo nocivo, ja a dor crdnica tem como caracteristica ser de longa duracdo, mais
de trés meses, sendo considerada um grande problema de salde em paises mais
desenvolvidos, afetando aproximadamente 20 % da populagcdo adulta (ALMEIDA,
ROIZENBLATT; TUFIK, 2004; TRACEY; MANTYH, 2007).

A dor cronica geralmente ndo é bem localizada, e costuma ser macica, dolorida,
continua ou recorrente (VITOR et al., 2008). Ela atinge mais de 120 milhdes de americanos
custando US$ 600 bilhdes devido a gastos médicos, diminuicdo da produtividade,
absenteismo e incapacidade. No Brasil, os estudos epidemiologicos sobre dor sdo escassos,

porém, estima-se que a prevaléncia de dor cronica seja de 40 % na populacdo (MENDEZ et
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al., 2017). O tratamento da dor cronica moderada e grave ainda representa um grande desafio,
pois ndo existem terapias eficientes a longo prazo, com poucos efeitos colaterais e que sejam
acessiveis financeiramente (GUINDON, 2017). Porém, uma mudanca na mentalidade dos
pesquisadores em tratar a dor crébnica como uma doenca e ndo um sintoma tem gerado
grandes avancos neste campo (TRACEY; MANTYH, 2007).

Outra forma de classificar a dor € pela sua origem neurofisiologica: dor nociceptiva,
inflamatdria ou patoldgica (Figura 1). A dor nociceptiva ocorre devido a deteccdo de
estimulos nocivos pelos nociceptores e age como um sistema de protecdo que detecta e
diminui o contato com estes estimulos que podem ser, por exemplo, o contato com algo muito
quente, frio ou afiado. Esta dor é de alto limiar e ocorre somente com estimulos intensos
(WOOLF, 2010).

Tipos de dor

Origem
Neurofisiologica

Aguda Cronica Nociceptiva Inflamatoria Patologica

—>Neuropatica
->Disfuncional

Duracio

Figura 1 - Classificacdo dos tipos de dor quanto a duracéo e quanto a origem neurofisioldgica.
Fonte: Do autor.

A dor inflamatéria também tem carater protetor e aparece devido a ativagdo do sistema
imunoldgico por causa da lesdo ou infeccdo, sendo considerada uma das caracteristicas
cardinais da inflamacdo. Como se tem uma sensibilizacdo no tecido apds o dano, a dor ajuda a
reduzir o risco de danos promovendo uma melhor recuperagdo ja que desencoraja o contato
com a area lesionada (WOOLF, 2010). Geralmente, ap0s ser resolvida a leséo tecidual, a dor
inflamatoria desaparece, porém, em algumas doencas cronicas como artrite reumatoide, esta
dor continua enquanto houver inflamacéo ativa (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009).

Ja a dor patoldgica, ndo tem carater protetor e resulta do mau funcionamento do
sistema nervoso, como no caso da dor neuropatica e disfuncional, sendo que este mau
funcionamento pode ser considerado uma doenca (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009;

WOOLF, 2010). Na dor disfuncional ndo existe um estimulo nocivo, inflamac&o ou danos no
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sistema nervoso e, portanto, na maioria dos casos, ndo se sabe ao certo o motivo causador da
manifestacdo ou persisténcia desta dor (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009).

A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor define dor neuropatica como “dor
causada por uma lesdo ou doenca do sistema nervoso somatossensorial” (IASP, 2012). Ela é
uma forma de dor cronica extremamente dificil de ser tratada devido a sua complexa
fisiopatologia (KAMI; TAJIMA; SENBA, 2017). A dor neuropatica pode ser periférica,
devido a lesdes ou doencas do sistema nervoso somatossensorial periférico, tendo entre suas
principais causas: neuropatia diabética, neuralgia trigeminal, neuralgia pds-herpética, dor pds-
operatéria e pos-traumatica persistente, dor neuropética ap6s amputagdo, dentre outros. Ou
pode ser central, devido a lesdes ou doengas do sistema nervoso somatossensorial central,
tendo entre suas principais causas: o0 acidente vascular cerebral, lesdo medular, doenca de
Parkinson e doencas neurodegenerativas em geral (IASP, 2012; SZCZUDLIK et al., 2014). A
dor neuropética possui alguns sintomas caracteristicos como: disestesia, que sdo sensacfes
anormais desagradaveis; hiperalgesia que € uma percep¢do melhor da dor quando se tem o0s
estimulos nocivos; e alodinia que é uma resposta anormal dolorosa quando se tem estimulos
ndo nocivos (VELASCO; O’SULLIVAN; SHERIDAN, 2017).

Assim, a dor neuropética é decorrente de doencas/injurias que acometem o sistema
nervoso periférico de maneira direta ou sistema nervoso central (SNC) (SELTZER;
DUBNER; SHIR, 1999). Desta forma, ocorre um aumento da sensibilidade dolorosa devido
ao dano tecidual, e assim, os estimulos inécuos podem ser percebidos como sensacdo
dolorosa. Esta nocicep¢do pode ocorrer por alteracdes centrais ou espinhais, com relevante
sensibilizacdo dos neurdnios aferentes primérios periféricos (BARON; BINDER, 2004;
WALKER; PERKINS; DRAY, 1995). Também ocorre a formacdo de neuromas, devido a
lesdo de um nervo periférico, o que gera excitabilidade dos potenciais de acdo conduzindo o
influxo sensorial, que independe de estimulacdo periférica (DEVOR, 2006; LIU et al., 2001).
Em adicdo, fibras adjacentes ao nervo lesado geram hiperexcitabilidade ectdpica, que séo
decorrentes da expressdo de canais de sodio (COLLOCA et al., 2017; DEVOR, 2006). No
modelo de dor neuropética também ocorre um processo chamado de Degeneracdo Walleriana,
em que ocorre a liberacdo de mediadores e recrutamento de células inflamatorias para o sitio
da lesdo, sendo ele caracterizado pela remocao de axénios que sofreram decomposicdo de
mielina, gerando sintese e liberagdo de mediadores inflamatorios (DUBOVY, 2011;
TRACEY; WALKER, 1995). As opgdes atuais para o tratamento a dor neuropatica ndo sao
totalmente eficazes e possuem diversos efeitos colaterais como toxicodependéncia,

constipacgéo, hipotensao ortostatica, sonoléncia e hiperalgesia (LI, 2017).
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2.2 FISIOLOGIA DA DOR

Quando se tem um estimulo nocivo, os responsaveis por fornecer informacdes sobre
um possivel dano sdo os nociceptores, que sdo receptores sensoriais especializados (FEIN,
2011). Os nociceptores sdo terminagdes nervosas livres e estdo presentes nas camadas
superficiais da pele e de diferentes 6rgdos e tecidos (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK,
2004; GUYTON; HALL, 2011). Estes neurdnios tem um limiar de ativacéo alto, precisando
de estimulos intensos como mecanico, térmico ou quimico, porém a sensibilizacdo dos
nociceptores pode diminuir o limiar de ativacdo e até mesmo gerar atividade espontanea
(ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004; FEIN, 2011). Nem todos 0s nociceptores sao
sensiveis a apenas um tipo de estimulo, podendo alguns serem sensiveis a varios estimulos
diferentes, assim, eles podem ser classificados quanto ao tipo de estimulo ao qual respondem:
nociceptores mecanicos, térmicos, polimodais e silenciosos. Os mecanicos respondem a
pressdo intensa; térmicos a temperaturas extremas (> 45 °C; < 5 °C); Polimodais respondem a
estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos; E os silenciosos respondem a estimulos quimicos
(FEIN, 2011).

Estes nociceptores sdo constituidos por fibras nervosas, sendo que a velocidade com
que o potencial de acdo é transmitido varia de acordo com o tipo de fibra. As fibras C sdo
amielinizadas e mais lentas e as fibras A, Ap e Aa mielinizadas e mais rapidas. A literatura
indica que as fibras C amielinizadas e Ad levemente mielinizadas séo as responsaveis por
transmitir o sinal aferente dos nociceptores, que é entendido como dor. Porém, estas fibras
também podem transmitir outros sinais de estimulos que ndo sdo nocivos como, por exemplo,
frio e calor, assim, nem toda fibra C e Ad séo nociceptores (FEIN, 2011).

A transducdo do estimulo nocivo ocorre quando o estimulo (mecénico, térmico ou
quimico) é convertido em um sinal elétrico que ird desencadear o inicio do potencial de acdo
na célula (FORNASARI, 2014). Ela ocorre nos terminais periféricos dos nociceptores, que
possuem proteinas transdutoras especializadas, sendo a maioria delas canais idnicos. Quando
ocorre 0 estimulo nocivo, estes canais podem se abrir em resposta, e assim tornam-se
permedveis aos ions célcio e sodio, sendo estes responsaveis pela despolarizacdo do terminal
(FORNASARI, 2014).

O processo pelo qual o potencial de acdo percorre os axénios dos nociceptores para
chegar até a medula espinhal é chamado de conducdo. Para que ela acontega, é preciso que 0S

canais de sdédio voltagem-dependentes convertam o potencial gerado nos terminais periféricos
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dos nociceptores em um potencial de acdo. Ao chegar no terminal do nociceptor, localizado
no corno dorsal da medula espinhal, o potencial de acdo promove a abertura do canal de
célcio voltagem-dependente do tipo N, o que permite o influxo de Ca®*, e assim ocorre a
liberacdo de neurotransmissores (FORNASARI, 2014). Uma abordagem usada para o
desenvolvimento de novos prototipos candidatos a farmacos para o controle da dor é o
bloqueio de canais de Ca®*, o que inibe a liberacdo de neurotransmissores. O farmaco
ziconotideo (Prialt®), um produto natural de origem marinha, se liga diretamente a estes
canais de Ca**, agindo como analgésico (MOLINSKI et al., 2009).

J& a transmissdo do sinal doloroso ocorre com a sinapse entre 0s nociceptores e 0s
neuronios de segunda ordem (FORNASARI, 2014). Os nociceptores transmitem a informacéo
de um estimulo nocivo aos neurdnios superiores por meio de sinapses onde se tem liberacdo
de neurotransmissores, que é controlada diretamente pelo potencial de membrana sinéptica
(FEIN, 2011). O neurdnio pre-sinéptico libera por seu terminal os neurotransmissores, que
por sua vez, atuam nos receptores presentes na membrana do neurdnio pos-sinaptico (Figura
2).

Terminal
pré-sinaptico

S :.‘ .
ST Proteinas
Fenda sinaptica / TR e o \ receptoras
(200-300 Aot
angstroms) ‘ Dendirito do neurdnio

Figura 2 - Anatomia fisiologica da sinapse.
Fonte: Adaptado de Guyton e Hall (2011).

Estes neurotransmissores, incluindo aminoacidos e neuropeptidios, podem promover a
inibicdo, excitacdo ou modificar a sensibilidade do neurdnio pds-sinaptico, sendo a
acetilcolina (1, Figura 3), norepinefrina (2, Figura 3), epinefrina (3, Figura 3), histamina (4,
Figura 3), acido gama-aminobutirico (GABA) (5, Figura 3), glicina (6, Figura 3) e serotonina
(7, Figura 3) alguns dos mais conhecidos (GUYTON; HALL, 2011).
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Figura 3 - Estrutura quimica de alguns neurotrasmissores: acetilcolina (1), norepinefrina (2), epinefrina
(3), histamina (4), &cido gama-aminobutirico (GABA) (5), glicina (6) e serotonina (7).
Fonte: Do autor.

Os receptores presentes nas membranas dos neur6nios sdo proteinas e geralmente séo
alvos de farmacos usados no controle da dor. Quando o neurotransmissor se liga ao receptor,
ocorre uma reacdo em cadeia de efeitos secundarios que podem resultar em ativacao/inibicédo
de enzimas presentes na célula ou em um fluxo de ions devido a modulacéo de receptores de
membrana. A célula pode conter varios tipos de receptores, porém cada receptor é especifico
para um tipo de mensageiro. Cerca de 30 % dos farmacos atuam em receptores acoplados a
proteina G, sendo entdo esta familia de receptores de suma importancia para a quimica
medicinal. Alguns exemplos de receptores acoplados a proteina G sdo: receptores opioides,
adrenérgicos e muscarinicos (PATRICK, 2013).

Uma caracteristica muito importante da sinapse € o principio da conducédo
unidirecional, ou seja, a transmissao acontece sempre em uma direcdo, sendo do neurénio pre-
sinaptico para o neurdnio pds-sinaptico. Este principio permite que 0s sinais sejam
direcionados a alvos especificos (Figura 2) (GUYTON; HALL, 2011).

Os aferentes primarios se projetam no corno dorsal da medula espinhal onde ocorre a
sinapse com o0s neurdnios de segunda ordem (BASBAUM et al., 2009). Estes neur6nios estdo
presentes na substancia cinzenta da medula, que é dividida em 10 laminas distintas (Figura 4)
sendo que estas representam uma organizagdo topografica de fibras e células (HANNON;
ATCHISON, 2013). O nociceptores Ad se projetam na lamina | e V, enguanto que o0s

nociceptores C se projetam em laminas I e II. J4 as fibras aferentes do tipo AP se projetam em
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laminas 111, IV e V (BASBAUM et al., 2009). As laminas diretamente envolvidas com a
nocicepcdo sdo a | e |Il, sendo que nestas camadas 0s nociceptores liberam
neurotransmissores, como por exemplo, glutamato e substancia P, que serdo responsaveis pela
sinapse com o neurdnio de segunda ordem (HANNON; ATCHISON, 2013).

Estimulo

: Neurénio Aferente Priméario
nocivo

Para o Téalamo

Neurdnio Aferente
Secundario

Como dorsal

Figura 4 — Organizacdo topoldgica em laminas dos corpos celulares e fibras da medula espinhal.
Fonte: Adaptado de Hannon e Atchison (2013).

Apds a sinapse dos nociceptores com o0s neurdnios de segunda ordem presentes no
corno dorsal da medula espinhal, estas fibras aferentes de segunda ordem seguem o trato
espinotalamico e ascendem contralateralmente até o talamo, onde transmitem o estimulo
nocivo. Em seguida, esta informacdo é transmitida ao cortex somatossensorial, onde este
estimulo serd interpretado como doloroso, sendo esta via chamada de via ascendente da dor
(Figura 5) (BASBAUM et al., 2009). Os neurdnios ascendentes também ativam outras regides
superiores (cértex cingulado e insular) por meio de conexdes no nlcleo parabraquial, que
estdo presentes no tronco encefalico e na amigdala (BORROTO-ESCUELA et al., 2013).
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Cortex cingulado
.
\ Cortex
~

S % Somatossensorial

Talamo

Nociceptor = T

i

Estimulo nocivo

Figura 5 — Via ascendente da dor.
Fonte: Adaptado de Borroto-Escuela et al., (2013).

Assim, ndo existe uma Unica area responsavel por interpretar a experiéncia dolorosa,
mas sim um “centro de dor” onde o coOrtex somatossensorial esta relacionado com
propriedades sensoriais-discriminatdrias, e o cortex cingulado e insular, estdo relacionados
com 0s componentes emocionais. (BASBAUM et al., 2009).

Entretanto, a transmissao desse sinal nervoso passa por uma modulagdo ao chegar na
medula, ou seja, nem todos os sinais serdo transmitidos devido a acdo de interneurdnios locais
e neurdnios de projecdo da via descendente (FORNASARI, 2014). Este fenbmeno de
modulacdo pode inibir ou facilitar a transmissdo nociceptiva e é explicado pela teoria das
comportas de Melzack e Wall. As Fibras do tipo AP, responséaveis pela transmissdo de
estimulos n&do-nociceptivos, sdo mais rapidas, pois sdo mielinizadas e agem ativando
interneurdnios inibitérios na substancia gelatinosa da medula, o que resulta em inibicdo do

disparo de neurbnios de segunda ordem, ja as fibras nociceptivas como as fibras C que sédo
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mais lentas, inibem os interneur6nios inibitérios além de ativarem os neurdnios de segunda
ordem (LENT, 2004). Assim, fibras nociceptivas abrem o portdo de controle da dor e fibras
ndo-nociceptivas fecham esse portao.

Além das fibras aferentes periféricas, as fibras das vias descendentes, que tém sua
origem no tronco encefalico e regides como cortex, talamo, hipotdlamo, substancia cinzenta
periaquedutal e nacleo magno da rafe, também tem um papel importante de modulacéo,
agindo como um sistema analgésico enddgeno e atuam nas estruturas do corno dorsal da
medula liberando neurotransmissores como serotonina, noradrenalina e endorfinas que agem
de forma a modular a transmisséo do sinal doloroso (LENT, 2004; MILLAN, 2002).

2.3 FARMACOLOGIA DA DOR

O controle da dor tem sido uma area bem estudada, sendo que os receptores opioides
ainda sdo parte relevante. Porém, tem-se dado uma maior atencdo também para o uso de
farmacos adjuvantes e anti-inflamatérios, que além de controlar a dor, também diminuem o
uso de opioides (MACPHERSON, 2000).

A Organizacdo Mundial de Satude (OMS) desenvolveu em 1986 uma escala analgésica
para o controle da dor devido ao cancer (Figura 6). Esta escala indica o uso oral dos
analgésicos levando em conta 0 aumento da poténcia e dose até que a dor tenha sido aliviada,
0 que resulta de 80-90 % de sucesso em pacientes com cancer, porém, casos de dor crénica
ndo relacionada ao cancer raramente conseguem o efeito desejado, pois a dosagem tem que
ser limitada devido a efeitos adversos. A escala é dividida em degraus, sendo o primeiro uma
dor leve e é indicado o uso de analgésicos ndo opioides e anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINES), ja o segundo passo € para dores moderadas e inclui opioides fracos e por fim o
terceiro degrau para dores severas onde se inclui opioides fortes como a morfina, que por
serem mais potentes, também tem efeitos colaterais mais agravados como dependéncia e
depressao respiratoria (HYLANDS-WHITE; DUARTE; RAPHAEL, 2016).
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Escala analgésica da Dor

Dor Intensa
DEGRAU 3

Dor Moderada
DEGRAU 2

Dor leve
DEGRAU 1

Analgésicos
AINEs

Farmacos Adjuvantes

Figura 6 — Escala analgésica da dor - OMS.
Fonte: Adaptado de Hylands-White; Duarte e Raphael (2016).

Em todos os degraus devem ser usados também os farmacos adjuvantes, que sao
farmacos para reduzir os sintomas de ansiedade e medo (HYLANDS-WHITE; DUARTE;
RAPHAEL, 2016). Entre os adjuvantes estdo inclusos farmacos ansioliticos, que reduzem a
ansiedade devido a dor; hipnéticos, que induzem ao sono e assim combatem a insénia muitas
vezes relacionada com a dor; e também relaxantes musculares, que sdo responsaveis por
aliviar espasmos musculares (HYLANDS-WHITE; DUARTE; RAPHAEL, 2016).

