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STRATEGY OF MOLECULAR SIMPLIFICATION IN RATIONAL DRUG DESIGN: THE DISCOVERY OF A NEW
CARDIOACTIVE AGENT. In this article are described examples of the successful use of molecular simplification strategy in
the discovery of new drugs from bioactive natural products and synthetic compounds. The discovery of a new cardiotonic derivative
(37, 2-thienylidene-3,4-methylenedioxybenzoylhydrazine; LASSBio-294), efficiently synthesized from Brazilian natural product
and structurally designed by molecular simplification of active pyridazinone compounds reported in the literature, is described.
A brief description of the pharmacological profile of this new cardiotonic lead-compound, belonging to the N-acylhydrazone
(NAH) class, is also reported herein.
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INTRODUÇÃO

O processo de descoberta de novos fármacos, atribuição da Quí-
mica Medicinal, caracteriza-se por sua complexidade, fruto da
multiplicidade de fatores que envolvem o planejamento molecular
de novas estruturas capazes de apresentarem os efeitos farmacológicos
desejados, com biodisponibilidade adequada ao seu emprego
terapêutico, seguro e confortável1,2.

Em virtude desta multiplicidade de fatores que, além da
biodisponibilidade, incluem a toxicidade e o metabolismo, o proces-
so de planejamento racional de novos fármacos envolve vários bi-
lhões de dólares e ocupa milhares de pesquisadores titulados, de di-
ferentes áreas, em diversos laboratórios de pesquisa, tanto industri-
ais como acadêmicos. Este processo representou um desafio insupe-
rável durante muito tempo, começando a ser vencido há ca. 30 anos,
pela descoberta da cimetidina (1)3,4, primeiro fármaco capaz de pre-
venir e curar a úlcera péptica. Este fármaco foi planejado para atuar
como antagonista seletivo de receptores histaminérgicos do sub-tipo
2 (H-2) e representou, à época de seu lançamento, inovação terapêu-
tica singular4.

O impacto terapêutico da descoberta da cimetidina (1)3 no trata-
mento da úlcera péptica despertou o interesse de outros laboratórios
industriais farmacêuticos, que desenvolveram outros antagonistas H-
2, tipicamente como fármacos “me too” da cimetidina (1, Tagamet),
empregando como estratégia de modificação molecular o
bioisosterismo clássico de anéis5,6, inter-alia, ranitidina (2, Zantac),
famotidina (3, Pepcid) e nizatidina (4), entre outros7.

Recentemente, face aos impressionantes avanços científico-
tecnológicos observados em diversas áreas como a biologia estrutu-
ral, molecular e a química computacional, por exemplo, o planeja-
mento racional de novos fármacos tornou-se uma realidade.

A Figura 1 ilustra algumas das disciplinas envolvidas com o pro-
cesso do planejamento racional de fármacos, destacando as
tecnologias emergentes, que representaram significativas conquis-
tas científicas do final do século 20, e que influenciarão sobremanei-
ra este processo neste novo século. Vale destacar a contribuição da
química computacional8 e, mais recentemente, da química
combinatória9 que, acoplada ao contínuo desenvolvimento de com-
putadores cada vez mais eficientes, viabilizou bioensaios robotizados
de vastas quimiotecas que, provavelmente, desenharão novos
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paradigmas para o processo de descoberta racional de novos fármacos.
A conquista do genoma e o desenvolvimento do proteoma10, além
da nanotecnologia, representam aspectos recentes do avanço
tecnológico que, certamente, terão enorme impacto neste processo.

Na Figura 1 estão ilustrados também alguns fármacos que pode-
riam ser merecedores do título de “fármaco da década”, consideran-
do-se o impacto terapêutico que representaram à época de seus lan-
çamentos, tanto pelo nível de inovação quanto pelo índice de benefí-
cio à saúde que trouxeram.