De modo geral, os farmacos usados para o controle da dor sdo: anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINEs), opioides, antidepressivos, anticonvulsivantes (antiepilépticos),
anestésicos locais entre outros (GUINDON, 2017).

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) possuem atividades anti-inflamatorias,
antipiréticas e analgésicas, sendo eles uma das familias de farmacos que estdo entre as mais
vendidas no mundo (GUNTER et al., 2017). Eles inibem as enzimas cicloxigenase (COX-1 e
COX-2) de modo a reduzir a producdo de substancias inflamatdrias, assim, eles reduzem a
inflamacdo e proporcionam um alivio da dor, porém, eles podem apresentar algum distdrbio
para o sistema gastrointestinal (GUNTER et al., 2017). Os AINEs podem ser classificados em
ndo seletivos, atuando tanto em COX-1 como COX-2, onde se inclui a aspirina (8, Figura 7),
naproxeno (9, Figura 7) e ibuprofeno (10, Figura 7), e os seletivos para COX-2 como a
nimesulida (11, Figura 7) (HYLANDS-WHITE; DUARTE; RAPHAEL, 2016; SIMON;
PRINCE, 2016). O uso de AINEs é muito comum para dores leves ou moderadas, porém para
tratamento de dores intensas € comum o uso dos AINEs com opioides (MACPHERSON,
2000).
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Figura 7 — Estrutura quimica de alguns anti-inflamatorios nao esteroidais: Aspirina

(Acido acetilsalicilico) (8), naproxeno (9), ibuprofeno (10) e nimesulida (11).
Fonte: Do autor.

O 6pio € um produto natural extraido da papoula (Papaver somniferum), que vem
sendo usado com finalidades sociais e medicinais ha milhares de anos, principalmente no
controle da dor, sendo ele constituido por vérios alcaloides como a morfina, codeina e tebaina.
O termo opioides inclui todos os compostos sintéticos, semissintéticos, de ocorréncia natural e
também os enddgenos que tem a capacidade de interagir com receptores opioides presentes no
corpo (PATRICK, 2013). Alguns destes opioides usados no controle da dor sdo: codeina (12,
Figura 8) e diidrocodeina (13, Figura 8) para dor moderada e morfina (14, Figura 8) para dor
severa. Os ligantes naturais para estes receptores opioides sdo 0s peptideos opioides
enddgenos, que sdo divididos em trés familias classicas: encefalinas, endorfinas e dinorfinas
(BRUNTON et al., 2006).

Os trés tipos classicos de receptores opioides sdao o Mi (u), Kapa (k) e Delta (5). Estes
receptores quando ligados a um agonista promovem analgesia, porém, existem outros efeitos
adversos desencadeados, sendo alguns deles bem perigosos como a depressao respiratoria,
que pode ser fatal, dependéncia e tolerancia (EGUCHI, 2004). Os receptores opioides sdo da
familia de receptores acoplados a proteina G e agem de duas formas para promover a
analgesia: eles abrem canais de K' dos neurbnios pds-sinapticos causando uma
hiperpolarizacdo da célula e assim evitam que continue a transmissdo do sinal. E também
fecham canais de Ca’" dependentes de voltagem presentes nos neurdnios pré-sinapticos,
evitando assim que sejam liberados neurotransmissores (KATZUNG; MASTERS; TREVOR,
2014). Os opioides séo indicados para o alivio de dores severas, porém ndo Sdo uma boa
alternativa para um tratamento a longo prazo, principalmente devido as suas caracteristicas

como a tolerancia e dependéncia.
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Figura 8 — Estrutura quimica de alguns opioides usados no controle da dor: codeina (12),
diidrocodeina (13), morfina (14).
Fonte: Do autor.

Os antidepressivos triciclicos (TCAs) agem de forma a aliviar a depressdo, a dor e
problemas com o sono, sendo eles indicados principalmente para pessoas com dor cronica
(HYLANDS-WHITE; DUARTE; RAPHAEL, 2016). Para o tratamento de dor neuropatica,
os antidepressivos e anticonvulsivantes sdo considerados farmacos de primeira linha.
Antidepressivos triciclicos como a amitriptilina (15, Figura 9), dotiepina (16, Figura 9) e
imipramina (17, Figura 9) agem de forma a inibir a reabsorcdo de serotonina e norepinefrina,
e canais de sddio nos neurdnios. Alguns efeitos adversos presentes no uso de TCAs sao:
sedacdo, tontura, constipacao, boca seca e visdo turva, assim, pode haver algumas limitacoes
quanto ao seu uso (LAAR et al., 2012).
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Figura 9 — Estrutura quimica de alguns antidepressivos triciclicos usados no controle da dor: amitriptilina (15),
dotiepina (16), imipramina (17).
Fonte: Do autor.

Os antiepiléticos, também chamados de anticonvulsivantes, como a gabapentina (18,
Figura 10) e pregabalina (19, Figura 10) reduzem a liberacdo de neurotransmissores como
glutamato, noradrenalina, serotonina e substancia P nos terminais dos neurdnios

proporcionando a analgesia. Eles se se ligam a subunidade alfa-2-delta de canais de calcio
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dependentes de voltagem para que ocorra esta modulagéo dos neurotransmissores. Contudo, o
uso de ambos também tem algumas limitacGes devido a efeitos adversos como sonoléncia,
tontura e tremores (HYLANDS-WHITE; DUARTE; RAPHAEL, 2016; LAAR et al., 2012).

Anestésicos locais como a lidocaina (20, Figura 10) também sdo frequentemente
usados no controle da dor. A lidocaina atua bloqueando canais de sddio, assim inibindo
despolarizacdo do neurdnio. Ela é usada principalmente para alivio da dor neuropatica
periférica (HYLANDS-WHITE; DUARTE; RAPHAEL, 2016).

g

OH

HO o N cH,

H,N ~"
0 \\\\\\\ CH3
HN o
CHs
HoN H,C CH
8 19

1

CH,4

3

20

Figura 10 — Estrutura quimica de alguns antiepiléticos: gabapentina (18), pregabalina (19);
e da lidocaina (20) usados no controle da dor.
Fonte: Do autor.

2.4 MODELOS ANIMAIS PARA AVALIACAO ANTINOCICEPTIVA

Para auxiliar nas pesquisas no desenvolvimento de novos farmacos para o controle da
dor, tem-se desenvolvido modelos animais de avaliagdo de atividade antinociceptiva cada vez
mais eficientes (COLLEONI; SACERDOTE, 2010; WALKER; FOX; URBAN, 1999;). A
auséncia de comunicacdo verbal é uma das grandes dificuldades ao se avaliar a dor em
animais, desta forma, sdo avaliadas as reacbes comportamentais do animal perante o estimulo
nociceptivo para fazer uma estimativa de dor. Estes testes de nocicepg¢ao funcionam como um
sistema de entrada-saida em que a entrada é o estimulo (mecénico, térmico, quimico ou
elétrico) e a saida é a reagdo do animal (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001).

O teste de retirada de cauda é usado para avaliar substancias de acdo central, como as
que possuem um mecanismo de acdo semelhante aos opioides e pode ser feito com ratos e
camundongos (BARROT, 2012; SILVA et al., 2013). Para sua realizacdo, € aplicada uma
fonte de calor radiante em uma pequena porc¢do da cauda, o que resulta em uma reacdo de

retirada da cauda, sendo cronometrada a laténcia (tempo de reacdo do movimento) (LE
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BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001). Um efeito antinociceptivo é considerado quando
ocorre aumento da laténcia, sendo importante definir o limiar de corte para evitar que a pele
sofra algum dano, assim como estabelecer a intensidade da fonte de calor e a por¢éo da cauda
que serd estimulada, pois estes fatores influenciam na laténcia (LE BARS; GOZARIU;
CADDEN, 2001).

Para a avaliacdo da dor neuropética existem mais de 40 modelos animais para
experimentacdo, sendo estes de suma importancia para se ter melhor compreensdo da
fisiopatologia deste tipo de dor (LI, 2017; VELASCO; O’SULLIVAN; SHERIDAN, 2017).
Neste contexto, o modelo de dor neuropatica utilizado de constrigdo crénica do nervo ciatico
(CCl), descrito por Bennet e Xie (1988), consiste na amarracao deste nervo em quatro pontos,
0 que simula uma situacdo de compressdo nervosa cronica como a causada por uma hérnia de
disco lombar (ZIMMERMANN, 2001). Neste modelo animal, estdo presentes sensacdes
espontaneas observadas como episodios frequentes de lambidas e agitacdo da pata afetada e
sensacgdes evocadas (alodinia e hiperalgesia). A sensacdo dolorosa é observada de 2 a 7 dias
apos a cirurgia e pode durar por até dois meses (JANICKI; PARRIS, 2008).

O teste de pressdo crescente na pata (von Frey eletronico) é utilizado para avaliar o
limiar mecénico de retirada da pata no modelo de dor neuropética. Este teste é realizado com
um anestesiometro eletrénico e o contato com a superficie plantar da pata afetada se da
através de uma ponteira de polipropileno, em que se aplicada uma pressdo crescente até que
se tenha uma resposta comportamental caracteristica de retirada da pata seguida de “flinch”
(SILVA et al.,, 2013). Assim, é observado um efeito antinociceptivo quando ocorre um

aumento do limiar de retirada da pata.

2.5 N-ACILIDRAZONAS COMO SUBESTRUTURAS NO PLANEJAMENTO DE NOVOS
FARMACOS

Estruturas privilegiadas sdo ditas aquelas que podem ser facilmente funcionalizadas e
que possam exercer pontos de interacdo para mais de um tipo de biorreceptor. Dentre elas, as
subunidades N-acilidrazonas (NAHS) representam um hibrido funcional de um grupo imina e
uma amida, assumindo propriedades proprias e a capacidade de interacdo seletiva com
diferentes biorreceptores em funcdo da natureza dos substituintes (Figura 11) (MAIA;
TESCH; MANSSOUR-FRAGA, 2014). Com o intuito de comprovar o carater farmacoforico
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desta subunidade, foram realizadas altera¢fes estruturais em varios protétipos ativos, onde o
grupo imina foi suprimido levando aos respectivos derivados de amida, os quais néo
apresentaram atividade biologica quando submetidos aos mesmos ensaios que 0S protdtipos
com a subunidade NAH (DUARTE; BARREIRO; MANSSOUR-FRAGA, 2007).
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Figura 11 - Representacdo da estrutura da N-acilidrazona (NAH).
Fonte: Do autor.

Apesar desta subunidade ser relatada com potencial terapéutico desde a década de
1970, somente nos Ultimos anos seus derivados estdo sendo mais explorados (MAIA,
TESCH; MANSSOUR-FRAGA, 2014). Um dos grupos de pesquisa brasileiro que tem
estudado amplamente esta estrutura é o Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias
Bioativas (LASSBIio) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) sendo que ja
relataram diversos derivados de N-acilidrazonas bioativos com propriedades antinociceptiva,
anti-inflamatoria, antitrombotica, dentre outras (BARREIRO et al., 2002). Alguns destes
protétipos com propriedades antinociceptivas estdo ilustrados na Figura 12.
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Figura 12 - Alguns exemplos de compostos com atividade antinociceptiva desenvolvidos pelo
grupo LASSBIo0 que contém a subunidade N-acilidrazona
Fonte: Adaptado de Duarte; Barreiro e Fraga (2007).
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A subunidade N-acilidrazona, por ser uma estrutura privilegiada, oferece uma grande
versatilidade para o desenvolvimento de novos prot6tipos candidatos a farmacos, inclusive
para moléculas com atividade antinociceptiva. Além disso, prot6tipos bioativos, podem ser
otimizados através de modificacdes estruturais com o intuito de melhorar suas propriedades
farmacocinéticas (BARREIRO et al., 2002). Assim, a pesquisa e 0 desenvolvimento de novos

protdtipos com esta subunidade tem ganhado grande relevancia nos Gltimos anos.
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A justificativa, objetivo geral e os especificos deste trabalho se encontram descritos a

sequir.

3.1 JUSTIFICATIVA

Embora o arsenal terapéutico disponivel para o tratamento da dor seja amplo, o
controle de algumas condi¢Ges dolorosas ainda é muito deficiente, pois os farmacos
disponiveis ndo sdo eficazes e apresentam uma grande variedade de efeitos adversos. Neste
contexto, existe uma grande necessidade de desenvolvimento de novos protétipos candidatos
a farmacos que sejam mais potentes e seguros, principalmente para condi¢Ges dolorosas de
origem central crénicas e de alta intensidade. Neste trabalho, visamos a ressintese e a
avaliacdo do perfil antinociceptivo de substancias que ja haviam sido preparadas por nosso
grupo de pesquisa, mas que foram originalmente planejadas como prot6tipos candidatos a
farmacos com perfil de acdo multialvo contra a doenca de Alzheimer (VIEGAS, 2013).
Durante uma etapa preliminar de triagem quanto a atividade anti-inflamatdria, alguns
compostos demonstraram atividade relevante no ensaio de formalina, composto por duas fases
distintas. A primeira fase que ocorre nos primeiros 5 minutos é a fase neurogénica onde é
avaliada a reacdo do animal aos estimulos nociceptivos e ap6s 15 min da administracdo da

formalina, é avalia a fase inflamatdria (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito das substancias-teste PQM-56, PQM-65, PQM-67, PQM-73, PQM-74, PQM-75,
PQM-76, PQM-84 (100 umol/kg), indometacina (100 umol/kg) e morfina (39 umol/kg)
sobre as fases neurogénica e inflamatoria do teste de formalina, respectivamente primeira e
segunda fase.

Fonte: Viegas, F.P.D., Dissertacdo de Mestrado, 2013.

Diante destes resultados, € evidente que as substancias PQM-56, PQM-65, PQM-67 e
PQM-75 (Figura 14) apresentaram atividade relevante na fase neurogénica do ensaio,
sugerindo um possivel efeito antinociceptivo. Portanto, estas substancias foram eleitas como
estruturas-chave para um estudo mais aprofundado sobre seu efeito antinociceptivo em
modelos de dor central e neuropatica. Os resultados obtidos poderdo ser Uteis a identificacdo
de novos candidatos a farmacos analgésicos, com padrdo estrutural inédito por meio de

modifica¢des estruturais adicionais, buscando a otimizacdo do perfil farmacoldgico.
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Figura 14 - Estruturas das substancias mais ativas na 12 fase do teste
de formalina e eleitas como ponto de partida para este estudo.
Fonte: Do autor.
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3.2 OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo geral a ressintese e a avaliagdo farmacoldgica in vivo
da atividade antinociceptiva de uma seérie de derivados 3-hidroxi-piperidinil-N-benzil-
acilarilidrazdnicos em modelos de dor central e neuropética, assim como a investigacdo de
possivel mecanismo de ac¢do, com a finalidade de se identificar novos protétipos candidatos a

farmacos.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Ressintese e confirmacdo estrutural de uma série de derivados 3-hidroxi-piperidinil-N-
benzil-acilarilhidrazonicos (Figura 14);

b) Avaliacdo da atividade antinociceptiva in vivo da série-alvo de moléculas em modelos de
dor central e neuropatica;

c) ldentificacdo das substancias mais promissoras e investigacdo de possiveis mecanismos de
acdo e de possiveis efeitos indesejaveis sobre 0 SNC.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Neste topico abordaremos as partes quimica e farmacoldgica.

4.1 QUIMICA

A seguir sdo descritas todas as etapas quimicas para a obten¢do dos compostos.

4.1.1 Generalidades

As substancias-alvo deste projeto foram sintetizadas no Laboratério de Pesquisa em
Quimica Medicinal (PeQuiM), na Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG).

Para 0 acompanhamento das etapas da rota sintética, empregou-se cromatografia em
camada delgada (CCD) e para purificar os compostos a cromatografia em coluna (CC) e/ou
recristalizacdo. Todas as substancias foram analisadas por IV e RMN de *H e **C, cujos dados
foram comparados com os dados dos padrées do PeQuiM para confirmacdo estrutural. Todos
0s reagentes da sintese sdo das marcas Sigma-Aldrich ou Acros, sem purificacdes adicionais.
Ja os solventes metanol e etanol, utilizados na forma anidra, foram tratadas seguindo a
literatura (PERRIN; ARMAREGO, 1988).

Para cromatografia em camada delgada (CCD), utilizou-se silica-gel 60 G Merck® de
0,25 mm de espessura sobre ldminas de aluminio F,s4, da marca Merck e a visualizagdo das
substancias foi feita em camara escura com lampada de UV (A = 254 ou 365 nm). A
cromatografia em coluna (CC) foi realizada com gel de silica flash da marca Sigma-Aldrich
(220-440 mesh, 0,035 mm — 0,075 mm). Para as faixas de fusdo, foi utilizado o equipamento
Marte (PFM II) com amostra triturada e empacotada em tubo capilar.

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram gerados por um espectrometro
Nicolet iS50 FT-IR (Thermo Scientific USA) acoplado a Pike Gladi ATR Technologies.

Para a obtencdo dos espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e de B¢

foi utilizado um espectrémetro Brucker AC-300 operado em 300 MHz (*H) e em 75 MHz
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(**C) do Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da UNIFAL-MG e o sinal do
tetrametilsilano (TMS) presente nos solventes deuterados foi utilizado como referéncia
interna. Os deslocamentos quimicos (o) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As multiplicidades estdo abreviadas da seguinte
maneira: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), m (multipleto), quint
(quinteto), q (quarteto). A numeracdo adotada para 0s atomos nas estruturas ndao corresponde
a numeracdo da nomenclatura IUPAC. Isso foi feito para que 0os compostos com estruturas
analogas pudessem ter seus dados de RMN comparados, quando necessario.

Para obtencdo dos espectros de massas, foi utilizado um LC Agilent 1290 e um
espectrometro de massas Agilent 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS. As amostras foram diluidas
em 1 mL de MeOH, seguida de uma nova diluicdo de uma aliquota de 5 pl da solugdo em 1
mL de MeOH. Em seguida, 2 ul dessa solucgdo foi injetada pelo auto-amostrador do LC por
infusdo direta na fonte de eletrospray do espectrémetro de massas. A fase mdvel utilizada do
LC foi MeOH/0.1 % Acido formico na vazdo de 0.1 mL/min. A fonte de ionizagdo foi de
eletrospray que operou no modo positivo e os parametros utilizados foram: Temperatura do
gas de nebulizacdo 290 °C, Nozzle Voltage 320 V, voltagem do capilar 3500 V , vazdo do gas
de secagem 14 mL/min, pressdo do gas de nebulizacdo 45 psig, temperatura e vazdo do gas
auxiliar de 350 °C e 12 mL/min, respectivamente. O analisador quadrupolo operou na faixa
de m/z 100-1500, fragmentador 50 V, voltagem do octapolo 750 V, e aquisicdo de um

espectro obtido com alta resolu¢do no TOF até a 5 @ casa decimal.