A ABORDAGEM FISIOLÓGICA NA DESCOBERTA DE
FÁRMACOS11

A Química Medicinal dedica-se a estudar as razões moleculares
da ação dos fármacos, a relação entre a estrutura química e a ativida-
de biológica/farmacológica, além do planejamento racional de no-
vos fármacos1,2. Em função da multiplicidade de fatores envolvidos
na resposta terapêutica de uma substância exógena como o fármaco,
o cumprimento desta difícil e complexa missão exige equipe
interdisciplinar e fundamenta-se, simplificadamente, na tríade: Quí-
mica Orgânica - Farmacologia - Química Computacional, ilustrada
na Figura 2.

A  eficácia que o fármaco deve apresentar depende de suas pro-
priedades farmacodinâmicas e farmacocinéticas. As primeiras de-
pendem das principais interações envolvidas no reconhecimento

molecular dinâmico deste ligante pelo biorreceptor, i.e. grupos
farmacofóricos, e definem sua afinidade. As últimas, governam os
fatores de absorção, distribuição, metabolismo e eliminação do
fármaco na biofase12. Este binômio definirá o perfil de eficácia e
biodisponibilidade do fármaco.

Diversas estratégias de planejamento molecular de fármacos são
disponíveis13, sendo aquela baseada no mecanismo de ação
farmacológica pretendido, também denominada de abordagem fisio-
lógica, a principal11,14.

A Figura 3, um detalhamento da Figura 2,  ilustra, esquemati-
camente, as etapas hierárquicas da abordagem fisiológica11 para a
descoberta racional de fármacos que subentende o prévio conheci-
mento da fisiopatologia em tela, condição essencial à correta eleição
do alvo-terapêutico mais adequado, etapa inicial estratégica deste
processo.

O alvo-terapêutico, representado por uma biomacromolécula -
enzima ou receptor, propriamente dito - pode ter sua estrutura
molecular conhecida ou não (Figura 3) 14. Um terço dos fármacos
atuais atuam como inibidores enzimáticos e cerca de 200 enzimas
são alvos-terapêuticos, sendo que cerca de 9000 estruturas protéicas
estão resolvidas por RMN ou raios-X e são disponíveis em bancos
de dados.  Em ambos os casos, o planejamento molecular de novo
ligante/análogo-ativo pode ser realizado, seja partindo-se do substrato
natural e introduzindo-se modificações  moleculares, guiadas pelas
estratégias clássicas da Química Medicinal, seja estudando-se os ín-
dices de complementaridade molecular  entre bioligante-receptor com
emprego de técnicas computacionais como a modelagem molecular15

e definindo-se os diferentes tipos de interações envolvidas14,15.
Entretanto, hèlas, nem sempre o bioligante ativo identificado in

vitro neste processo racional apresenta perfil de biodisponibilidade
adequado in vivo e, não raramente, novas modificações moleculares
são necessárias para ajuste das propriedades farmacocinéticas16. Este
ajuste será tão mais eficaz quanto se conheçam as contribuições
farmacofóricas das diferentes sub-unidades estruturais do bioligante,
o que permite preservá-las, assegurando, em tese, o reconhecimento
molecular pelo biorreceptor.

Uma vez comprovada a atividade farmacológica desejada por
meio de protocolos farmacológicos in vivo,  tem-se um novo com-
posto-protótipo (Figura 3), candidato a novo fármaco. Recentemen-
te introduziu-se o termo “hit” para designar ligante ou análogo-ativo
de baixa afinidade ou eficácia, respectivamente, representando uma
etapa anterior à identificação do composto-protótipo.

O novo composto-protótipo pode ter sua eficácia otimizada por
Figura 2. A tríade do processo de planejamento racional de fármacos
baseada na abordagem fisiológica

Figura 3. Etapas hierárquicas do processo de descoberta racional de
fármacos baseado na abordagem fisiológica: da esquerda para direita,

iniciando com a etapa crítica de eleição do alvo terapêutico (SAR = relação

estrutura-atividade; NCE = nova entidade química)

Figura 1. A interdisciplinaridade do processo da descoberta racional de

fármacos
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modificações estruturais subseqüentes (Figura 3), planejadas de for-
ma a preservar as propriedades farmacocinéticas detectadas nos
bioensaios in vivo.  Uma vez otimizado o composto-protótipo iden-
tificado na série congênere bioativa e com comprovada ausência de
toxicidade, tem-se uma nova entidade química (“NCE”)17, estrutu-
ralmente original, que pode ser submetida às fases de ensaios pré-
clínicos e clínicos, resultando, finalmente, num novo fármaco (Figu-
ra 3) 14.

Para levar a termo e com sucesso esta missão, a Química Medi-
cinal dispõe de diversas estratégias de planejamento molecular, den-
tre as quais a simplificação molecular de um protótipo-eleito. Neste
processo, embora a intuição química do químico medicinal contri-
bua enormemente, identificar e preservar as sub-unidades farma-
cofóricas é essencial ao sucesso do desenho dos novos padrões es-
truturais pretendidos.

Neste trabalho, descrevem-se exemplos do emprego desta estra-
tégia na descoberta de fármacos originados de produtos naturais e
compostos sintéticos bioativos e a descoberta de novo protótipo de
fármaco cardioativo de origem sintética, da classe das N-acilidrazonas
(NAH)14, empregando produto natural abundante, como matéria-pri-
ma.

A ESTRATÉGIA DE SIMPLIFICAÇÃO MOLECULAR

A simplificação molecular foi inicialmente empregada na obten-
ção de  compostos estruturalmente mais simples, a partir de protóti-
pos naturais ativos, estruturalmente complexos. Esta estratégia de
planejamento molecular de novos fármacos foi empregada em seus
primórdios, empiricamente, sem o prévio conhecimento das dife-
rentes contribuições farmacofóricas das distintas sub-unidades es-
truturais do protótipo, geralmente, mas não exclusivamente, de ori-
gem natural. Atualmente, os avanços observados no estudo da rela-
ção entre a estrutura química e a atividade permitiram que esta estra-
tégia passasse a ser empregada de forma racional, preservando as
sub-unidades farmacofóricas, previamente identificadas no compos-
to-protótipo eleito, natural ou sintético18.

Em todos os processos de planejamento racional de novos
bioligantes ou compostos-protótipos, deve-se considerar as eventu-
ais contribuições toxicofóricas das sub-unidades estruturais destes
protótipos ou bioligantes, principalmente ao nível do retículo
microssomal hepático, responsável por oxidações dependentes do
CYP450, essenciais à bioformação de substâncias endógenas e ao
correto funcionamento de funções fisiológicas vitais12. A presença
de grupos funcionais eletrofílicos (e.g. grupos funcionais aceptores
de Michael, epóxidos)  e sub-unidades estruturais extensamente
coplanares devem ser consideradas como atributo de potencial hepato-
e citotoxicidade, respectivamente, devendo ser, portanto, evitadas12.

“Domesticando” produtos naturais bioativos

Inúmeros alcalóides, termo introduzido em 1818 pelo químico
alemão Wilhelm Meissner para denominar substâncias naturais bá-
sicas, de distintas classes, originaram importantes fármacos, de di-
versas categorias terapêuticas, pelo emprego, ainda empírico, à épo-
ca, da estratégia de simplificação molecular do produto natural pro-
tótipo.

Um exemplo clássico é a morfina (5), alcalóide isolado de  Papaver
somniferum (Papaverácea) pelo farmacêutico alemão F. W. A. Setürner,
em 1803.  Este fármaco foi o precursor dos analgésicos da classe da 4-
fenilpiperidinas, representados pela petidina (6)19, ilustrando signifi-
cativamente o sucesso da estratégia de simplificação molecular, su-
cessiva, de protótipos naturais. A estrutura da petidina (6) caracteriza-
se pela presença de um sistema piperidínico  similar àquele contido na

morfina (5), em que o carbono C-4, quaternário, encontra-se ligado ao
anel benzênico (Esquema 1)19. Este correspondia ao grupo
farmacofórico clássico dos hipnoanalgésicos opiáceos.