4.1.2 Abordagem sintética para a série de moléculas-alvo

A rota sintética para a série-alvo esta delineada na Figura 15 e teve como material de
partida o éster comercial 4-formilbenzoato de metila (25), que foi inicialmente submetido a
uma reagdo de aminacdo redutiva com 3-hidroxipiperidina racémica (26) na presenca de
NaBH3;CN e ZnCl,, levando ao éster N-benzilpiperidinico (27). Em uma segunda etapa, 0
composto (27) reagiu com monoidrato de hidrazina, originando a hidrazida (28), que é o
intermediario-chave desta rota. A reacdo da hidrazida (28) com benzaldeidos adequadamente
substituidos (29) forneceu as substancias-alvo (30a-d) (PQM-56, PQM-65, PQM-67 e
PQM-75).
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Figura 15 - Rota sintética para obtencéo das substancias-alvo PQM-56 (30a), PQM-65 (30b), PQM-67 (30c) e

PQM-75 (30d).
Fonte: Do autor.

4.1.3 Reacdo de aminacao redutiva entre 4-formilbenzoato de metila (25) e 3-
hidroxipiperidina (26)

N
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Figura 16 - Reacdo de aminacdo redutiva para obtencdo do
4[(3-hidroxipiperidin-1-ila)metileno]benzoato de metila (27).
Fonte: Do autor.

A primeira etapa da rota sintética é a reacdo de aminacdo redutiva (Figura 16). Em um
baldo monotubulado de 50 mL adicionou-se 12,2 mmols (1 eq.) do ester comercial (25), 14,6

mmols (1,2 eq.) de 3-hidroxipiperidina (26) e 10 mL de metanol anidro, mantendo-se a

solugéo sob agitacdo por 1 hora, a temperatura ambiente. Em um segundo baléo de 50 ml,
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adicionou-se 12,2 mmols (1 eq.) de NaBH3CN, 6,1 mmols (0,5 eq.) de ZnCl, anidroe 6 mL
de metanol anidro, mantendo-se a solucdo sob agitacdo por 1 hora, a temperatura ambiente.
Em seguida, adicionou-se a mistura contida no segundo baldo ao primeiro baldo, sob agitacéo
magnética por 24 horas a temperatura ambiente. A evolucdo da reacdo foi acompanhada por
CCD (eluente: acetato de etila/metanol 60/40, revelador: luz ultravioleta). A reagdo foi
finalizada acrescentando-se 10 mL de agua destilada seguida da adi¢do de uma solucdo de
NaOH (20 %) até pH~12, mantendo-se a agitacdo magnética por 10 minutos adicionais. A
mistura foi entdo extraida com diclorometano (5 x 20 mL) e as fases organicas reunidas foram
lavadas com uma solucdo saturada de NaCl (2 x 25 mL). As fases organicas combinadas
foram secas com sulfato de sddio anidro, filtradas e o solvente removido sob presséo reduzida
(KIM et al., 1985). O residuo obtido foi cromatografado em coluna de silica (eluente: acetato
de etila/metanol 90/10). A eliminacdo do solvente, sob pressdo reduzida, forneceu o produto
(27) (2,55 g, 10,2 mmols, F.M.: C1sH1sNO3 M.M.: 249,1365 g.mol™) como sélido branco,
com 84 % de rendimento.

4.1.4 Reacdo de hidrazindlise entre 4[(3-hidroxipiperidin-1-ila)metileno]benzoato de
metila (27) e monoidrato de hidrazina

o s

N

NH,NH,.H,0,
EtOH, Refluxo
—_—
B
P OMe NHNH,
28
27 o o

Figura 17 - Reacéo de hidrazindlise para a obtencéo de 4[(3-hidroxipiperidin-1-
ila)metileno]benzoidrazida (28).
Fonte: Do autor.

A segunda etapa é uma reacdo de hidrazindlise (Figura 17). Adicionou-se 4,0 mmols
(1 eq.) de 4[(3-hidroxipiperidin-1-ila)metileno]benzoato de metila (27), 120,4 mmols (5,87
mL, 30 eq.) de monoidrato de hidrazina a 98 % e 10 mL de etanol anidro em um bal&o
monotubulado de 50 mL. Manteve-se a solugdo em refluxo a 90 °C por 3 horas e apos o

término reacional, verificado por CCD, removeu-se o0 solvente em rotaevaporador e purificou-
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se 0 produto em coluna cromatografica (eluente: acetato de etila/metanol 80/20) (ROMEIRO
et al., 2009). A eliminacdo do solvente, sob presséo reduzida, forneceu o produto (28) (0,8 g,
3,2 mmols, F.M.: C13H1sN30,, M.M.: 249,1477 g.mol™) como um sélido branco, com 80 %

de rendimento.

4.1.5 Reacdo geral para obtencdo das N-acilidrazonas-alvo (30a-d)

"o H HO
30a-W=Cl
30b - W=0CH;
(o} 30c-W=F

N 30d - W = N-piperidinila

29

Y s

EtOH, H

NHNH, Cat. HCI \N/\©\
)
28 1l 30 a-d w

Figura 18 - Reacgdo de acoplamento para obtencdo das N-acilidrazonas PQM-56 (30a), PQM-65 (30b), PQM-
67 (30c) e PQM-75 (30d).
Fonte: Do autor.

E por fim, o acoplamento com benzaldeidos (Figura 18). Adicionou-se em um baldo
monotubulado 1,2 eq. molar do benzaldeido de interesse (29), 3 mL de etanol anidro e 4 gotas
de solucdo de HCI 37 %. Depois de solubilizado o aldeido, adicionou-se 1 eq. de hidrazida
(28), ja solubilizada em 2 mL de etanol anidro e se manteve sob agitagdo em temperatura
ambiente. As reacdes duraram cerca de 3 h e foram todas acompanhadas por CCD. Retirou-se
o0 solvente em rota evaporador e purificou-se as N-acilidrazonas em coluna cromatogréafica

(eluente: acetato de etila/metanol 70/30) ou por recristalizagdo (LIMA et al., 2000).



41

4.1.6 Dados de caracterizagdo dos compostos

Nome do composto: 4[(3-hidroxipiperidin-1-ila)metileno]benzoato de metila (27)

M OH F.M.: C14H1oNOs
YSRT M.M.: 249,1365 g.mol™
1 ) Caracteristicas: Solido branco
i F Rendimento: 84 %
S PcH,  IV-ATR (viae cm): 3335, 3035, 3005, 2037, 2788, 1712,
0 1606, 1574, 1438, 1370, 1277, 1057.

RMN *H (6, CDsOD, 300 MHz): 1,29-1,17 (m, 1H, H-14); 1,62-1,49 (m, 1H, H-15); 1,77-
1,69 (m, 1H, H-15%); 1,96-1,86 (m, 2H, H-12 e H-14"); 2,08-2,00 (m, 1H, H-16); 2,70-2,64
(m, 1H, H-16); 2,87-2,83 (m, 1H, H-12°); 3,64-3,54 (m, 1H, H-10); 3,70-3,61 (m, 1H, H-13);
3,89 (s, 3H, H-18); 7,44 (d, 2H, J = 8,4, H-3 e H-7); 7,96 (d, 2H, J = 8,4, H-4 e H-6).

RMN “*C (6, CD;0OD, 75 MHz): 24,0 (C-15); 33,8 (C-14); 52,6 (C-18); 54,4 (C-16); 61,7
(C-12); 63,5 (C-10); 67,9 (C-13); 130,3 (C-5); 130,5 (C-3, C-4, C-6 e C-7); 144,7 (C-2);
168,4 (C-8).

Nome do composto: 4[(3-hidroxipiperidin-1-ila)metileno]benzoidrazida (28)

., OH F.M.: C1sH1sN30;
.LH ,,.L M.M.: 249,1477 g.mol™*
?jh R Caracteristicas: Solido branco
i Rendimento: 80 %
S M IVEATR (v cm): 3326, 3272, 3189, 3062, 3021, 2943,

0 2803, 2360, 2341, 1623, 1573, 1531,1504, 1228.

RMN 'H (8, CD;OD, 300 MHz): 1,29-1,17 (m, 1H, H-14); 1,62-1,49 (m, 1H, H-15); 1,78-
1,70 (m, 1H, H-15"); 1,97-1,86 (m, 2H, H-12 e H-14"); 2,10-2,02 (m, 1H, H-16); 2,72-2,66
(m, 1H, H-16"); 2,88-2,84 (M, 1H, H-12°); 3,63-3,54 (m, 1H, H-10); 3,71-3,63 (m, 1H, H-13);
7,43 (d, 2H, J = 8,4, H-3 e H-7); 7,75 (d, 2H, J = 8,4, H-4 e H-6).
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RMN *C (¢, CD;0D, 75 MHz): 23,9 (C-15); 33,8 (C-14); 54,3 (C-16); 61,6 (C-12); 63,5
(C-10); 67,8 (C-13); 128,2 (C-3 e C-7); 130,7 (C-4 e C-6); 133,2 (C-5); 142,8 (C-2); 169,5
(C-8).

Nome do composto: N-(4-clorobenzilideno-4-(3-hidroxipiperidin-1-ila)metileno)
benzoidrazida

5 : ~QH Codigo: PQM-56 (30a)
IEMM_,IE F.M.: C20H22C|N302
b e M.M.: 371,1401 g.mol*

| | Caracteristicas: Solido branco
T \ i Rendimento global: 62 %
0 “~7"c1 HRMS (ESI) m/z [M+H]" : 372,1478

IV-ATR (Vmax, cMY): 3310, 3171, 3029, 2933, 1645, 1596, 1551, 1486, 1287, 1087, 1065.
RMN 'H (8, CD;OD, 300 MHz): 1,01-0,92 (m, 1H, H-14); 1,29-1,14 (m, 1H, H-15); 1,71
1,51 (m, 1H, H-15"); 2,01-1,94 (m, 2H, H-12 e H-14"); 2,75-2,55 (m, 1H, H-16); 3,03-2,96
(m, 1H, H-16"); 3,11-3,06 (M, 1H, H-12"); 3,92-3,86 (m, 1H, H-13); 4,12-4,03 (m, 1H, H-10);
7.46 (d, 2H, J = 8,1, H-20 e H-24); 7,65 (d, 2H, J = 8,1, H-2 e H-6); 7,86 (d, 2H, J = 8,4, H-
21 e H-23): 8,03 (d, 2H, J = 8,1, H-3 e H-5); 8,45 (s, 1H, H-18).

RMN C (8, (CD3),SO, 75 MHz): 22,6 (C-15); 32,9 (C-14); 53,0 (C-16); 60,1 (C-12); 61,3
(C-10); 65,6 (C-13); 128,3 (C-3 e C-5); 129,4 (C-2, C-6, C-20, C-21, C-23 e C-24); 132,8 (C-
19 e C-4); 133,8 (C-22); 134,9 (C-1); 147,0 (C-18); 163,5 (C-7).

Nome do composto:  N-(4-metoxibenzilideno-4-(3-hidroxipiperidin-1-ila)metileno)

benzoidrazida

M #OH Cédigo: PQM-65 (30b)
'ExM,e"li F.M.: Cy1H»5N303
. -1
H:H e M.M.: 367,1896 g.mol
I Caracteristicas: Sélido cinza
I NH e _n )
7 M‘l?l’#ﬁ NS = Rendimento global: 40 %

0 B PN g CHa HRMS (ESI) m/z [M+H]" : 368,1982
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IV-ATR (Vmax, CM™): 3322, 3208, 3031, 3004, 2933, 1651, 1602, 1556, 1506, 1455, 1366,
1248, 1024.

RMN 'H (8, CD;OD, 300 MHz): 1,32-1,26 (m, 1H, H-14); 1,64-1,54 (m, 1H, H-15); 1,93
1,76 (m, 2H, H-15’¢ H-14"); 2,08-2,01 (M, 1H, H-12); 2,21-2,14 (m, 1H, H-16); 2,77-2,71 (m,
1H, H-16"); 2,93-2,88 (M, 1H, H-12°); 3,72-3,66 (m, 2H, H-10 e H-13): 3,84 (s, 3H, H-27);
6,99 (d, 2H, J = 8,7, H-21 e H-23); 7,52 (d, 2H, J = 8,1, H-2 e H-6); 7,78 (d, 2H, J = 8,7, H-
20 e H-24): 7,93 (d, 2H, J = 8,4, H-3 e H-5); 8,34 (s, 1H, H-18).

RMN C (s, CDsOD, 75 MHz): 23,7 (C-15); 33,5 (C-14); 54,4 (C-16); 55,9 (C-27); 61,4
(C-12): 63,3 (C-10); 67,6 (C-13); 1153 (C-21 e C-23); 128,0 (C-19); 128,8 (C-3 e C-5);
130,6 (C-20 e C-24); 130,9 (C-2 e C-6); 133,3 (C-4); 142,8 (C-1); 150,8 (C-18); 163,3 (C-
22): 166,6 (C-7).

Nome do composto: N-(4-fluorbenzilideno-4-(3-hidroxipiperidin-1-ila)metileno)

benzoidrazida

14 _.OH
||5 ||: 2¢ Codigo: PQM-67 (30c)
S~y F.M.: CaoH22FN3O,
: NN M.M.: 355,1696 g.mol™
L ***l‘“w- N e _a Caracteristicas: S6lido branco
g 17 EIEIH ’:ﬂlih Rendimento global: 46 %
2 ] F

1 HRMS (ESI) m/z [M+H]" : 356,1786

IV-ATR (vmax, cm™): 3327, 3243, 3031, 2934, 2359, 2342, 1651, 1602, 1551, 1507, 1250,
1169, 1025.

RMN *H (6, CDsOD, 300 MHz): 1,32-1,24 (m, 1H, H-14); 1,63-1,52 (m, 1H, H-15); 1,80-
1,73 (m, 1H, H-15%); 2,02-1,92 (m, 2H, H-12 e H-14’); 2,15-2,08 (m, 1H, H-16); 2,74-2,69
(m, 1H, H-16"); 2,92-2,86 (m, 1H, H-12"); 3,70-3,65 (m, 2H, H-10 e H-13); 7,18 (t, 2H, Jo1 23
=9,0, H-21 e H-23); 7,52 (d, 2H, J = 7,8, H-2 e H-6); 7,95-7,88 (m, 4H, H-20, H-24, H-3 e H-
5); 8,39 (s, 1H, H-18).

RMN *3C (8, (CD5),SO, 75 MHz): 23,3 (C-15); 33,3 (C-14); 53,0 (C-16); 61,1 (C-12); 61,8
(C-10); 66,1 (C-13); 116,0 (d, 2C, Jo123.¢ = 21,8, C-21 e C-23); 127,7 (C-2 e C-6); 128,7 (C-3
e C-5); 129,3 (d, 2C, Jxo2sr = 8,3, C-20 e C-24); 131,1 (C-19); 131,8 (C-4); 142,7 (C-1);
146,7 (C-18); 163,2 (C-7); 163,2 (d, 1C, Jpo.r = 246, C-22).
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Nome do composto: N-((4-piperidi-1-ila)benzilideno-4-(3-hidroxipiperidin-1-
ila)metileno)benzoidrazida

e -
ILH ,uli Cddigo: PQM-75 (30d)
H F.M.: C25H32N402
NN M.M.: 420,2525 g.mol ™
ill*m:ﬁf’*'*l“-r”"gHN S _a Caracteristicas: Sélido amarelo
I 7 i Rendimento global: 50 %

“u TN~ HRMS (ESI) m/z [M+H]" : 421,2604

IV-ATR (Vmax, cm™): 3323, 3032, 2934, 2360, 2342, 1655, 1602, 1551, 1507, 1252, 1025.
RMN *H (8, CsDsN, 300 MHz): 1,47-1,39 (m, 6H, H-27, H-28 e H-29); 1,72-1,55 (m, 3H, H-
15°, H-15 e H-14); 2,24-1,98 (m, 4H, H-16’, H-16, H-14’, H-12); 2,65-2,63 (m, 1H, H-12’);
3,13-3,09 (m, 4H, H-26 e H-30); 3,59-3,48 (m, 1H, H-10); 4,09-4,02 (m, 1H, H-13); 6,97 (d,
2H, J = 8,7, H-21 e H-23); 7,50 (d, 2H, J = 8,1, H-2 e H-6); 7,92 (d, 2H, J = 8,7, H-20 e H-
24); 8,26 (d, 2H, J = 8,1, H-3 e H-5); 8,72 (s, 1H, H-18); 12,36 (s, 1H, H-8).

RMN C (8, CsDsN, 75 MHz): 23,5 (C-15); 24,5 (C-28); 25,7 (C-27 e C-29); 33,8 (C-14);
49,2 (C-26 e C-30); 53,6 (C-16); 61,6 (C-12); 62,5 (C-10); 66,8 (C-13); 115,4 (C-21 e C-23);
124,9 (C-19); 128,1 (C-2 e C-6); 129,3 (C-20 e C-24); 129,6 (C-3 e C-5); 134,0 (C-4); 142,1
(C-1); 149,2 (C-18); 153,4 (C-22); 164,6 (C-7).

4.2 AVALIACAO FARMACOLOGICA IN VIVO

Neste topico sdo descritos 0s ensaios antinociceptivos in vivo que foram avaliados sob
responsabilidade dos Profs. Drs. Josie Resende Torres da Silva e Marcelo Lourenco da Silva,
ambos docentes da Faculdade de Fisioterapia (UNIFAL-MG) e ensaio de rota-rod realizado
pelos Profs. Drs. Alexandre Giusti-Paiva e Fabiana Cardoso Vilela Giusti, do departamento
de Ciéncias Fisiologicas (UNIFAL-MG).
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4.2.1 Animais

Foram utilizados 216 ratos machos Wistar pesando de 200 a 250 g para os testes de
tail flick e von Frey e para o ensaio de rota-rod, foram utilizados 24 camundongos Swiss
pesando de 30-40 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG). Os animais foram mantidos em caixas de polietileno com &agua e racéao
comercial ad libitum, mantidos sob condi¢fes controladas de temperatura (23 + 2 °C) e com
ciclo claro e escuro de 12 horas. Antes de cada teste, os animais ficaram em jejum de
overnight apenas com &gua ad libitum e ao término do experimento, 0s animais foram
sacrificados com isoflurano. Todos os animais foram ambientados por um periodo de pelo
menos 30 min antes da realizacdo dos experimentos, os quais foram conduzidos entre 7:00
horas e 17:00 horas a temperatura de 23 + 2 °C. Todos os experimentos obedeceram aos
principios éticos da manipulacdo animal, de acordo com as normas e principios do uso de
animais de experimentacao em pesquisa, estabelecidas pelo Comité de Etica para utilizacio de
animais de experimentacdo da Universidade Federal de Alfenas (CEUA-UNIFAL-MG). O
presente estudo foi aprovado para execucao segundo o parecer emitido pelo CEUA-UNIFAL-
MG sob o protocolo n°: 02/2016.

4.2.2 Substancias

O pre-tratamento foi realizado com as substancias PQM-56, PQM-65, PQM-67 e
PQM-75, que foram administradas na dose de 100 umol/kg, que é a dose utilizada em ensaios
anteriores do grupo, por via oral apds terem sido solubilizadas com o veiculo (5 % DMSO em
salina 0,9 %) e o sulfato de morfina (1 mg/kg), que foi administrado por via intraperitoneal
sendo este um farmaco opioide utilizado como controle positivo. O tratamento foi realizado
com solucdo de salina 0,9 % ou naloxona (30 pg, apoés diluicdo em salina 0,9 %)
administradas por via intratecal, sendo a naloxona um antagonista opioide. Para as solucdes
administradas por via oral e intraperitoneal foi utilizado um volume fixo de administragio
(0,2 mL/100 g) e as administradas por intratecal um volume de 10 pL. Para a administracdo
intratecal, foi utilizada a técnica descrita por Papir-Kricheli et al. (1987), na qual cada animal

permaneceu anestesiado por isoflurano e foi realizada tricotomia da regido lombar. Com a
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coluna arqueada, uma agulha hipodérmica n° 26 foi inserida no espago subaracndide da cauda
equina medular, perfurando a regido medial entre as vertebras L4 e L5 (1) num angulo de
aproximadamente 45°. Um reflexo caudal foi visualizado quando a agulha entrou no espaco
subaracndide indicando que a puncéao foi correta (MESTRE, 1994). Além disso, também foi
utilizado a xilazina em salina 0,9 % (2 mg/kg, s.c.) como controle positivo para o teste de
rota-rod.

4.2.3 Modelo de dor central - Teste de retirada da cauda (tail flick)

Para avaliar a laténcia de retirada de cauda foi utilizado o teste de retirada da cauda
(tail flick) descrito por D’amour e Smith (1941) e modificado por Azami et al. (1982). Os
animais, posicionados sobre o equipamento de analgesimetro, foram imobilizados
cuidadosamente e a porcdo da cauda, entre 2 e 4 cm de sua extremidade, foi posicionada sobre
um filamento de niquel-cromo que foi aquecido progressivamente (aproximadamente 9
°C/segundo) a partir da temperatura ambiente (23 °C + 1 °C) até que temperatura nociva (53
°C) fosse atingida em aproximadamente 3 segundos. Para evitar dano tecidual, foi
estabelecido um limiar de 6 segundos, sendo entdo o0 aquecimento automaticamente
interrompido. Antes do tratamento, o limiar basal para o reflexo de retirada de cauda de todos

os animais foi avaliado em trés medidas consecutivas realizadas com intervalos de 5 minutos.

4.2.4 Modelo de dor neuropatica - “Chronic Constriction Injury” (CCI)

Neste estudo, foi utilizado o modelo experimental de dor neuropética de constri¢do
cronica do nervo cidtico (CCI) que consiste na amarracdo deste nervo em quatro pontos
(BENNET; XIE, 1988). Antes de iniciar a cirurgia, foi utilizado isoflurano a 2 % por via
inalatdria, para anestesiar os animais. O nervo ciatico foi exposto na regido abaixo do glateo
e posteriormente foi ligado com quatro amarra¢bes com fio de seda separados por 2 mm e,
para finalizar, foi realizada a sutura da musculatura e da pele sobre os nervos (Figura 19).
Para prevenir a hipotermia, os animais foram mantidos sob aquecimento e, em seguida, foram

recolocados no biotério de manutengdo. Os animais do grupo SHAM (falso operado) apenas
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passaram pela cirurgia, mas ndo tiveram a amarracdo do nervo ciatico. Sete dias apds o
procedimento, os animais do grupo CCI foram testados e considerados hiperalgésicos quando
o limiar de resposta a aplicacdo de estimulos mecanicos no teste de von Frey correspondeu a,

pelo menos, 50 % do limiar de resposta basal.

& / N\ ™

.

Figura 19 - Etapas da cirurgia de CCIl: Nervo ciatico exposto, amarragdo em quatro pontos com fios de seda e
sutura, respectivamente.
Fonte: Do autor.

4.2.5 Testes de nocicepcdo mecanica - Pressao crescente na pata (von Frey eletrdnico)

Para avaliar o limiar mecénico de retirada da pata foi utilizado o teste de von Frey
eletronico, que analisa a hiperalgesia através de uma pressao crescente na pata dos ratos.

Os animais foram colocados individualmente em caixas de acrilico sobre uma tela de
metal, para proporcionar acesso a pata, e foram aclimatizados por 20 minutos antes do teste.
Para realizacdo do teste, foi utilizado um analgesimetro eletrnico. Este aparelho é constituido
de um contador digital de forca o qual é expresso em gramas e um transdutor de pressao.

O contato do transdutor de pressdo foi realizado através de uma ponteira descartavel
de polipropileno, aplicado perpendicularmente, a superficie plantar da pata traseira dos
animais (FARGHALY et al., 2016). Quando houve uma resposta caracterizada como sacudida
(flinch) da pata, o estimulo foi interrompido e a intensidade registrada, sendo o limiar
expresso em gramas e calculado pela media da triplicata.
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4.2.6 Grupos experimentais

Os grupos experimentais para avaliacdo da atividade antinociceptiva (n = 6 por grupo)

foram divididos segundo a Tabela 1.

Tabela 1 - Grupos experimentais para avaliacdo da atividade antinociceptiva.

Grupo A
(tail flick)

Grupo B
(CCI - von Frey)

Grupo C
(SHAM - von Frey)

Salina + Veiculo
Salina + PQM 56
Salina + PQM 65
Salina + PQM 67
Salina + PQM 75
Salina + Morfina
Naloxona + Veiculo
Naloxona + PQM 56
Naloxona + PQM 65
Naloxona + PQM 67
Naloxona + PQM 75
Naloxona + Morfina

Salina + Veiculo
Salina + PQM 56
Salina + PQM 65
Salina + PQM 67
Salina + PQM 75
Salina + Morfina
Naloxona + Veiculo
Naloxona + PQM 56
Naloxona + PQM 65
Naloxona + PQM 67
Naloxona + PQM 75
Naloxona + Morfina

Salina + Veiculo
Salina + PQM 56
Salina + PQM 65
Salina + PQM 67
Salina + PQM 75
Salina + Morfina
Naloxona + Veiculo
Naloxona + PQM 56
Naloxona + PQM 65
Naloxona + PQM 67
Naloxona + PQM 75
Naloxona + Morfina

Fonte: Do autor.

4.2.7 Delineamento de estudo

Para o teste de retirada da cauda foi avaliada uma medida basal (B1) e em seguida
foram administradas as substancias (100 umol/kg; v.0.), morfina (1 mg/kg; i.p.) ou veiculo
(v.0.), apos 30 min foi administrada salina (i.t.) ou naloxona (0,3 pg; i.t.) e em seguida foram

avaliados os tempos 0,5, 1,5, 3,5, 6,5 e 24,5 horas ap0s o pré-tratamento (Figura 20).
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Substancias /
Morfina / Salina /
Veiculo Naloxona
l 30 min l
| 1T T T 1
B1 05h 15h 35h 65h 245h

Tail Flick

Figura 20 - Delineamento experimental para 0 modelo de dor central.
Fonte: Do autor.

Para avaliar o limiar nociceptivo mecénico no modelo de dor neuropatica utilizando o
teste de von Frey, fez-se uma medida basal (B1) seguida da cirurgia de CCl ou SHAM. Apos
7 dias, foi avaliada uma medida basal (B2) e em seguida foram administradas as substancias
(100 umol/kg; v.0.), morfina (1 mg/kg; i.p.) ou veiculo (v.0.), apds 30 min foi administrada
salina (i.t.) ou naloxona (0,3 pg; i.t.) e em seguida foram avaliados os tempos 0,5, 1,5, 3,5, 6,5
e 24,5 horas apds o pré-tratamento (Figura 21).

Substancias /
Morfina / Salina /
CCI/SHAM Veiculo Naloxona
l 7 dias l 30 min l
| | T 111
Bl B2 05h 15h 35h 65h 245h

Von Frey

Figura 21 - Delineamento experimental para 0 modelo de dor neuropética.
Fonte: Do autor.

4.2.8 Teste de coordenagéo motora (Rota-rod)

A coordenacdo motora foi avaliada segundo Dunham e Miya (1957), como o tempo

em que o animal passou caminhando no rota-rod, durante 2 minutos (tempo de corte). O
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aparelho (Ugo Basile mod. 7600) utilizado consta de uma barra giratoria horizontal, revestida
de pléstico antideslizante, com rotacdo constante (16 rpm). Camundongos Swiss (n = 6 por
grupo) foram submetidos a trés sessdes de treinamento no dia que antecede o experimento. A
coordenacdo motora foi avaliada imediatamente antes (basal), 30, 60 e 120 minutos ap0s o
tratamento oral com veiculo, PQM-56, PQM-75 e xilazina (2 mg/kg, s.c.; controle positivo)
(DUNHAM; MIYA, 1957; SCHNEIDER et al., 2018).

4.2.9 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism versao
6.0 e foram expressos como média * erro padrdo da média (SEM). Os resultados foram
analisados por: Two-way ANOVA seguida pelo pos-teste de Bonferroni para comparacéo de

2 fatores. Foram considerados estatisticamente diferentes grupos analisados em que p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste topico serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos neste trabalho,

sendo primeiramente os resultados quimicos e posteriormente os resultados farmacolégicos.

5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS-ALVO

Neste topico estdo descritos e discutidos os resultados quimicos da dissertacao.

5.1.1 Sintese do 4-(3-hidroxipiperidin-1-ila)benzoato de metila (27)

A rota sintética € baseada no acoplamento inicial de 4-formilbenzoato de metila (25) e
3-hidroxipiperidina (26), gerando o 4-(3-hidroxipiperidin-1-ila)benzoato de metila (27), por
meio de uma reacdo de aminacgéo redutiva, com rendimento de 84 %.

Em uma primeira etapa, o ZnCl, age como um &acido de Lewis e ativa a carbonila do
aldeido, deixando-a mais eletrofilica. Assim, ocorre o ataque nucleofilico da 3-
hidroxipiperidina na carbonila mais reativa do composto. O intermediario quaternario
formado sofre prototropismo seguido da formacdo do ion iminio (KIM et al., 1985). Em
seguida, o ion iminio sofre uma reducdo por NaBH3;CN levando a formacdo da N-
benzilpiperidina. O NaBH3CN foi utilizado como agente redutor pois o grupo ciano é
retirador de elétrons, assim, 0 NaBH3CN é menos reativo que o NaBH, e, portanto, ocorre
uma reducéo seletiva da ligagdo C=N na presenca de aldeido e cetona em pH 5-7 (BORCH,;
BERNSTEIN; DURST, 1971). E importante também o controle do pH (5-6) pois em pHs
mais baixos, a amina deixa de ser nucleofilica devido a sua protonagdo. Uma proposta de

mecanismo para a formagdo do composto (27) esta representada na Figura 22.
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Figura 22 - Proposta de mecanismo para obtengdo da N-benzilpiperidina (27) através de uma reacdo de
aminacao redutiva.
Fonte: Do autor.

O produto foi purificado em coluna cromatografica e para sua analise estrutural foram
gerados espectros no 1V, espectros de RMN de *H e **C e mapa de contorno HSQC.

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 23) foram observadas as
bandas mais caracteristicas referentes ao composto (27), como as bandas referentes a
deformacéo axial de O-H em 3335 cm™, deformacéo axial de C=0O de éster em 1712 cm™ e as
duas bandas em 1277 cm™ e 1057 cm™, referentes & deformacéo axial assimétrica e simétrica
da ligacdo C-O de éster. Entre 2937 cm™ e 2788 cm™ bandas caracteristicas das deformagdes
axiais de C-H sp®. A banda de deformacéo axial da ligacdo C-N est& possivelmente sobreposta
com a banda de deformacéo axial de C-O em 1277 cm™ devido ao alargamento da mesma.
Em 1438 cm™ e em 1370 cm™ bandas de deformacao angular assimétrica e simétrica do C-H

de metila. Também foram observadas as bandas entre 3035 cm™ e 3005 cm™ que foram
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atribuidas a deformac&o axial de C-H sp?, assim como na regi&o de 1606 cm™a 1574 cm™ as
bandas referentes a deformacéo axial de C=C de anel aromético.
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Figura 23 - Espectro de absorc¢do na regido do 1V de (27) (ATR).
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de 'H do composto (27) foram observados os sinais
caracteristicos dos hidrogénios do nucleo piperidinico entre 3,71 ppm e 1,17 ppm. O anel
piperidinico pode ser representado por duas conformacfes em cadeira, que, em temperatura
ambiente, se interconvertem rapidamente (Figura 24). Observou-se no espectro a separagéo
dos sinais referentes aos hidrogénios em posicdo equatorial (He) e axial (Ha) devido a esta
conformacdo e aos substituintes (OH) e (R;) estarem presentes em ambientes quimicos
diferentes. Os atomos de hidrogénio em posicdo equatorial sdo geralmente mais desblindados
que os axiais, pois estdo em relacdo syn ao par de elétrons do nitrogénio segundo Rubiralta;
Giralt e Diez (1991), aparecendo assim com um deslocamento maior.
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Figura 24 - Conformacgéo em cadeira de sistemas piperidinicos com hidrogénios em posi¢des
axial e equatorial.
Fonte: Adaptado de Rubiralta; Giralt e Diez (1991).

Geralmente a regra (n+1) é utilizada para prever os padrbes de separacdo dos sinais
(acoplamento) no espectro de hidrogénio, porém, segundo Pavia et al. (2013) quando os
hidrogénios presentes no mesmo carbono ndo sdo quimicamente equivalentes
(diastereotdpicos), essa regra deixa de ser aplicada, jA que esses hidrogénios possuem
deslocamento quimico diferente, como no caso dos hidrogénios do nudcleo piperidinico.
Nestes casos, para explicar o padrdo de separagdo no espectro, cada hidrogénio deve ser
analisado de forma separada e também levar em consideracdo o acoplamento com cada um
dos hidrogénios de forma independente, assim, o padrdo de separacdo dos sinais para
moléculas com atomos vizinhos ndo equivalentes é bem complexo (PAVIA et al., 2013).
Atomos de hidrogénio de um mesmo carbono quando adjacentes a um centro estereogénico
também podem ser diastereotdpicos, podendo ocorrer assim a separacao destes sinais (PAVIA
et al.,, 2013). Observou-se que o0s hidrogénios metilénicos de toda a série, sdo
diastereotdpicos, e devido a auséncia de outros hidrogénios vizinhos, era esperado uma
separagdo dos sinais em dois dupletos, porém, como a diferenca de deslocamento quimico
destes hidrogénios € muito pequena, ndo ocorreu a separacdo completa destes sinais, e
observou-se, assim, a presenca de um multipleto.

Baseado nestas observacdes foram atribuidos os sinais para o espectro de RMN de *H
do composto (27) (Figura 25): Observou-se um simpleto referente aos hidrogénios
metoxilicos H-18 em 3,89 ppm, também foram observados dois dupletos caracteristicos dos
hidrogénios do anel aroméatico em 7,44 ppm e 7,96 ppm referentes aos H-3, H-7 (J37.46 = 8,4)
e H-4, H-6 (J46.37 = 8,4), respectivamente. Os hidrogénios metilénicos H-10 diastereotopicos
foram observados como um multipleto entre 3,64-3,54 ppm. Ja o multipleto observado entre
3,70-3,61 ppm é referente ao H-13. E também foram observados sete multipletos referentes

aos hidrogénios do anel piperidinico na regido entre 2,87 ppm e 1,17 ppm.
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Figura 25 - Espectro de RMN de *H do composto (27) (300 MHz, CD;0D).
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de **C do composto (27) (Figura 26), se observou todos os sinais
caracteristicos. O sinal em 52,6 ppm refere-se ao carbono metoxilico C-18, os carbonos do
nacleo aromatico C-3, C-4, C-5, C-6 e C-7 estdo representados entre 130,5-130,3 ppm e 0 C-2
em 144,7 ppm. Os carbonos piperidinicos C-12, C-13, C-14, C-15 e C-16 estdo representados
entre 67,9-24,0 ppm. Ja o sinal em 63,5 ppm refere-se ao C-10, e em 168,4 ppm ao C-8,
respectivamente. Todos os dados foram comparados com os dados mais recentes de referéncia
do PeQuiM e se encontram na Tabela 3 (Apéndice A) (OLIVEIRA, 2017).
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Figura 26 - Espectro de RMN de **C do composto (27) (75 MHz, CD;0D).
Fonte: Do autor.

No mapa de contorno HSQC (Figura 27) é possivel observar a correlagdo entre os
sinais dos hidrogénios e carbonos. Observou-se a correlacdo dos sinais dos hidrogénios e
carbonos do nucleo aromatico em 7,96 ppm H-4 e H-6, 7,44 ppm H-3 e H-7 e 130,5 ppm C-3,
C-4, C-6 e C-7. Para melhor atribuicdo, fez-se uma ampliacdo da regido dos sinais restantes
(Figura 28): Os hidrogénios H-18 em 3,89 ppm estdo correlacionados ao carbono C-18 em
52,6 ppm, ja& o H-13 entre 3,70-3,61 ppm correlaciona com C-13 em 67,9 ppm, e 0s
hidrogénios metilénicos H-10 em 3,61 ppm e 3,56 ppm correlacionam com o C-10 em 63,5
ppm. Os hidrogénios H-12" (equatorial) entre 2,87-2,83 ppm e H-12 (axial) entre 1,96-1,86
ppm se correlacionam com o C-12 em 61,7 ppm. Observou-se também os hidrogénios H-16’
entre 2,70-2,64 ppm e H-16 entre 2,08-2,00 ppm que se correlacionam com o C-16 em 54,4
ppm. J& os hidrogénios H-14" entre 1,96-1,86 ppm e H-14 entre 1,29-1,17 ppm se
correlacionam com o C-14 em 33,8 ppm e os hidrogénios H-15" entre 1,77-1,69 ppm e H-15

entre 1,62-1,49 ppm estéo correlacionados com o C-15 em 24,0 ppm.
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Figura 28 - Ampliagcdo do mapa de contorno HSQC (300 MHz, CD;0D) do composto (27).

Fonte: Do autor.
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5.1.2 Sintese da 4-((3-hidroxipiperidin-1-ila)metileno)benzoidrazida (28)

A segunda etapa da rota sintética proposta foi uma reacdo de hidrazindlise do éster
(27) com monoidrato de hidrazina para a obtencdo da hidrazida (28), com rendimento de 80
%. Nesta reacgdo, o éster N-benzilpiperidinico (27) sofre uma adi¢éo nucleofilica de hidrazina
a carbonila seguida da abstracdo de um proton da subunidade NH,NH, pelo par de elétrons do
oxigénio. Este intermediario sofre prototropismo seguido da eliminacdo de metanol e
reestabelecimento da carbonila, obtendo-se a hidrazida (28). Uma proposta de mecanismo
para a formacdo do composto (28) esté representada na Figura 29.

HO@
CH,O0H

CH;0H  +
NHNH,
10

Figura 29 - Proposta de mecanismo para obtencdo da hidrazida (28) através de uma reagdo de hidrazinolise.
Fonte: Do autor.