A quinina (7), um dos principais componentes da casca de
Cinchona officinalis, é outro exemplo clássico20. Este alcalóide ori-
ginou, mais recentemente, por simplificação molecular planejada,
os derivados antimaláricos da classe dos hidroximetilquinolínicos
ou quinolinometanóis, exemplificados pela mefloquina (8)21  (Es-
quema 2). O processo de simplificação molecular que originou a
mefloquina (8) compreende, basicamente, a modificação do anel
rubânico da quinina (7) para o sistema piperidínico. A presença dos
substituintes triflúormetila nos carbonos  2 e 8 do sistema quinolínico
foi ditada por razões metabólicas. A mefloquina (8) veio a suplantar
os fármacos mais antigos das classes das 4-aminoquinolinas,
exemplificado pela cloroquina (9, Esquema 6).

O aciclovir (10, Zovirax)22, descoberto, em 1977, nos laborató-
rios Welcome, EUA, por Gertrude Elion e colaboradores, é um deri-
vado purínico sintético, obtido por simplificação molecular ou aber-
tura de anel (processo especial de modificação molecular) da
guanosina (11) (Esquema 3) é empregado até hoje, com sucesso, no
tratamento do Herpes sp..

O captopril (12, Capoten), descoberto em 1977, nos laboratóri-
os Squibb, por Ondetti e colaboradores23, é um fármaco anti-

Esquema 3

Esquema 2

Esquema 1
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hipertensivo, peptóide, desenvolvido por simplificação molecular
consecutiva do nonapetídeo teprotido (13, SQ-20.881). Este último
possui a mesma seqüência dos peptídeos isolados por Ferreira e co-
laboradores, em 1965, do veneno de jararaca (Bothrops jararaca)24,
identificados como inibidores da enzima conversora de angiotensina
(ECA). Esta enzima promove a hidrólise de ligações peptídicas en-
volvendo a prolina, o que explica a presença do sistema pirrolidônico
em 12, que apresentou IC

50
 de 0,023 µM com K

i  
de 0,0017 µM.

Inibidores da ECA previnem a bioformação da angiotensina II, endo-
peptídeo pró-vasoconstritor e, simultaneamente, a degradação da
bradicinina, potente agente hipotensor endógeno e representaram, à
época, importante inovação terapêutica para o tratamento da hiper-
tensão (Esquema 4).

Fármacos sintéticos

Dentre os fármacos antiinflamatórios não-esteróides (NSAI) que
atuam como inibidores da enzima prostaglandina endoperóxido
sintase (PGHS)25, descobertos pelo emprego da estratégia de simpli-
ficação molecular, encontra-se, entre outros, o zomepiraco (14) (Es-
quema 5)26. Este agente NSAI foi estruturalmente planejado por sim-
plificação molecular da indometacina (15), protótipo da classe dos
agentes NSAI do grupo dos ácidos aril-acéticos descoberto por Shen
e colaboradores, em 196227.  O planejamento estrutural do zomepiraco
(14) foi inspirado na necessidade de se excluir o sistema indólico do
protótipo, responsabilizado pelos efeitos adversos sobre o SNC pro-
vocado pela indometacina (15) e metabólitos em alguns pacientes
(Esquema 6).

No domínio dos quimioterápicos a cloroquina (9) é um exemplo
clássico. Este fármaco antimalárico resultou do emprego da estraté-
gia de simplificação molecular sobre a mepacrina (16), antimalárico
da classe das 9-aminoacridinas, descrita em 1932 (Esquema 6).