O produto foi purificado em coluna cromatografica e para sua analise estrutural foram
gerados espectros no 1V e espectros de RMN de *H e **C.

No espectro de absorcédo na regido do infravermelho (Figura 30) foram observadas as
bandas mais caracteristicas referentes ao composto (28), como as bandas referentes a
deformacéo axial O-H em 3189 cm™ e deformacéo axial de NH, em 3326 cm™ e 3272 cm™.
Deformacao angular de N-H em 1531 cm™, deformacéo axial de C=O de amida em 1623 cm’
! e deformacéo axial da ligacdo C-N em 1228 cm™. Entre 2943 cm™ e 2803 cm™ bandas da
deformacéo axial de C-H sp®. Também foram observadas as bandas entre 3062 cm™ e 3021

cm™ que foram atribuidas & deformacéo axial de C-H sp?, assim como na regido de 1573 cm™
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e 1504 cm™ as bandas referentes & deformacao axial de C=C de anel aromético. J4 em 2360
cm™ e 2341 cm™, bandas caracteristicas da presenca de CO, no ambiente.
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Figura 30 - Espectro de absorc¢do na regido do 1V de (28) (ATR).
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *H do composto (28) (Figura 31), se observou a auséncia de
um simpleto em 3,89 ppm dos hidrogénios metoxilicos caracteristicos do material de partida.
Foi observada a presenca de dois dupletos em: 7,75 ppm referente aos H-4 e H-6 (J46.37 =
8,4), e em 7,43 ppm referentes aos H-3 e H-7 (J37.46 = 8,4). O multipleto observado entre
3,63-3,54 ppm é referente ao H-10 e o multipleto entre 3,71-3,63 ppm ao H-13. Os demais
hidrogénios pertencentes ao ndcleo piperidinico estdo presentes como 7 multipletos entre
2,89-1,17 ppm.
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Figura 31 - Espectro de RMN de *H do composto (28) (300 MHz, CD;0D).
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *3C (Figura 32), se observou todos os sinais caracteristicos do
produto (28) assim como a auséncia do simpleto em 52,6 ppm caracteristico do material de
partida (27). Os sinais dos carbonos do nucleo aromatico C-3 e C-7 estdo representados em
128,2 ppm, C-4 e C-6 em 130,7 ppm, C-5 em 133,2 ppm e C-2 em 142,8 ppm. J& os carbonos
piperidinicos C-12, C-13, C-14, C-15 e C-16 estdo representados entre 67,8-23,9 ppm. Ja o
sinal em 63,5 ppm refere-se ao C-10, e em 169,5 ppm ao C-8, respectivamente. Todos 0s
dados foram comparados com os dados de referéncia do PeQuiM e se encontram na Tabela 4
(Apéndice A) (OLIVEIRA, 2017).
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Figura 32 - Espectro de RMN de **C do composto (28) (75 MHz, CD;0D).
Fonte: Do autor.

5.1.3 Sintese do N-(4-clorobenzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-
ila)metileno)benzoidrazida: PQM-56 (30a)

A Ultima etapa da rota sintética consistiu no acoplamento da hidrazida (28) com os
benzaldeidos substituidos (29) para a obtencdo dos produtos finais PQM-56 (30a), PQM-65
(30b), PQM-67 (30c) e PQM-75 (30d).

O mecanismo se inicia pela protonacdo do oxigénio da carbonila dos respectivos
benzaldeidos e assim deixando a carbonila mais eletrofilica. Em uma segunda etapa, ocorre
um ataque nucleofilico feito pela amina primaria da hidrazida a carbonila do benzaldeido,
levando a formacgédo de um intermediério tetraédrico N-protonado. Neste intermediario, ocorre
a transferéncia de um préton do nitrogénio para o oxigénio e a formacdo da dupla ligacdo
(C=N), durante a abstracdo de um préton por uma base contida no meio e eliminacdo de uma

molécula de 4gua, obtendo assim as N-acilidrazonas da série-alvo.
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Uma proposta de mecanismo para a formacdo dos compostos (30a-d) estd representada na

.
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Figura 33 - Proposta de mecanismo para obtencdo das N-acilidrazonas PQM-56 (30a), PQM-65 (30b), PQM-67
(30c) e PQM-75 (30d).
Fonte: Do autor.
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Ao utilizar hidrazidas priméarias como nucleéfilos na reacdo com compostos
carbonilados, dois ions iminio (isdmeros geométricos) podem ser formados. Quando se tem a
neutralizacdo do ion iminio, pela desprotonacdo do nitrogénio, pode haver a formacéo de N-
acilidrazonas (E e Z), porém, segundo Palla et al. (1986) ocorre preferencialmente a formacéo
do diasteroisdbmero E em reac¢Ges de condensacdo de hidrazidas com aldeidos catalisadas com
acido, pois este & mais estavel ja que os grupos volumosos ficam mais afastados e assim é
termodinamicamente mais favoravel. Além disso, ao analisar os espectros de RMN de *H e
3C de todas as hidrazonas desta série, foi possivel observar a presenca de um Unico sinal
simpleto referente ao hidrogénio iminico e um sinal referente ao carbono iminico, assim, o
deslocamento quimico destes sinais corroboram com a afirmacdo da presenca do
diasteroisdbmero E.

Na Tabela 2, estdo descritos os codigos do PeQuiM, os substituintes e algumas
propriedades como F.M., M.M., aspecto fisico, faixa de fusdo e rendimento das respectivas N-

acilidrazonas da série.

Tabela 2: Dados das N-acilidrazonas-alvo (30a-d).

o4

N

H
N

\N/\O\
o
w

o o Aspecto | Rendimento | Faixa de
Codigo | Substituinte FM MM . 3
fisico Global Fuséo (°C)
PQM-56 Sélido
Cl Co0H2CIN3O, 371,1401 62 % 212-215
(30a) branco
PQM-65 Sélido
OCHjs CaxHN3O3  367,1896 ) 40 % 188-190
(30b) cinza
PQM-67 Sélido
F CaoH2FN3O,  355,1696 46 % 216-218
(30c) branco
PQM-75 L Sélido
N-Piperidinila  CxsH3N4sO,  420,2525 50 % 190-195
(30d) amarelo

Fonte: do autor.
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As respectivas N-acilidrazonas da série foram purificadas por recristalizacdo e/ou
coluna cromatografica e para sua analise estrutural foram gerados espectros no 1V e espectros
de RMN de *H e *C. O primeiro composto da série 6 PQM-56 (30a), o qual tem sua anélise
estrutural descrita a seguir e, para 0s demais compostos, segue a analise nos topicos seguintes.

No espectro de absorgéo na regido do infravermelho (Figura 34) foram observadas as
bandas caracteristicas referentes ao composto (30a), como a banda referente a deformacéo
axial N-H entre 3310 cm™ e 3171 cm™ sendo esta sobreposta pela deformacao axial de O-H.
J4 a banda de deformacdo angular de N-H é observada em 1551 cm™. Deformagcdo axial de
C=0 de hidrazida em 1645 cm™, deformacéo axial da ligacdo C-O de alcool em 1065 cm™,
deformacéo axial de C-N em 1287 cm™, e a banda de deformacéo axial de C-Cl em 1087 cm’
! Na regi&o de 2933 cm™ banda caracteristicas de deformaco axial de C-H sp® e na regido de
3029 cm™ bandas caracteristicas da deformacao axial de C-H sp® de anel aromético. Também
foram observadas bandas caracteristicas de deformacao axial de C=C de anel aromatico entre
1596 cm™ e 1486 cm™.
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Figura 34 - Espectro de absorg¢do na regido do IV de (30a) (ATR).
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *H do composto (30a) (Figura 35) feito em (CDs),SO, 0s
sinais referentes ao H-10 e H-13 ndo apareceram, pois a &gua do DMSO deuterado aparece na
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mesma regio, assim, fez-se um novo espectro de RMN de *H em CD3OD para confirmar a

presenca destes sinais.
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Figura 35 — Espectro de RMN de *H do composto (30a) (300 MHz, (CD5),SO) .
Fonte: Do autor.

No novo espectro de *H feito em CDsOD (Figura 36) do composto (30a), se observou
todos os sinais caracteristicos do composto. O hidrogénio H-18 que confirma a formacéo do
produto foi observado como um simpleto em 8,45 ppm. Os sinais referentes aos hidrogénios
dos anéis aromaticos foram observados entre 8,04-7,45 ppm como quatro dupletos (J3s.26 =
8,1; Jog35=8,1; Jo1232024 = 8,4; Jop24-2123 = 8,1), ja 0s multipletos observados entre 4,12-
3,85 ppm referem-se aos H-10 e H-13. Também foram observados os sinais na faixa 3,11-

1,16 ppm referentes aos hidrogénios do nucleo piperidinico.
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Figura 36 - Espectro de RMN de *H do composto (30a) (300 MHz, CD;0OD).
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *3C (Figura 37), se observou todos os sinais caracteristicos do
composto (30a). O sinal em 61,3 ppm é referente ao C-10 e em 65,6 ppm refere-se ao C-13.
Os demais sinais na faixa de 60,1-22,6 ppm sdo referentes ao ndcleo piperidinico. O sinal em
163,5 ppm é referente ao C-7 e em 147,0 ppm ao C-18. Ja os sinais dos carbonos dos anéis
aromaticos estdo na faixa de 134,9-128,3 ppm. Todos os dados foram comparados com 0s
dados de referéncia do PeQuiM e se encontram na Tabela 5 (Apéndice A) (OLIVEIRA,
2017).
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Figura 37 — Espectro de RMN de °C do composto (30a) (75 MHz, (CD5),SO).

Fonte: Do autor.

Para os produtos finais da série, também foram obtidos os espectros de massas de alta

resolucdo. No espectro de massas do composto PQM-56 (30a) (Figura 38) foi identificado o

pico-fon-molecular [M+H]" com relacio massa/carga (m/z) de 372,1489, sendo o calculado de

372,1478.
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Figura 38 - Espectro de massas de alta resolugdo do composto PQM-56 (30a) (ESI-MS).
Fonte: do autor.

5.1.4 Sintese do N-(4-metoxibenzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-
ila)metileno)benzoidrazida: PQM-65 (30b)

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 39) foram observadas as
bandas mais caracteristicas referentes ao composto (30b), como a banda referente a
deformacéo axial N-H entre 3322 cm™ e 3208 cm™ sendo esta sobreposta pela deformagéo
axial de O-H. J& a banda de deformacéo angular de N-H em 1556 cm™, deformacdo axial de
C=0 de hidrazida em 1651 cm™, deformac&o axial da ligacdo C-O de &lcool em 1024 cm™, e
a deformacdo axial de C-N em 1248 cm™. Na regido de 2933 cm™ banda caracteristicas da
deformacéo axial de C-H sp® e na regido entre 3031 cm™ e 3004 cm™ bandas caracteristicas da
deformacdo axial de C-H sp? de anel aromatico. Também foram observadas bandas
caracteristicas de deformacéo axial de C=C de anel aromatico entre 1602 cm™ e 1506 cm™. J&
em 1455 cm™ e em 1366 cm™ bandas de deformacéo angular assimétrica e simétrica do C-H

da metila.
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Figura 39 - Espectro de absorg¢ao na regido do 1V de (30b) (ATR).

Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *H do composto (30b) (Figura 40) foi observado a presenca
de um multipleto em 3,72-3,66 ppm referente aos hidrogénios H-13 e H-10. Os sinais dos
hidrogénios do anel aromatico estdo na faixa de 7,94-6,97 ppm em forma de quatro dupletos
(J35-26 = 8,4 Jog35=8,1. Jr1232024 = 8,7. Jo024-21.23 = 8,7) € 0s sinais na faixa 2,93-1,26 sdo
referentes aos hidrogénios do nucleo piperidinico. Em 8,34 ppm esta o simpleto do H-18 e em
3,84 ppm os sinais dos hidrogénios metoxilicos H-27, o que comprova a formacédo do produto
PQM-65.
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Figura 40 - Espectro de RMN de *H do composto (30b) (300 MHz, CD;0D)
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *3C (Figura 41), se observou todos os sinais caracteristicos do
composto (30b). Os sinais referentes ao C-18 e C-27 que comprovam a formacao do produto
PQM-65 sdo observados em 150,8 ppm e 55,9 ppm, respectivamente. O sinal em 63,3 ppm é
referente ao C-10, e os demais sinais na faixa de 67,6-23,7 ppm sdo referentes ao nicleo
piperidinico. O sinal em 166,6 ppm é referente ao C-7, e os demais sinais na faixa de 163,3-
115,3 ppm sdo referentes aos carbonos dos anéis aromaticos. Todos os dados foram
comparados com os dados de referéncia do PeQuiM e se encontram na Tabela 6 (Apéndice A)
(OLIVEIRA, 2017).
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Figura 41 - Espectro de RMN de **C do composto (30b) (75 MHz, CD;0D).
Fonte: Do autor.

No espectro de massas do composto PQM-65 (30b) (Figura 42) foi identificado o
pico-fon-molecular [M+H]" com relacio massa/carga (m/z) de 368,1982, sendo o calculado de
368,1974. Também foi identificado o pico para [M+Na]" com m/z de 390,1788.
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Figura 42 - Espectro de massas de alta resolu¢do do composto PQM-65 (30b) (ESI-MS).
Fonte: Do autor.

5.1.5 Sintese do N-(4-fluorbenzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-
ila)metileno)benzoidrazida: PQM-67 (30c)

No espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 43) foram observadas as
bandas mais caracteristicas referentes ao composto (30c), como a banda referente a
deformacdo axial N-H entre 3327 cm™ e 3243 cm™ sendo esta sobreposta pela deformacio
axial de O-H. J4 a banda de deformacao angular de N-H em 1551 cm™, banda de deformagcéo
axial de C=0 de hidrazida em 1651 cm™, deformacdo axial da ligacdo C-O de 4lcool em 1025
cm?, e a deformacdo axial de C-N em 1250 cm™ Na regido de 2934 cm™ banda
caracteristicas da deformacdo axial de C-H sp® e na regido de 3031 cm™ banda caracteristica
da deformacdo axial de C-H sp® de anel aromético. Também foram observadas bandas
caracteristicas de deformagao axial de C=C de anel aromatico entre 1602 cm™ e 1507 cm™. J&
em 1169 cm™ banda caracteristica de deformacéo axial de C-F e em 2359 cm™ e 2342 cm™,

bandas caracteristicas da presenca de CO, no ambiente.
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Figura 43 - Espectro de absor¢&o na regido do 1V de (30c) (ATR).
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *H do composto (30c) (Figura 44) feito em (CDs),SO, 0s
sinais referentes ao H-10 e H-13 ndo apareceram, pois a agua do DMSO deuterado aparece na
mesma regio, assim, fez-se um novo espectro de RMN de *H em CD3;OD para confirmar a

presenca destes sinais.
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Figura 44 - Espectro de RMN de *H do composto (30c) (300 MHz, (CDs),SO).
Fonte: Do autor.

No novo espectro de *H feito em CDsOD (Figura 45) do composto (30c), se observou
todos os sinais caracteristicos do composto. O hidrogénio H-18 que confirma a formacéo do
produto foi observado como um simpleto em 8,39 ppm. Os sinais referentes aos hidrogénios
dos anéis aromaticos foram observados entre 7,94-7,15 ppm como um dupleto (J26.35 = 7,8)
um tripleto (J21.23F = 9,0) e um multipleto, j& o multipleto observado entre 3,70-3,65 ppm se
refere aos H-10 e H-13. Também foram observados os sinais na faixa 2,92-1,24 ppm
referentes aos hidrogénios do nucleo piperidinico.

Uma caracteristica comum de RMN de *H e *C em compostos fluorados é o
acoplamento com o F, que ocorre devido ao seu nimero quéantico de spin (l) ser % e com
longos tempos de relaxagdo, sendo suficientes para serem observados (BRANCO et al.,
2015). As constantes de acoplamento observadas estdo de acordo com as da literatura
(PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009). No espectro de RMN de 'H foi
observado a presenca de um tripleto em 7,19 ppm (J2123F = 9,0) referente aos H-21 e H-23
acoplados ao fluor. Esperava-se também que houvesse outro tripleto referente aos H-20 e H-

24 acoplados ao F, porém observou-se um multipleto devido a sobreposicéo de sinais.
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Figura 45 - Espectro de RMN de *H do composto (30c) (300 MHz, CD;0D)
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de **C (Figura 46), se observou todos 0s sinais caracteristicos
do composto (30c). Os sinais observados separados em 164,8 ppm e 161,5 ppm séo referentes
ao carbono ligado ao fltor C-22, que aparecem desta maneira devido ao acoplamento com o F
(N22.c = 246 Hz). Também foi observado o acoplamento com o F dos C-21 e C-23 (2Ja123.¢ =
21,8 Hz) e dos C-20 e C-24 (3Jy.24.r = 8,3 Hz), sendo todos condizentes com a literatura
(PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009). Ja o sinal em 163,2 ppm refere-se ao
C-7, e em 146,7 ppm esta representado o sinal do C-18 caracteristico do produto e os demais
sinais referentes aos carbonos dos anéis aromaticos estdo compreendidos na faixa de 142,7-
115,8 ppm. Ja os carbonos do nucleo piperidinico estao representados pelos sinais entre 66,1-
23,3 ppm. O sinal do C-10 esta representado em 61,8. Todos os dados foram comparados com
os dados de referéncia do PeQuiM e se encontram na Tabela 7 (Apéndice A) (OLIVEIRA,
2017).
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Figura 46 - Espectro de RMN de **C do composto (30c) (75 MHz, (CD5),SO).
Fonte: Do autor.

No espectro de massas do composto PQM-67 (30c) (Figura 47) foi identificado o
pico-fon-molecular [M+H]" com relacio massa/carga (m/z) de 356,1786, sendo o calculado de
356,1774. Também foi identificado o pico para [M+Na]" com m/z de 378,1585.
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Figura 47 - Espectro de massas de alta resolu¢éo do composto PQM-67 (30c) (ESI-MS).
Fonte: do autor.

5.1.6 Sintese do N-((4-piperidin-1-ila)benzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-ila)metileno)
benzoidrazida: PQM-75 (30d)

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 48) foram observadas as
bandas mais caracteristicas referentes ao composto (30d), como a banda referente a
deformac&o axial N-H na regi&o de 3323 cm™ sendo esta sobreposta pela deformacao axial de
O-H. J4 a banda de deformacdo angular de N-H em 1551 cm™, banda caracteristica da
deformacdo axial de C=0 de hidrazida em 1655 cm™, deformacéo axial da ligacdo C-O de
alcool em 1025 cm™, e a deformacdo axial de C-N em 1252 cm™. Na regi&o de 2934 cm™
banda caracteristicas da deformacéo axial de C-H sp® e na regido de 3032 cm™ banda
caracteristica da deformacéo axial de C-H sp® de anel aromético. Também foram observadas
bandas caracteristicas de deformacéo axial de C=C de anel aromético entre 1602 cm™ e 1507

cm™. Jaem 2360 cm™ e 2342 cm™, bandas caracteristicas da presenca de CO, no ambiente.
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Figura 48 - Espectro de absor¢&o na regido do 1V de (30d) (ATR).
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *H do composto (30d) (Figura 49), se observou todos 0s
sinais caracteristicos do composto. O hidrogénio H-18 que confirma a formacdo do produto
foi observado como um simpleto em 8,72 ppm, como mostra a parte ampliada do espectro.
Foi observada a presenca de quatro dupletos na faixa de 8,24-6,93 ppm referentes aos
hidrogénios dos anéis aromaticos (Jzs-26 = 8,1. Jog35=8,1. Jo123-2024 = 8,7: J2024-21.23 = 8,7),
ja os sinais referentes aos H-10 e H-13 foram observados como dois multipletos em 3,59-
3,48 ppm e 4,09-4,02 ppm, respectivamente. Em 12,36 ppm foi observado um simpleto
referente ao H-8 amidico e os demais sinais dos hidrogénios dos nucleos piperidinicos estéo

presentes em multipletos na faixa de 3,13-1,36 ppm.
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Figura 49 - Espectro de RMN de *H do composto (30d) (300 MHz, CsDsN).
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *3C (Figura 50), se observou todos os sinais caracteristicos do
composto (30d). O sinal em 164,6 ppm ¢é referente ao carbono da carbonila C-7, e em 149,2
ppm ao C-18 caracteristico do produto final. Os trés tripletos compreendidos na faixa de
154,1-115,4 ppm sao referentes a piridina (solvente); ja os demais sinais presentes nesta faixa
sdo referentes aos carbonos dos anéis aromaticos. O sinal em 62,5 ppm é referente ao C-10, j&
os carbonos do nucleo piperidinico estdo representados pelos sinais entre 66,8-23,5 ppm.
Todos os dados foram comparados com os dados de referéncia do PeQuiM e se encontram na
Tabela 8 (Apéndice A) (OLIVEIRA, 2017).
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Figura 50 - Espectro de RMN de **C do composto (30d) (75 MHz, CsDsN).
Fonte: Do autor.

No espectro de massas do composto PQM-75 (30d) (Figura 51) foi identificado o
pico-fon-molecular [M+H]" com relacdo massa/carga (m/z) de 421,2604, sendo o calculado de
421,2603. Também foi identificado o pico para [M+Na]" com m/z de 443,2423.
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Figura 51 - Espectro de massas de alta resolugdo do composto PQM-75 (30d) (ESI-MS)
Fonte: Do autor.

5.2 AVALIACAO FARMACOLOGICA

As quatro substancias sintetizadas, PQM-56, PQM-65, PQM-67 e PQM-75 (Figura
52), foram submetidas a ensaios farmacoldgicos in vivo para avaliacdo da atividade

antinociceptiva em modelos experimentais de dor central e neuropaética.

OH

PQM 56 - W =Cl
PQM 65 - W =OCH;
N PQM 67 -W=F
PQM 75 - W = N-piperidinila

H
N\N/

w

Figura 52 - Estrutura quimica dos compostos da série-alvo.
Fonte: Do autor.
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O teste de formalina, realizado em um trabalho anterior do grupo com esta série de
compostos, serviu como base para este trabalho. Neste modelo, farmacos que atuam na dor
neurogénica e possuem acao no SNC, apresentam atividade na primeira fase.

Diante dos resultados obtidos e apresentados na Figura 13 (pag. 34), buscamos
confirmar o efeito antinociceptivo das substancias-alvo, bem como estudar se o possivel
mecanismo de acdo seria por via opioide. A verificagdo do mecanismo de acédo é feita pelo
uso de antagonistas farmacoldgicos seletivos, que ao se ligarem a um receptor especifico,
impedem a ligacdo do respectivo agonista. Desta forma, neste estudo, foram utilizados como
farmacos de referéncia a morfina, que é um agonista opioide e a naloxona, um antagonista
opioide.

Opioides sdo todos 0s compostos que interagem com receptores opioides no corpo, e
dentre eles, um dos mais conhecidos e efetivos ¢ a morfina, sendo ela muito utilizada para
tratamento de dores severas (PATRICK, 2013). Embora a morfina seja um analgésico potente,
0 seu uso vem acompanhado de diversos efeitos colaterais como constipacdo, depressao
respiratoria, nauseas, excitacdo, tolerancia, dependéncia, dentre outros (PATRICK, 2013).
Portanto, € de suma importancia a busca por novos farmacos potentes, com menos efeitos
colaterais e maior eficacia para o tratamento da dor.

Neste estudo, primeiramente utilizou-se o ensaio de retirada de cauda (tail flick),
descrito por D amour e Smith (1941) e modificado por Azami et al. (1982). Segundo Le Bars;
Gozariu e Cadden (2001), neste modelo animal, sdo ativas substancias que possuem atividade
semelhante aos opioides, independentemente de sua origem ou natureza, fornecendo, com
relativa rapidez, dados importantes para avaliagéo e selecdo preliminar de novos candidatos a
protétipos de farmacos antinociceptivos.

Na Figura 53 é mostrado o resultado da laténcia (em segundos) para a retirada da
cauda em funcdo de um estimulo térmico em animais pré-tratados com PQM-56 (100
umol/kg, v.0.), veiculo (v.0.) ou morfina (1 mg/kg, i.p.) e tratados com salina ou naloxona (30
ug). A analise de two-way ANOVA demonstrou que houve efeito no fator pré-tratamento
(Fs5,30=73.0, P< 0,05), no tempo (Fs30=326.1, P< 0,05) e interacdo entre os 2 fatores tempo X
pré-tratamento (F2s5150=38.79, P< 0,05).

A anélise dos dados pelo pos-teste de Bonferroni demonstrou que 0s animais pre-
tratados com veiculo e tratados com naloxona (Veic+Nal) ndo apresentaram alteracdo na
laténcia de retirada de cauda, quando comparados com os animais do grupo Veic+Sal. E

possivel observar o aumento do tempo de laténcia nos animais do grupo Morf+Sal,
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comparados com 0s animais do grupo Veic+Sal, efeito que permaneceu significativo por 6,5
horas apds o pré-tratamento.

Como esperado, a naloxona (30 pg) blogueou o efeito da morfina (1 mg/kg), uma vez
que ndo houve alteracdo na laténcia para retirada de cauda dos animais do grupo Morf+Nal,
em comparacdo ao grupo Morf+Sal. Os animais pré-tratados com PQM-56 e tratados com
salina (PQM-56+Sal), apresentaram aumento nas laténcias nos tempos de 1,5 e 3,5 horas ap6s
0 pré-tratamento, comparando-se ao grupo Veic+Sal. Esse efeito foi bloqueado também pelo
tratamento com naloxona, ndo havendo alteracdo na laténcia para retirada da cauda nos

animais do grupo PQM-56+Nal, em comparagédo aos animais tratados com PQM-56 + Salina.

-©- Veic+Sal = Morf+ Sal 4~ PQM56+Sal
-@- Veic+Nal - Morf+Nal —4 PQM56+Nal

Laténcia para retirada da cauda (s)

B1 TO0,5 T1,5 T3,5 T6,5 T24.,5

Tempo

Figura 53 - Limiar nociceptivo avaliado pelo teste de retirada da cauda em animais tratados
com a substancia PQM-56 (100 pmol/kg, v.0.). A administracdo de PQM-56
foi logo apds B1, apés 30 min fez-se o tratamento com salina ou naloxona,
seguido das avaliagBes nos tempos 0,5, 1,5, 3,5, 6,5 e 24,5 h ap6s o pré-
tratamento. Cada ponto representa a média (+ S.E.M.) de 6 animais. *Diferente
de Veic+Sal, P<0,05;

Fonte: Do autor.

A Figura 54 mostra os dados de laténcia (em segundos) para a retirada da cauda
avaliada durante o teste de retirada da cauda de animais pré-tratados com PQM-65 (100
umol/kg, v.0.), veiculo (v.0.) ou morfina (1 mg/kg, i.p.) e tratados com salina ou naloxona (30
ug). Andlise de two-way ANOVA demonstrou efeito nos fatores pré-tratamento (Fs30=126.8,
P< 0,05) e tempo (Fs30=347.1, P<0,05), com interacdo entre ambos os fatores tempo X pré-
tratamento (F25150=35.98, P< 0,05). A anélise dos dados pelo poés-teste de Bonferroni
demonstrou que 0s animais pre-tratados com veiculo e tratados com naloxona (Veic+Nal) ndo

apresentaram alteracdo na laténcia de retirada de cauda, em comparagdo com 0 grupo
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Veic+Sal. Também é possivel evidenciar o aumento do tempo de laténcia nos animais do
grupo Morf+Sal, quando comparados ao grupo Veic+Sal, com efeito significativo em até 6,5
horas ap0s o pré-tratamento.

Mais uma vez, como esperado, a naloxona (30 pg) bloqueou o efeito da morfina (1
mg/kg) em comparacéo ao grupo Morf+Sal. J& os animais pré-tratados com PQM-65 e salina
(PQM-65+Sal), ndo apresentaram aumento na laténcia em comparagéo ao grupo Veic+Sal, da

mesma forma que no grupo PQM-65+Nal, em comparacgéo ao grupo PQM-65+Sal.

-©- Veic+Sal = Morf+ Sal - PQM65+Sal
-~ Veic+Nal - Morf+Nal —4& PQM65+Nal

Laténcia para retirada da cauda (s)

B1 TO0,5 T1,5 T3,5 T6,5 T24.,5

Tempo

Figura 54 - Limiar nociceptivo avaliado pelo teste de retirada da cauda em animais tratados
com a substancia PQM-65 (100 pmol/kg, v.0.). A administracdo de PQM-65
foi logo apés B1, apds 30 min fez-se o tratamento com salina ou naloxona,
seguido das avaliagBes nos tempos 0,5, 1,5, 3,5, 6,5 e 24,5 h ap6s o pré-
tratamento. Cada ponto representa a média (+ S.E.M.) de 6 animais. *Diferente
de Veic+Sal, P<0,05;

Fonte: Do autor.

A substancia PQM-67 foi avaliada no mesmo modelo, cujos tempos de laténcia (em
segundos) para a retirada de cauda estdo mostrados na Figura 55. Os animais foram pré-
tratados com PQM-67 (100 umol/kg, v.0.), veiculo (v.0.) ou morfina (1 mg/kg, i.p.) e tratados
com salina ou naloxona (30 pg). Anélise de two-way ANOVA demonstrou efeito no fator pré-
tratamento (Fs30=48.64, P< 0,05), tempo (Fs30=386.5, P<0,05) e, novamente, interagdo entre
os 2 fatores tempo X pré-tratamento (Fzs150=41.73, P< 0,05). A analise dos dados pelo pos-
teste de Bonferroni demonstrou que o grupo de animais pré-tratados com veiculo e tratados
com naloxona (Veic+Nal) ndo apresentou alteracdo na laténcia de retirada de cauda,
comparado ao grupo Veic+Sal. Por outro lado, o grupo tratado com Morf+Sal demonstrou

alteracdo significativa no tempo de laténcia, quando comparados com 0s animais do grupo
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Veic+Sal, com efeito que se estendeu até 6,5 horas ap6s o pré-tratamento. Como esperado, a
naloxona (30 ug) blogueou o efeito da morfina (1 mg/kg), ndo alterando a resposta ao
estimulo doloroso do grupo Morf+Nal em comparacdo ao grupo Morf+Sal. De modo muito
semelhante ao ensaio com PQM-65, a avaliacdo do efeito antinociceptivo por pré-tratamento
com PQM-67 (PQM-67+Sal), novamente ndo evidenciou efeito antinociceptivo, néo

aumentando o tempo de laténcia.

—©- Veic+Sal - Morf+ Sal A~ PQM67+Sal
—®- Veic+Nal & Morf+Nal —4& PQM67+Nal

Laténcia para retirada da cauda (s)

B1 TO,5 T1,5 T3,5 T6,5 T24,5

Tempo

Figura 55 - Limiar nociceptivo avaliado pelo teste de retirada da cauda em animais tratados
com a substancia PQM-67 (100 pmol/kg, v.0.). A administracdo de PQM-67
foi logo apés B1, apds 30 min fez-se o tratamento com salina ou naloxona,
seguido das avaliages nos tempos 0,5, 1,5, 3,5, 6,5 e 24,5 h apds o pré-
tratamento. Cada ponto representa a média (+ S.E.M.) de 6 animais. *Diferente
de Veic+Sal, P<0,05;

Fonte: Do autor.

De modo analogo ao descrito para as outras substancias-teste, a Figura 56 mostra o0s
dados da avaliacdo do efeito antinociceptivo pelo pré-tratamento com PQM-75 (100 pmol/kg,
v.0.), veiculo (v.0.) ou morfina (1 mg/kg, i.p.) e tratados com salina ou naloxona (30 pg). Na
anélise de two-way ANOVA evidenciou-se efeito nos fatores pré-tratamento (Fs30=69.16, P<
0,05) e tempo (F53,=176.0, P< 0,05), com interacdo entre os 2 fatores tempo X pré-tratamento
(F25,150=20.01, P< 0,05). A andlise dos dados conforme descrito anteriormente, demonstrou
que ndo houve alteracdo de laténcia pos-tratamento com naloxona (Veic+Nal), em
comparacdo ao Veic+Sal. No grupo tratado com Morf+Sal foi evidente o aumento da laténcia
por até 6,5 h, efeito este bloqueado pela administragdo naloxona (30 pg). O pré-tratamento
com PQM-75 e salina (PQM-75+Sal), levou ao aumento significativo dos tempos de laténcia
nos tempos de 0,5, 1,5, 3,5 e 6,5 horas apds o pré-tratamento, quando comparados com ao
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grupo Veic+Sal. Novamente, ficou evidente o efeito por via opioide, uma vez que a naloxona
foi capaz de bloquear o efeito antinociceptivo no grupo PQM-75+Nal em comparagdo ao

grupo tratado somente com PQM-75+salina.

-©- Veic+Sal = Morf+ Sal - PQM75+Sal
67 - Veic+Nal & Morf+Nal —A&- PQM75+Nal

Laténcia para retirada da cauda (s)

B1 TO,5 T1,5 T3,5 T6,5 T24,5
Tempo

Figura 56 - Limiar nociceptivo avaliado pelo teste de retirada da cauda em animais tratados
com a substancia PQM-75 (100 pmol/kg, v.0.). A administracdo de PQM-75
foi logo apés B1, apds 30 min fez-se o tratamento com salina ou naloxona,
seguido das avaliagbes nos tempos 0,5, 1,5, 3,5, 6,5 e 24,5 h ap6s o pré-
tratamento. Cada ponto representa a média (+ S.E.M.) de 6 animais. *Diferente
de Veic+Sal, P<0,05;

Fonte: Do autor.

Em suma, os dados obtidos no ensaio de tail flick revelaram que somente as
substancias PQM-56 e PQM-75 apresentaram efeito antinociceptivo central, evidenciado
pelo aumento dos tempos de laténcia, traduzindo que os animais demoraram mais para ter a
reacdo de retirada da cauda devido ao estimulo térmico, quando comparados aos animais do
grupo controle (Veic+Sal). Este efeito ndo foi observado para PQM-65 e PQM-67, cujos
resultados ndo foram estatisticamente significativos, em comparacdo aos grupos controle.

O estudo do mecanismo de acdo pode ser evidenciado como opioidéergico, uma vez
que os efeitos antinociceptivos de PQM-56 e PQM-75 foram totalmente revertidos pela acédo
de naloxona, um antagonista de receptores opioides, a exemplo do que ocorre com a morfina
nas mesmas condigoes.

Em outra abordagem, foi avaliado o potencial efeito das substancias-alvo sobre o
modelo de dor neuropatica de constricdo crénica do nervo ciatico (CCI). Neste modelo os
animais foram submetidos a cirurgia para amarracdo do nervo ciatico em quatro pontos
(BENNET; XIE, 1988). Este modelo simula uma situacdo de compressdo nervosa cronica
como a causada por uma hérnia de disco lombar (ZIMMERMANN, 2001). O efeito



87

antinociceptivo foi avaliado pelo limiar mecanico de retirada de pata dos animais, submetidos
ou ndo a CClI, pré-tratados com as diferentes substancias e tratados com salina ou naloxona,
via teste de alodinia mecéanica (\Von Frey eletronico).

Os dados de avaliacdo do efeito antinociceptivo neuropatico estdo apresentados na
Figura 57, em que o grafico A representa o limiar de retirada (g) avaliado pelo teste de von
Frey eletrbnico, nos grupos SHAM (falso operados) e pré-tratados, apds 7 dias da cirurgia
SHAM, com as substancias PQM-56, PQM-65, PQM-67, PQM-75 (100 pumol/kg), veiculo
por via oral ou morfina (1 mg/kg, i.p.) e tratados com salina ou naloxona (30 pg).

Uma medida controle foi realizada antes da cirurgia SHAM (B1), 7 dias apos a
cirurgia (B2) e apés 0,5, 1,5, 3,5, 6,5 e 24,5 horas (T0,5, T1,5, T3,5, T6,5 e T24,5) do pré-
tratamento. A analise de two-way ANOVA demonstrou que houve efeito no fator pré-
tratamento (F1;,385=56.17, P< 0,05), tempo (Fe35=4.08, P< 0,05) e interag&o entre os 2 fatores
tempo X pré-tratamento (Fes3s5=11.06, P< 0,05). A andlise dos dados pelo pos-teste de
Bonferroni demonstrou que houve aumento do limiar de retirada nos animais do grupo
SHAM Morf+Sal, quando comparados com o0s animais SHAM Veic+Sal. Ndo houve
diferenca entre os demais grupos experimentais.

J& o segundo grafico (B) da Figura 57 representa o limiar de retirada (g) avaliado pelo
teste de von Frey eletronico, nos grupos que passaram por cirurgia (CCI), com inducédo de dor
neuropaética, pré-tratados com dose Unica de 100 pmol/kg das substancias PQM-56, PQM-65,
PQM-67, PQM-75 e veiculo (v.0.) ou morfina (1 mg/kg, i.p.) e tratados com salina ou
naloxona (30 pg). A avaliacdo nociceptiva foi realizada em trés momentos: antes da inducéo
da dor neuropética (B1), 7 dias ap@s a cirurgia (B2) e ap6s 0,5, 1,5, 3,5, 6,5 e 24,5 horas
(TO,5, T1,5, T3,5, T6,5 e T24,5) da administracdo do pré-tratamento. A andlise de two-way
ANOVA demonstrou que houve efeito no fator pré-tratamento (F1; 385=595.4, P< 0,05), tempo
(Fe35=1174, P< 0,05) e interacdo entre os 2 fatores tempo X pré-tratamento (Fes 385=82.14, P<
0,05). A anélise dos dados pelo pos-teste de Bonferroni demonstrou que animais do grupo
CClI, pre-tratados com veiculo e tratados com naloxona (Veic+Nal) ndo apresentaram
alteracdo no limiar de retirada, quando comparados com animais do grupo Veic+Sal.