O indinavir (17, Crixivan)28,  fármaco antiviral empregado no
tratamento da síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA), atua
como inibidor de protease viral, i.e. Asp-proteases (Esquema 7) 29.
Este agente antiviral contemporâneo é exemplo recente da descober-
ta de fármacos baseada na abordagem fisiológica, aplicando-se a es-
tratégia de simplificação molecular de um protótipo desenvolvido
a partir do conhecimento da estrutura 3D do sítio receptor. A partir
da estrutura de Asp-proteases, o protótipo (18) foi planejado, repre-
sentando a segunda geração de candidatos a inibidores desta enzima,
essencial no ciclo evolutivo do vírus, compreendendo a otimização
dos derivados ureídicos inicialmente identificados30. A substância
(18) possui na sub-unidade estrutural A, i.e. sistema cis-peridroiso-
quinolínico funcionalizado, três centros estereogênicos (Esquema 7).
A simplificação molecular deste sistema por eliminação de dois des-
tes centros e com a inclusão do anel isostérico piperazínico N-subs-
tituído originou o indinavir (17)28.

APLICAÇÃO DA ESTRATÉGIA DE SIMPLIFICAÇÃO
MOLECULAR: A DESCOBERTA DE NOVO AGENTE
CARDIOATIVO (LASSBIO-294)

As fosfodiesterases (PDE’s) são importantes classes de enzimas
que promovem a hidrólise do monofosfato cíclico de adenosina e
guanosina (cAMP e cGMP) (Esquema 8)31. Estes segundos mensa-
geiros são responsáveis pela mediação de diversas respostas fisioló-
gicas vitais, envolvendo diferentes  hormônios, neurotransmissores
ou autacóides. O aumento da taxa celular destes nucleotídeos cíclicos,
por exemplo, promove a ativação de proteínas quinases (PK’s) que,
por sua vez, efetuam a fosforilação de diferentes tipos de substratos,
regulando inúmeras respostas celulares31.

A compreensão das bases bioquímicas deste processo fez com
que as PDE’s fossem reconhecidas como importantes alvos-
terapêuticos, despertando o interesse dos químicos medicinais31.

Atualmente são conhecidas ca. 11 isoformas de PDE’s (PDE1-
PDE11)32,33, amplamente distribuídas em diferentes tecidos ou célu-
las como coração, cérebro, neutrófilos, linfócitos-T, macrófagos,
eosinófilos, plaquetas, entre outros, classificadas em função do
nucleotídeo cíclico que elegem como substrato específico ou prefe-
rencial31. O efeito de um inibidor seletivo de PDE’s promove acúmulo
de cAMP ou cGMP em determinado tecido, modulando, por exem-

Esquema 7

Esquema 6

Esquema 8

Esquema 5

Esquema 4
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plo, canais iônicos celulares e alterando o estado de ativação destas
células, resultando, por exemplo, no relaxamento da musculatura
lisa ou na redução da atividade de células inflamatogênicas34.

A isoforma PDE4, específica para cAMP, por exemplo, pode
apresentar, ainda, sub-tipos (PDE4A-D)35 e é aquela predominante-
mente envolvida na resposta inflamatória, sendo inibidores seletivos
desta isoforma fármacos como o rolipram (19), capazes de reduzi-
rem a produção de citocinas flogísticas e atenuarem a evolução da
resposta inflamatória do processo asmático36,37.

Um exemplo recente do sucesso terapêutico do emprego de
inibidores de PDE’s  é o sildenafil (20, Viagra)38, fármaco útil para
o tratamento da disfunção eréctil, lançado em 2000 pelos laboratóri-
os Pfizer e que representa importante inovação terapêutica, atuando
como inibidor seletivo da PDE5.