Os dados obtidos e apresentados na Figura 57 evidenciam que 0s animais tratados com
PQM-56 e PQM-75 apresentaram aumento significativo no limiar nociceptivo nos tempos
TO0,5, T1,5, T3,5 e T6,5, de modo analogo ao observado para a morfina, em comparagdo com
0 grupo Veic+Sal. Interessante notar que PQM-75 demonstrou neste modelo um efeito
antinociceptivo de perfil muito similar ao da morfina, de longa duragdo abrangendo T0,5 a

T6,5. Alem disso, o tratamento com naloxona reverteu esses efeitos nos animais dos grupos
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PQM-56+Nal, PQM-75+Nal e Morf+Nal, evidenciando mais uma vez que as substancias-

alvo atuam por via opioide. Nao houve diferenca entre os demais grupos experimentais.
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Figura 57 - Limiar de retirada de pata em gramas avaliado pelo teste de von Frey eletrénico em
animais SHAM (grafico A) e CCI (gréafico B) pré-tratados com a substancia PQM-56,
PQM-65, PQM-67 ou PQM-75 na dose de 100 umol/kg, v.0.; ou veiculo e morfina. O
limiar basal (B2) foi avaliado 7 dias apds B1, e em seguida foram administradas as
substancias, ap6s 30 min fez-se o tratamento com salina ou naloxona, seguido das
avaliagfes nos tempos 0,5, 1,5, 3,5, 6,5 e 24,5 h apds o pré-tratamento. Cada ponto
representa a média (£ S.E.M.) de 6 animais por grupo. *Diferente de SHAM/Veic+Sal
(gréfico A) ou CCl/Veic+Sal (grafico B), P<0,05;

Fonte: Do autor.

Todos os animais do grupo CCI e SHAM tiveram o limiar basal (B1) avaliado e em
seguida os animais do grupo CCI foram submetidos a cirurgia com amarracdo do nervo
ciatico para indugdo da dor neuropética. Entretanto, os animais do grupo SHAM passaram
apenas pela cirurgia onde foi exposto o nervo cidtico, mas sem as amarragOes (falsa

operacdo). Apos 7 dias, todos os animais destes grupos tiveram o limiar basal (B2) avaliado.
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Os animais do grupo CCI apresentaram uma diferencga significativa no limiar (B2) o que
sugere que estes animais apresentaram dor neuropatica, ja os animais do grupo SHAM
tiveram seu limiar (B2) semelhante ao (B1), o que evidenciou que a cirurgia SHAM néo havia
alterado o limiar de retirada da pata. Este tempo de 7 dias foi esperado ja que pode levar de 2
a 7 dias para que a sensacdo dolorosa de dor neuropética apareca, sendo que ela pode durar
até por dois meses ap0s a cirurgia (JANICKI; PARRIS, 2008).

Em suma, a avaliacdo do efeito sobre a dor neuropética no teste von Frey eletrénico
para os animais do grupo de CCI, tornou evidente que as substancias PQM-56 e PQM-75
apresentam efeito antinociceptivo significativo, por via opioide, visto que houve um aumento
expressivo no limiar de retirada da pata decorrente do estimulo mecénico. Por outro lado, as
substancias PQM-65 e PQM-67 ndo apresentaram efeito estatisticamente significativo. A
evidente acdo sobre a via opioide neste ensaio corrobora os dados obtidos anteriormente no
modelo de tail flick, confirmando o mecanismo de agéo.

Numa anélise da estrutura-atividade, é importante notar a presenca da subunidade N-
acilidrazona, que tem sido amplamente descrita como um grupo auxoforico sendo que ja
foram relatados diversos derivados bioativos com propriedades antinociceptivas, anti-
inflamatorias, antitrombdticas dentre outros (MAIA; TESCH; MANSSOUR-FRAGA, 2014).
Um exemplo disso foi descrito por Duarte (2006) que demonstrou que o composto N-
acilidrazébnico LASSBIi0-881 (24, Figura 12, pag. 31), com significativa atividade
antinociceptiva central. Este composto foi primeiramente avaliado quanto a sua atividade
antinociceptiva pelo teste de formalina na dose de 100 umol/kg, no qual LASSBi0-881 foi
ativo na primeira fase e ndo foi na segunda, indicando uma possivel agdo central. A
confirmacéo de seu efeito antinociceptivo central foi realizada pelo teste de chapa quente (hot
plate). No nosso caso, um perfil de atividade semelhante foi observado para PQM-75, que
apresentou atividade na primeira fase do teste de formalina, sem, contudo ter efeito sobre a
segunda fase, cujo efeito central foi confirmado no ensaio de tail flick e von Frey eletronico.

Outro composto com a subunidade N-acilidrazona também relatado com atividade
antinociceptiva central foi o LASSBIi0-417 (23, Figura 12, pag. 31) (SILVA et al., 2004). Este
composto foi administrado na dose de 100 pumol/kg (v.0.) e submetido ao teste de placa
guente juntamente com outros anadlogos, porém foi o de melhor atividade. Além destes, séo
relatados outros derivados como o LASSBio-171 (31, Figura 58) relatado por Leite et al.
(1999) e LASSBI0-349 (32, Figura 58) relatado por Figueiredo et al. (2000) que apresentaram

atividade antinociceptiva no teste de contor¢es abdominais induzidas pelo &cido acético.
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Diaz et al. (2008) utilizando modelo de dor neuropética, relatou uma nova serie de N-
acilidrazonas, atuando como agonistas de receptores canabinoides do subtipo-2 (CB;), sendo
MDA 19 (33, Figura 58), o mais ativo.

NMez
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OMe

Figura 58 - Compostos com a subunidade N-acilidrazona relatados com atividade antinociceptiva.
Fonte: Do autor.

Uma anélise comparativa dos dados obtidos para PQM-56 e PQM-75 em comparacao
com dados da literatura parece sugerir que a subunidade estrutural N-acilidrazona pode
contribuir significativamente para a modulacdo de efeitos antinociceptivos. O padrdo de
substituicdo do anel aromatico terminal (hidrazona) ndo parece seguir uma tendéncia quanto a
natureza retiradora ou doadora de densidade eletronica e seu efeito sobre a atividade
analgésica, uma vez que os derivados 4-ClI (PQM-56) e 4-F (PQM-67) demostraram
atividade muito diferente, em favor de PQM-56 que foi ativo. E possivel que efeitos
lipofilicos associados a presenca do atomo de F em PQM-67 possa ter alguma influéncia na
passagem da barreira hemato-encefélica, prejudicando seu efeito central. Por outro lado,
PQM-65, que possui um grupamento mais volumoso e doador de densidade eletrénica foi
inativo, enquanto que PQM-75, substituido por uma unidade piperidinila, volumosa e mais
lipofilica foi significativamente ativa, superando PQM-56 no efeito neuropéatico. Estas
observagdes ndo permitem concluir a cerca de efeitos auxofdricos dos substituintes, sobretudo
pelo reduzido nimero de substancias na série, 0 que compromete um estudo de relagdo
estrutura-atividade mais adequado e conclusivo.

Para descartar os possiveis efeitos na coordenacdo motora, 0 que poderia gerar
resultados falso positivos nos testes de nocicepgdo, julgamos interessante avaliar as

substancias mais ativas PQM-56 e PQM-75 no teste de rota-rod. Assim, estas substancias
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foram submetidas ao ensaio de rota-rod, no qual o animal é colocado sobre uma plataforma
giratoria e avalia-se sua coordenagdo motora e habilidade em manter-se sobre o objeto em
movimento. Os resultados sdo apresentados na Figura 59 e evidenciam a auséncia de qualquer
efeito sobre a coordenacdo motora nos animais tratados com uma dose de 100 umol/kg de
cada composto-teste, pois ndo alterou o tempo de permanéncia no rota-rod 30, 60 e 120
minutos apds os tratamentos, mas houve uma reducdo do tempo de permanéncia nos animais
tratados com xilazina, um depressor do SNC, quando comparado com o grupo de animais
tratados com veiculo. Estes resultados corroboram dados anteriores de nosso grupo em que
ndo foram observados efeitos na locomocao por efeito destas substancias no ensaio de campo
aberto (open field) (VIEGAS, 2013).

~ 1507
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Figura 59 - Efeitos do tratamento oral com veiculo, PQM-56, PQM-75 ou xilazina (2 mg /
kg; s.c.) na coordenagdo motora (tempo de permanéncia na haste rotativa em
segundos) nos tempos 30, 60 e 120 minutos apo6s o tratamento. Cada coluna
representa a média (+S.E.M.) para 6 camundongos em cada grupo. Os
asteriscos indicam os niveis de significancia quando comparados com o grupo
controle: ** p <0,01 e *** p <0,001.

Fonte: Do autor.
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6 CONCLUSAO

As substancias PQM-56 (30a), PQM-65 (30b), PQM-67 (30c) e PQM-75 (30d)
foram obtidas com rendimentos globais de 40-62 %, apds trés etapas sintéticas. Todas as
substancias tiveram suas estruturas confirmadas por espectrometria de RMN de *H, **C e no
IV. A avaliacdo desta série quanto a sua atividade antinociceptiva, observada preliminarmente
no ensaio de formalina, foi confirmada nos modelos de retirada de cauda para avaliar
analgesia central e de estimulagdo mecénica (\VVon Frey) em animais com amarragdo do nervo
ciatico para avaliacdo de analgesia neuropética. As substancias PQM-56 e PQM-75 se
destacaram em ambos 0s modelos, apresentando atividade antinociceptiva significativa em
modelos experimentais de dor central e neuropética, na dose de 100 pmol/kg.

O estudo do mecanismo de agéo revelou que estas substancias atuam pela via opioide,
visto que sua atividade foi revertida pela naloxona, evidenciando assim que estas substancias
possuem acdo no SNC. As substancias PQM-56, PQM-65 e PQM-67 ja haviam sido testadas
para o ensaio de campo aberto em ensaios prévios do nosso grupo na dose de 100 umol/kg,
em que ndo foram observados efeitos adversos de locomocéao. Este dado foi confirmado no
ensaio de rota-rod, sem alteracdo na coordenacéo motora dos animais tratados com PQM-56 e
PQM-75, na dose de 100 umol/kg.

Este conjunto de dados sugere fortemente que as substancias PQM-56 e PQM-75 sédo
potenciais candidatos a prot6tipos de farmacos com acdo antinociceptiva, com padrdo
estrutural inovador, atuando na via opioide, com possivel aplicacdo como analgésicos centrais
e neuropaticos, porém sem efeito adversos na locomocéo ou coordenacdo motora.

Ademais, estes resultados podem nortear futuras modificacbes estruturais ou novos
derivados, utilizando-se do bioisosterismo como ferramenta de planejamento estrutural para a
obtencdo de uma nova série de compostos mais ativos, além de estudos adicionais com 0s
enantidmeros puros.

Estudos adicionais de toxicidade aguda e cronica, bem como de estabilidade quimica,

plasmatica e de metabolismo precisam ser realizados.



93

REFERENCIAS

ALMEIDA, T. F.; ROIZENBLATT, S.; TUFIK S. Afferent pain pathways: a
neuroanatomical review. Brain Research, Amsterdam, v. 1000, n. 1-2, p. 40-56, 2004.

AZAMI, J.; LLEWELYN M. B.; ROBERTS, M. H. The contribution of nucleus reticularis
paragigantocellularis and nucleus raphe magnus to the analgesia produced by systemically
administered morphine, investigated with the microinjection technique. Pain, v. 12, n. 3, p.
229-246, 1982.

BARON, R.; BINDER, A. How neuropathic is sciatica? The mixed pain concept. Orthopade,
v. 33, n. 5, p. 568-575, 2004.

BARREIRO, E. J. et al. A quimica medicinal de N-acilidrazonas: novos compostos-prot6tipos
de farmacos analgésicos, antiinflamatorios e anti-trombdticos. Quimica Nova, v. 25, n. 1, p.
129-148, 2002.

BARROT, M. Tests and models of nociception and pain in rodents. Neuroscience, v. 211, p.
39-50, 2012.

BASBAUM, A. I. et al. Cellular and molecular mechanisms of pain. Cell, v. 139, n. 2, p. 267-
284, 2009.

BENNETT, G. J.; XIE, Y. K. A peripheral mononeuropathy in rat that produces disorders of
pain sensation like those seen in man. Pain, v. 33, n. 1, p. 87-107, 1988.

BORCH, R. F.; BERNSTEIN, M. K.; DURST, H. D. The cyanohydridoborate anion as a
selective reducing agent. Journal of the American Chemical Society, v. 93, n. 12, p. 2897-
2904, 1971.

BORROTO-ESCUELA, D. O. et al. On the g-protein-coupled receptor heteromers and their
allosteric receptor-receptor interactions in the central nervous system: Focus on their role in
pain modulation. Evidence Based Complementary and Alternative Medicine, v. 2013, p.
1-17, 2013.

BRANCO, F. S. C. et al. Ressonancia magnética nuclear de substancias organofluoradas: um
desafio no ensino de espectroscopia. Quimica Nova, v. 38, n. 9, p. 1237-1246, 2015.



94

BRUNTON, L. L.; LAZO, J. S.; PARKER, K. L. Goodman & Gilman. As bases
farmacoldgicas da terapéutica. 11. ed. Rio de Janeiro: McGraw-Hill Interamericana do Brasil,
2006.

COLLEONI, M.; SACERDOTE, P. Murine models of human neuropathic pain. Biochimica
et Biophysica Acta. v. 1802, p. 924-933, 2010.

COLLOCA, L. et al. Neuropathic pain. Nature reviews | disease primers. v. 3, p. 1-19,
2017.

COSTIGAN, M.; SCHOLZ, J.; WOOLF, C. J. Neuropathic pain: A maladaptive response of
the nervous system to damage. Annual Review Neuroscience, v. 32, p. 1-32, 2009.

D'AMOUR, F. E.; SMITH, D. L. A Method for determining loss of pain sensation. Journal
of Pharmacology and Experimental Therapeutics, v. 72, n. 1, p. 74-79, 1941.

DEVOR, M. Sodium channels and mechanisms of neuropathic pain. The Journal of Pain, v.
7,n. 1S, p. S3-S12, 2006.

DIAZ, P. et al. Design and synthesis of a novel series of N-alkyl isatin acylhydrazone
derivatives that act as selective cannabinoid receptor 2 agonists for the treatment of
neuropathic pain. Journal of Medicinal Chemistry, v. 51, n. 16, p. 4932-4947, 2008.

DUARTE, C. D.; Novos derivados N-acilidrazonicos planejados como candidatos a
farmacos analgésicos e anti-inflamatdérios, 2006. 213 f. Tese (Doutorado em ciéncias).
UFRJ-RJ, Rio de Janeiro, 2006.

DUARTE, C. D.; BARREIRO, E. J.; MANSSOUR-FRAGA, C. A. Privileged structures: a
useful concept for the rational design of new lead drug candidates. Mini reviews in
medicinal chemistry, Rio de Janeiro, v. 7, n. 11, p. 1108-1119, 2007.

DUBOVY P. Wallerian degeneration and peripheral nerve conditions for both axonal
regeneration and neuropathic pain induction. Annals of Anatomy. v. 193, p. 267-275, 2011.

DUNHAM, N. W.; MIYA, T. S. A note on a simple apparatus for detection of neurological
deficit in rats and mice. Journal of the American Pharmaceutical Association, v. 46, n. 3,
p. 208-209, 1957.



95

EGUCHI, M. Recent advances in selective opioid receptor agonists and antagonists.
Medicinal Research Reviews, v. 24, n. 2, p. 182-212, 2004.

FARGHALY, H. S. M.; MAHMOUD, A. M.; ABDEL-SATER, K. A. Effect of
dexmedetomidine and cold stress in a rat model of neuropathic pain: Role of interleukin-6 and
tumor necrosis factor-a. European Journal of Pharmacology, v. 776, p. 139-145, 2016.

FEIN, A. Nociceptores: As células que sentem dor. Ribeirdo Preto — SP: Dor On Line, 2011.

FIGUEIREDO, J. M. Design and synthesis of novel potent antinociceptive Agents: Methyl-
imidazolyl N-acylhydrazone derivatives. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 8, p. 2243-
2248, 2000.

FORNASARI, D. Pain pharmacology: focus on opioids. Clinical Cases in Mineral and
Bone Metabolism, v. 11, n. 3, p. 165-168, 2014.

FURST, S. Transmitters involved in antinociception in the spinal cord. Brain Research
Bulletin, v. 48, p. 129-141, 1999.

GREGORY, N. et al. An overview of animal models of pain: disease models and outcome
measures. Pain, v. 14, n. 11, p. 1-26, 2014.

GUINDON, J. A novel inhibitor of endocannabinoid catabolic enzymes sheds light on behind
the scene interplay between chronic pain, analgesic tolerance, and heroin dependence.
Neuropharmacology, v. 114, p. 168-171, 2017.

GUNTER, B. R. et al. Non-steroidal anti-inflammatory drug-induced cardiovascular adverse
events: ameta-analysis. Journal of Clinical Pharmacy and Therapeutics, v. 42, p. 27-38,
2017.

GUYTON, A. C.; HALL, J. E. Tratado de fisiologia médica. 12. ed. Rio de Janeiro: Elsevier
Editora Ltda, 2011.

HANNON, H. E.; ATCHISON, W. D. Omega-conotoxins as experimental tools and
therapeutics in pain management. Marine Drugs, v. 11, p. 680-699, 2013.

HENSCHKE, N.; KAMPER, S. J.; MAHER, C. G. The epidemiology and economic
consequences of pain. Mayo Clinic Proceedings, v. 90, n. 1, p. 139-147, 2015.



96

HYLANDS-WHITE, N.; DUARTE, R. V.; RAPHAEL, J. H. An overview of treatment
approaches for chronic pain management. Rheumatology International, 2016.

INTERNATIONAL ASSOCIATION FOR THE STUDY OF PAIN (2012). Disponivel em:
<http://www.iasp-pain.org/index.aspx.> Acesso em: 18 de Dez. 2016.

JANICKI, P. K.; PARRIS, W. Animal models for pain research. Current Pain and
Headache Reports, v. 1, p. 271-277, 2008.

KAMI, K.; TAJIMA, F.; SENBA, E. Exercise-induced hypoalgesia: potential mechanisms in
animal models of neuropathic pain. Anatomical Science International, v. 92, p. 79-90, 2017.

KATZUNG, B. G.; MASTERS, S. B.; TREVOR, A. J. Farmacologia Basica e Clinica. 12.
ed. Porto Alegre: AMGH editora Ltda, 2014.

KIM, S. et al. Zinc-modified cyanoborohydride as a selective reducing agent. Journal of
Organic Chemistry, v. 50, p. 1927-1932, 1985.

LAAR, M. V. et al. Pain treatment in arthritis-related pain: Beyond NSAIDs. The Open
Rheumatology Journal, v. 6, p. 320-330, 2012.