A descoberta de novo protótipo cardiotônico LASSBio-294
(37)

A fisiopatologia da insuficiência cardíaca caracteriza-se pelo
infarto do miocárdio com edema e congestão periférica. A terapia
geralmente empregada para o tratamento destes quadros inclui o uso
de fármacos capazes de aumentarem a contratibilidade do miocárdio
com efeitos inotrópicos positivos, e.g. glicosídeos cardíacos39, com-
binados com diuréticos. Infelizmente o uso dos glicosídeos car-
diotônicos tem sido restrito, em função de seus efeitos  pró-
arritmogênicos e do reduzido índice terapêutico que possuem. Além
destes cardiotônicos que parecem atuar sobre a Na+-K+-ATPase,
fármacos inibidores da enzima conversora de angiotensina (ACE)40,
antagonistas de receptores de angiotensina41, antagonistas de canais
de cálcio42, e antagonistas adrenérgicos43 têm sido empregados no
tratamento da insuficiência cardíaca.

O envolvimento do Ca+2 miofibrilar e da isoforma cardíaca de
PDE3, que apresenta a mesma afinidade para ambos nucleotídeos
cAMP e cGMP, tem antecipado a possibilidade de se tratar a insufi-
ciência cardíaca congestiva com inibidores desta isoforma, capazes
de promover efeitos combinados vasodilatadores e inotrópicos posi-
tivos44.

Entre os inibidores conhecidos da PDE345 encontram-se diver-
sos derivados piridazinônicos sintéticos46 (21 e 22, Esquema 9) 47,48.
Estas substâncias (21 e 22) originaram-se dos derivados pirida-
zinônicos (23), estruturalmente relacionados à classe dos cardio-
tônicos 2-(1H)piridonas (24) a que pertence a milrinona (25)49,
fármaco cardiotônico, inibidor de PDE3, lançado em 1981 pelos la-
boratórios Sterling Co., EUA.

Dentre os compostos PDE-ativos da classe dos derivados
piridazinônicos (23), a zardaverina (26) apresentou propriedades
inibidoras seletivas para a isoforma de  PDE450. Embora estrutural-
mente similar, o imazodam (21)48, primeiro derivado diidro(2H)-
piridazinônico descrito, possui propriedades inibidoras da isoforma
PDE3 e foi identificado como fármaco cardiotônico. O pimobendam
(22) 48, derivado da mesma classe, descrito em 1982 como novo agente
inotrópico positivo, também atua como inibidor de PDE3, diferindo

de (21) por apresentar reduzidos efeitos pró-arritmogênicos48 e mai-
or eficácia contrátil, devido à sua ação sobre o Ca+2  celular51.

Há algum tempo vimos estudando no Laboratório de Avaliação
e Síntese de Substâncias Bioativas (LASSBio) da Faculdade de Far-
mácia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), o planeja-
mento, a síntese e as propriedades farmacológicas de novos deriva-
dos N-acilidrazônicos (NAH) bioativos14, tendo sido identificados
inúmeros compostos com atraentes propriedades antiflogísticas,
antitrombóticas e analgésicas52-53.

O emprego da estratégia de simplificação molecular, ilustrada
no Esquema 10, sobre os derivados diidro(2H)piridazinônicos (21 e
22), representada pela simples ruptura da ligação a permitiu identifi-
car-se a função NAH, mascarada no sistema heterocíclico de (21) e
(22).

A aplicação desta estratégia de simplificação molecular sobre os
inibidores de PDE3 (21) e (22), possuindo importantes propriedades
cardioativas, permitiu o reconhecimento da similaridade molecular
existente entre derivados N-acilidrazônicos e estes compostos
cardioativos, estimulando-nos ao planejamento de novos derivados
NAH (27, Esquema 11). Estes foram investigados quanto às suas
eventuais propriedades cardiotônicas, ampliando as perspectivas de
emprego terapêutico desta classe de derivados de contínuo interesse
do laboratório, tipicamente simples do ponto de vista estrutural e,
portanto, de fácil acesso sintético, atributos fascinantes para o quí-
mico medicinal.