LE BARS, D.; GOZARIU, M.; CADDEN, S. W. Animal models of nociception.
Pharmacological Reviews, v. 53, p. 597-652, 2001.

LEITE, L. F. C. C. et al. Synthesis and analgesic profile of novel N-containing heterocycle
derivatives: arylidene 3-phenyl-1,2,4-oxadiazole-5-carbohydrazide. 1l Farmaco, v. 54, p.
747-757, 1999.

LENT, R. Cem bilhdes de neurdnios: Conceitos fundamentais de neurociéncia, Sdo Paulo:
Ed. Atheneu, 2004.

LIMA, P. C. et al. Synthesis and analgesic activity of novel N-acylarylhydrazones and
isosters, derived from natural safrole. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 35,
p.187-203, 2000.

LI, R. et al. Analgesic effect of coumarins from radix angelicae pubescentis is mediated by
inflammatory factors and TRPV1 in a spared nerve injury model of neuropathic pain. Journal
of Ethnopharmacology, v. 195, p. 81-88, 2017.



97

LIU, C.N. et al. Hyperexcitability in sensory neurons of rats selected for high versus low
neuropathic pain phenotype. Neuroscience, v. 105, p. 265-75, 2001.

MACPHERSON, R. D. The pharmacological basis of contemporary pain management.
Pharmacology & Therapeutics, v. 88, p. 163-185, 2000.

MAIA, R. DO C.; TESCH, R.; MANSSOUR FRAGA, C. A. Acylhydrazone derivatives: a
patent review. Expert Opinion on Therapeutic Patents, Rio de Janeiro, v. 24, n. 11, p.
1161-1170, 2014.

MENDEZ, S. P. et al. Desenvolvimento de uma cartilha educativa para pessoas com dor
crbnica. Rev. dor, v.18, n.3, p. 199-2011, 2017.

MESTRE, C. et al. A method to perform direct transcutaneous intrathecal injection in rats.
Journal of Pharmacological and Toxicological Methods, v. 32, n. 4, p. 197-200, 1994.

MILLAN, M. J. The induction of pain: a integrative review. Progress in Neurobiology, v.57,
p.1-164, 1999.

MILLAN, M. J. Descending control of pain. Progress in Neurobiology, v. 66, p.3474-3555,
2002.

MOLINSKI, T. F. et al. Drug development from marine natural products. Nature Reviews
Drug Discovery, v. 8, p. 69-85, 2009.

OLIVEIRA, C. M. Investigacdo da atividade antiproliferativa de derivados N-Benzil-
piperidinicos acilidrazonicos. 2017. 125f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
farmacéuticas). UNIFAL-MG, Alfenas, 2017.

PALLA, G.; et al. Conformational behaviour and E/Z isomerization of N-acyl and N-
aroylhydrazones. Tetrahedron, v. 42, n. 13, p. 3649-3654, 1986.

PAPIR-KRICHELI, D. et al. Behavioural effects of receptor-specific substance P agonists.
Pain, v. 31, n. 2, p. 263-276, 1987.

PATRICK, G. L. An Introduction to medicinal chemistry. 5. ed. United Kingdom: Oxford
University Press, 2013.



98

PAVIA, D. L. et al. Introduction to spectroscopy. 5. ed. USA: Cengage Learning, 2013.

PERRIN, D. D.; ARMAREGO, W.L.F. Purification of laboratory chemicals. 3. ed.
England: Pergamon Press plc, 1988.

PRETSCH, E.; BUHLMANN, P.; BADERTSCHER, M. Structure determination of
organic compounds: tables of spectral data. 4. ed. Springer-verlag Berlin Heidelberg, 20009.

ROMEIRO, N. C. et al. Synthesis, trypanocidal activity and docking studies of novel
quinoxaline-N-acylhydrazones, designed as cruzain inhibitors candidates. Bioorganic e
Medicinal Chemistry, v.17, p. 641-652, 2009.

RUBIRALTA, M.; GIRALT, E.; DIEZ, A. Structure, preparation, reactivity, and
synthetic applications of piperidine and its derivatives. 1. ed. New York: Elsevier Ltd,
1991.

SCHNEIDER, P. et al. Altered synaptic phospholipid signaling in PRG-1 deficient mice
induces exploratory behavior and motor hyperactivity resembling psychiatric disorders.
Behavioural Brain Research, v. 336, p. 1-7, 2018.

SELTZER, Z.; DUBNER, R.; SHIR, Y.; A novel behavioral model of neuropathic pain
disorders produced in rats by partial sciatic nerve injury. Pain, v. 43, p. 205-218, 1999.

SILVA, G. A. New class of potent antinociceptive and antiplatelet 10H-phenothiazine-1-
acylhydrazone derivatives. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 12, p. 3149-3158, 2004.

SILVA, J. C. et al. Modelos experimentais para avaliacdo da atividade antinociceptiva de
produtos naturais: uma revisdo. Revista Brasileira de Farmacia, v. 94, p. 18-23, 2013.

SIMON, J. P.; PRINCE, S. E. Natural remedies for non-steroidalanti-inflammatory drug-
induced toxicity. Journal of Applied Toxicology, v. 37, p. 71-83, 2017.

SZCZUDLIK, A. et al. Diagnosis and management of neuropathic pain: Review of literature
and recommendations of the polish association for the study of pain and the polish
neurological society — Part two. Neurologia | Neurochirurgia Polska, v. 48, n. 6, p. 423-
435, 2014.

TRACEY, D. J.; WALKER, J. S. Pain due to nerve damage: are inflammatory mediators
involved? Inflammation Research, v. 44, n. 10, p. 407-411, 1995.



99

TRACEY, I.; MANTYH, P. W.; The cerebral signature for pain perception and its
modulation. Neuron, v. 55, p. 377-391, 2007.

VELASCO, M.; O’SULLIVAN, C.; SHERIDAN, G.K. Lysophosphatidic acid receptors
(LPARS): Potential targets for the treatment of neuropathic pain. Neuropharmacology, v.
113, p. 608-617, 2017.

VIEGAS, F. P. D. Sintese e estudo farmacoldgico de novos candidatos a protétipos de
farmacos de acédo dupla Uteis ao tratamento da doenca de Alzheimer, 2013. 155f.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica). UNIFAL-MG, Alfenas, 2013.

VITOR, A. O. et al. Psicofisiologia da dor: uma revisdo bibliografica. RECIIS, v. 2,n. 1, p.
87-96, 2008.

WALKER, K.; FOX, A. J.; URBAN, L. A. Animal models for pain research. Molecular
Medicine Today, v. 5, p. 319-321, 1999.

WALKER, K.; PERKINS, M.; DRAY, A.; Kinins and Kinin receptors in the nervous system,
Neurochem Int, v. 26, p. 1-16, 1995.

WOOLF, C. J. What is this thing called pain? The Journal of Clinical Investigation, v. 120,
n. 11, p. 3742-3744, 2010.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). The top 10 causes of death. Disponivel em:
<http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/>. Acesso em: 01 Set. 2017.

ZIMMERMANN, M. Pathobiology of neuropathic pain. European Journal Pharmacology,
v. 429, p. 23-37, 2001.


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/

APENDICE

APENDICE A — Tabelas de dados obtidos e de comparacdo de RMN de H e *C.
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Tabela 3 - Dados de RMN de 'H e **C do composto (27) (CD;OD, 300 e 75 MHz) e dados de referéncia do
PeQuiM (*6 *H e *§ 1*C).

Posicdo | o'H (ppm) | Multiplicidade | J (Hz) 0°°C *6 'H (ppm) % °C
(ppm) (ppm)
2 - - 1447 - 1433
3 7,44 d 8,4 130,5 7,43 129,1
4 7,96 d 8,4 130,5 7,95 129,1
5 -- - - 130,3 -- 129,1
6 7,96 d 8,4 130,5 7,95 129,1
7 7,44 d 8,4 130,5 7,43 129,1
8 -- -- -- 168,4 -- 167,0
10 3,64-3,54 m -- 63,5 3,57 62,1
(H ax) 1,96-1,86 (H ax) 1,91-1,86
12 m -- 61,7 60,3
(H eq) 2,87-2,83 (H eq) 2,86-2,82
13 3,70-3,61 m -- 67,9 3,70-3,62 66,5
(H ax) 1,29-1,17 (H ax) 1,24-1,19
14 m -- 33,8 32,4
(Heq) 1,96-1,86 (Heq) 1,91-1,86
(H ax) 1,62-1,49 (H ax) 1,58-1,49
15 m -- 24,0 22,6
(H eq) 1,77-1,69 (H eq) 1,76-1,68
(H ax) 2,08-2,00 (H ax) 2,06-2,02
16 m -- 54,4 53,0
(Heq) 2,70-2,64 (Heq) 2,67-2,64
18 3,89 S -- 52,6 3,88 51,2

Fonte: Do autor.
*Dados de RMN de 'H e *C (CD;0D, 300 e 75 MHz) utilizados como referéncia do banco de dados do PeQuiM
(OLIVEIRA, 2017).



101

Tabela 4 - Dados de RMN de *H e 3C do composto (28) (CDs0OD, 300 e 75 MHz) e dados de referéncia do
PeQuiM (*6 *H e *§ *C).

Posicio | &M (ppm) | Multiplicidade | 3 (Hz) |  C. | «5H (ppm) | 0 C
(ppm) (ppm)
2 - - 1428 - 141,3
3 7.43 d 84 1282 7.42 126,8
4 7.75 d 84 1307 7.75 129.2
5 - - ~ 1332 - 131,8
6 7.75 d 84 1307 7.75 129,2
7 7.43 d 84 1282 7.42 126,8
8 - - ~ 1695 - 168,0
10 3,63-3,54 m - 835 357 62,1
(H ax) 1,97-1,86 (H ax) 1,96-1,90
12 m ~ 616 60,2
(H eq) 2,88-2,84 (H eq) 2,.87-2,83
13 3,71-3,63 m ~ 678 3,67-3,63 66,4
(H ax) 1,20-1,17 (H ax) 1,28-1,21
14 m - 338 324
(H eq) 1,97-1,86 (H eq) 1,96-1,90
(H ax) 1,62-1,49 (H ax) 1,59-1,51
15 m ~ 239 225
(H eq) 1,78-1,70 (H eq) 1,74-1,71
(H ax) 2,10-2,02 (H ax) 2,08-2,01
16 m ~ 543 52,9

(H eq) 2,72-2,66

(H eq) 2,69-2,65

Fonte: Do autor.
*Dados de RMN de 'H e **C (CD;0D, 300 e 75 MHz) utilizados como referéncia do banco de dados do PeQuiM
(OLIVEIRA, 2017).



102

Tabela 5 - Dados de RMN de *H e *C do composto (30a) (*H CD30D, 300 e *C (CD3),SO, 75 MHz) e dados de

referéncia do PeQuiM (*6 'H e *5 ©°C).

Posicio | & 'H (ppm) | Multiplicidade | 3 (H2) | _C. | *sH ppm) | 0 C
(ppm) (ppm)
1 - - 1349 - 134,9
2 7,65 d 81 1294 7,56 129,4
3 8,03 d 81 1283 7.95 128,1
4 . . ~ 1328 - 132,4
5 8,03 d 81 1283 7.95 128,1
6 7,65 d 81 1294 7,56 129,4
7 . - ~ 1635 . 163,5
10 4,12-4,03 m ~ 613 3,59 63,2
(H ax) 2,01-1,94 (H ax) 1,89-1,86
12 m ~ 601 61,8
(H eq) 3,11-3,06 (H eq) 2,98-2,94
13 3,92-3,86 m - 656 3,84 66,1
(H ax) 1,01-0,92 (H ax) 1,42-1,28
14 m ~ 329 333
(H eq) 2,01-1,94 (H eq) 1,89-1,86
(H ax) 1,29-1,14 (H ax) 1,42-1,28
15 m ~ 226 23,2
(H eq) 1,71-1,51 (H eq) 1,85-1,61
(H ax) 2,75-2,55 (H ax) 2,44-2,28
16 m ~ 530 53,0
(H eq) 3,03-2,96 (H eq) 2,84
18 8.45 s ~ 1470 8,34 146,9
19 . . ~ 1328 . 132,4
20 7.46 d 81 1294 7.44 129,4
21 7,86 d 84 1294 7,83 129,4
22 . . ~ 1338 . 1338
23 7,86 d 84 1294 7,83 129,4
24 7.46 d 81 1294 7.44 129,4

Fonte: Do autor.
*Dados de RMN de (*H CD;0D, 300 MHz) e (**C (CD5),SO, 75 MHz) utilizados como referéncia do banco de
dados do PeQuiM (OLIVEIRA, 2017).
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Tabela 6 - Dados de RMN de *H e *C do composto (30b) (CD,0OD, 300 e 75 MHz) e dados de referéncia do
PeQuiM (*6 *H e *§ ©*C).

Posicio | & 'H (ppm) | Multiplicidade | 3(Hz) | ¢ C. | *sH (ppm) | 0 C
(ppm) (ppm)
1 - - - 1428 - 134,4
2 752 d 81 1309 751 129.2
3 7.93 d 84 1288 7,01 128,1
4 . . - 1333 . 1327
5 7,93 d 84 12838 7,91 128,1
6 7,52 d 81 1309 751 129.2
7 . . - 1666 - 162,0
10 3.72-3,66 m - 633 3.70 59,5
(H ax) 2,08-2,01 (H ax) 2,10-2,03
12 m - 6l4 59,5
(H eq) 2,93-2,88 (H eq) 2,93-2,88
13 3.72-3,66 m - 676 3.70 61,9
(H ax) 1,32-1,26 (H ax) 1,35-1,28
14 m - 335 27,7
(H eq) 1,93-1,76 (H eq) 1,92-1,77
(H ax) 1,64-1,54 (H ax) 1,64-1,56
15 m 237 17,5
(H eq) 1,93-1,76 (H eq) 1,92-1,77
(H ax) 2,21-2,14 (H ax) 2,23-2,17
16 m - 544 54,5
(H eq) 2,77-2,71 (H eq) 2,77-2,73
18 8,34 s -~ 1508 8,30 149.7
19 . . - 1280 - 126,5
20 7.78 d 87 1306 778 131,3
21 6,99 d 87 1153 6,99 113.9
22 - . - 1633 . 164,5
23 6,99 d 87 1153 6,99 113.9
24 7.78 d 87 1306 778 131,3
27 3,84 s -~ 559 3,84 56,4

Fonte: Do autor.
*Dados de RMN de *H e *C (CD;0D, 300 e 75 MHz) utilizados como referéncia do banco de dados do PeQuiM
(OLIVEIRA, 2017).
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Tabela 7 - Dados de RMN de *H e **C do composto (30c) (*H CD;0D, 300 e **C (CD5;),SO, 75 MHz) e dados de
referéncia do PeQuiM (*6 'H e *5 ©°C).

Posicio | 4 'H (ppm) | Multiplicidade | J (Hz) | ©.C | *6'H ppm) | ¢ C
(Ppm) (ppm)
1 - - - 1427 - 1427
2 752 d 78 1277 7,63 127,6
3 7,95-7,88 m . 1287 8,00 1293
4 - . . 131,8 . 132,0
5 7,95-7,88 m - 1287 8,00 129.2
6 752 d 78 1277 7,63 127,6
7 - . . 163,2 - 163,1
10 3,70-3,65 m . 61,8 4,08 61,7
(H ax) 2,02-1,92 (H ax) 2,62
12 m - 61,1 61,1
(H eq) 2,92-2,86 (H eq) 3,09-3,00
13 3,70-3,65 m . 66,1 3.90 66,1
(H ax) 1,32-1,24 (H ax) 1,54-1,51
14 m . 333 332
(H eq) 2,02-1,92 (H eq) 2,00
(H ax) 1,63-1,52 (H ax) 1,75-1,72
15 m - 233 232
(H eq) 1,80-1,73 (H eq) 1,89-1,82
(H ax) 2,15-2,08 (H ax) 2,82
16 m . 53,0 53,0
(H eq) 2,74-2,69 (H eq) 3,09-3,00
18 8,39 s - 146,7 8,39 146,5
19 . . . 131,1 - 131,0
20 7.95-7,88 m . 1293 7,88 1287
21 7.18 t 90  116,0 717 116,1
164,8;
22 - . - 163,2 -
161,5
23 7.18 t 90  116,0 717 116,1
24 7.95-7,88 m - 1293 7,68 1287

Fonte: Do autor.
*Dados de RMN de (*H CD;0D, 300 MHz) e (**C (CD5),SO, 75 MHz) utilizados como referéncia do banco de
dados do PeQuiM (OLIVEIRA, 2017).
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Tabela 8 - Dados de RMN de *H e **C do composto (30d) (CsDsN, 300 e 75 MHz) e dados de referéncia do
PeQuiM (*6 'H e *o 1*C).

Posicio | 4'H (ppm) | Multiplicidade | J(Hz) | ® C | «sH(ppm) | 0 C
(ppm) (ppm)
1 - = T 1421 = 142,3
2 7,50 d 81 1281 7,50 127.9
3 8,26 d 81 1296 8.26 129,2
4 . . ~ 1340 . 132,9
5 8,26 d 81 1296 8.26 129,2
6 7,50 d 81 1281 7,50 127,9
7 . - - 1646 - 163,1
8 12,36 s . . - .
10 3,50-3,48 m - 625 3,55-3,53 62,0
(H ax) 2,24-1,98 (H ax) 2,25-1,98
12 m -~ 616 61,2
(H eq) 2,65-2,63 (H eq) 2,67-2,63
13 4,09-4,02 m -~ 668 4,10-4,03 66,3
(H ax) 1,72-1,55 (H ax) 1,74-1,55
14 m - 338 335
(H eq) 2,24-1,98 (H eq) 2,25-1,98
(H ax) 1,72-1,55 (H ax) 1,74-1,75
15 m -~ 235 234
(H eq) 1,72-1,55 (H eq) 1,74-1,75
(H ax) 2,24-1,98 (H ax) 2,25-1,98
16 m -~ 536 51,3
(Heq) 2,24-1,98 (H eq) 2,25-1,98
18 8,72 s ~ 1492 8.74 148,6
19 . - -~ 1249 - 1238
20 7.92 d 87 1293 7.92 128,8
21 6,97 d 87 1154 6,97 115,0
22 . - - 1534 - 152,8
23 6,97 d 87 1154 6,97 115,0
24 7,92 d 87 1293 7.92 128,8
26 3,13-3,09 m ~ 492 3,11 4838
27 1,47-1,39 m ~ 257 1,49-1,41 25.4
28 1,47-1,39 m -~ 245 1,49-1,41 243
29 1,47-1,39 m ~ 257 1,49-1,41 25.4
30 3,13-3,09 m ~ 492 3,11 4838

Fonte: Do autor.
*Dados de RMN de (*H CsDsN, 300 MHz) e (°C (CD;),SO, 75 MHz) utilizados como referéncia do banco de
dados do PeQuiM (OLIVEIRA, 2017).