Esquema 9

Esquema 10
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A gênese da nova série de derivados NAH (27) (Esquema 11)
fundamentou-se na inclusão de unidade aromática b na função acila,
eliminando-se o carbono estereogênico C-5,  presente em derivados
(2H)-piridazinônicos ativos como o pimobendam (22) e outros (Es-
quema 10)54. Existem relatos na literatura que descrevem a
estereoespecificidade na ação dos enântiomeros desta classe de deri-
vados sobre a PDE3 54.

A natureza da sub-unidade estrutural b incluída nos novos deri-
vados NAH (27) inspirou-se no safrol (28) (Esquema 11), principal
componente químico do óleo de Sassafrás e amplamente estudado
em nosso laboratório como matéria-prima para a síntese de substân-
cias bioativas55. O reconhecimento do caráter ambidente do sistema
benzodioxol presente em (28) decorre da propriedade em interagir
com possíveis sítios de reconhecimento molecular de receptores bio-
lógicos atuando como aceptor de ligações-H e por interações
hidrofóbicas (Esquema 11), simultaneamente, o que o credencia como
um atraente bióforo, como comprovam resultados anteriores obtidos
no laboratório55.

Uma vez definido o padrão estrutural da sub-unidade b dos no-
vos derivados NAH planejados (27), restava-nos eleger o padrão es-
trutural do substituinte aromático  c (Esquema 10) da insaturação
iminíca de (27).

O dantroleno (29, Esquema 12), fármaco descrito em 198656 e
introduzido na terapêutica como agente miorrelaxante esquelético,
atuando, seletivamente, na liberação do Ca+2 do retículo
sarcoplasmático (SR), é o único fármaco efetivamente indicado no
tratamento da hipertermia maligna ou da esclerose múltipla57 e, re-
centemente, seu mecanismo de ação foi elucidado envolvendo os
canais de Ca+2 modulados pelos receptores de rianodina58.

A análise da estrutura deste fármaco hidantoínico (29) eviden-
cia, mais uma vez, a presença da função NAH (a, Esquema 12) par-
cialmente incluída no anel imidazolinodiônico (b, Esquema 12) e
substituída na insaturação imínica pelo núcleo 2-furano-5-
funcionalizado (c, Esquema 12). Esta análise estrutural inspirou a
natureza heterocíclica do padrão de substituição aromática c (Esque-
ma 11) da insaturação C=N da nova classe de derivados NAH plane-
jados (27)(Esquema 11) 14,52.

O Esquema 13 ilustra a rota sintética empregada para a prepara-
ção dos novos derivados NAH (27) que se fundamentou no emprego
de metodologia clássica, amplamente utilizada na síntese de inúme-
ras e distintas séries de derivados NAH bioativos, descritos por
Barreiro e colaboradores14,52,59. Preparação do éster (30) (Esquema
13) 60, a partir do safrol (28), por isomerização inicial da insaturação
presente no produto natural61,62, levou ao isômero estirênico (31) em
80% de rendimento52,61. Subseqüente ozonólise do isosafrol (31) pro-
duziu, em bons rendimentos, o aldeído (32) 61. Oxidação de (32) pelo
método de Yamada (iodo, hidróxido de potássio em metanol)63 for-
neceu o éster desejado (30), em 68% de rendimento global médio a
partir do safrol (28). Hidrazinólise do éster de (30) produziu a
hidrazida correspondente (33) que, por condensação ácido- catalisada
com os diversos heteroaril-aldeídos, forneceu os derivados NAH de-
sejados (27)52. O uso do 2-furfural (34) ou 2-formiltiofeno (35)64 na
etapa de condensação ácido-catalisada produziu os novos derivados
(36) e (37), em ca. 62% de rendimento global a partir do éster (30)
(Esquema 13)64.

Uma vez sintetizados, em ótimos rendimentos globais, os novos
derivados NAH, exemplificados por (36) e (37) (Esquema 13), fo-
ram submetidos aos ensaios farmacológicos relacionados aos efeitos
cardiotônicos. Os novos compostos sintetizados (e.g. 36 e 37) foram
avaliados em modelos farmacológicos relacionados ao metabolismo
de Ca+2 e os resultados obtidos identificaram o composto tiofênico
37 (LASSBio-294)64 como o mais ativo na modulação do Ca+2 do
SR65-67, confirmando as expectativas antecipadas quando do planeja-
mento estrutural desta série de derivados NAH (27). Por exemplo,
dentre os novos derivados NAH sintetizados como isósteros de
LASSBio-29452, os derivados 2-furânico (36, Esquema 13),
benzênico (38) e 4-piridínico (39) não foram capazes de apresentar
perfil de atividade similar ao LASSBio-294 (37) 68, o que  eviden-
ciou a importância da presença do substituinte 2-tiofênico na
insaturação imínica da função NAH, para a atividade moduladora do
Ca+2. Outrossim, a inexpressiva atividade observada para o compos-
to benzotiodiazol (40) 69, isóstero do sistema benzodioxol de
LASSBio-294 (37), indicou a importância desta sub-unidade  aro-
mática, inspirada no produto natural (28) empregado como matéria-
prima sintética, para a atividade farmacológica identificada em (37),
reforçando o acerto dos critérios empregados na eleição dos
substituintes das sub-unidades acila e iminíca dos novos compostos
NAH.

Esquema 11

Esquema 12

Esquema 13
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Considerando-se o envolvimento do Ca+2 do retículo
sarcoplasmático na função muscular esquelética relacionada com a
hipertermia maligna66 e distrofia muscular67, além do efeito
cardioprotetor promovido pela modulação do Ca+2 citossólico67, di-
reta ou indiretamente mediada por PDE’s, o novo protótipo identifi-
cado, LASSBio-294 (37), foi então bioensaiado quanto às suas pro-
priedades inotrópicas. Os resultados farmacológicos obtidos70-73 in-
dicaram que LASSBio-294 (37) foi capaz de induzir intenso relaxa-
mento, concentração-dependente, em anéis isolados e intactos de aorta
de ratos com IC

50
 74 µM73. Ademais, este efeito foi abolido pela

remoção do endotélio e não se alterou pela pré-inibição da N-óxido
sintase (NOS), induzida por  L-NAME (41), nem pela pré-inibição
da cascata do ácido araquidônico, promovida pelo tratamento com
concentração adequada de indometacina (15), conhecido inibidor da
prostaglandina endoperóxido sintase (PGHS)73. Outrossim, o efeito
de relaxamento observado com LASSBio-294 (37) permaneceu
inalterado quando os anéis de aorta isolados de ratos foram pré-tra-
tados com K+ extracelular73. Estes resultados sugerem, fortemente,
que o mecanismo de ação de (37), quanto aos seus efeitos inotrópicos,
não é modulado pelo  N-óxido (NO), nem pela cascata do ácido
araquidônico ou por canais de K+ podendo, efetivamente, estar rela-
cionado com a inibição de  PDE’s.

Face às atraentes propriedades identificadas para LASSBio-294
(37) os estudos farmacológicos foram ampliados, evidenciando que
os efeitos inotrópicos positivos preliminarmente identificados neste
novo derivado NAH eram c-GMP-dependentes, visto que podiam
ser abolidos ou revertidos, na presença de inibidor seletivo de c-
GMP, e.g. ODQ (42)73. Estes resultados reforçam seu envolvimento
com o Ca+2 celular e com isoformas de PDE-c-GMP dependentes,
presentes no músculo cardíaco (e.g. 2, 3 e 5)73. Cabe ressaltar que,
embora a principal isoforma de PDE-c-GMP seletiva, presente no
músculo cardíaco seja a PDE5, uma ação sobre a PDE3 não pode ser
descartada, visto que essa isoforma reconhece como substrato am-
bos os nucleotídeos, cAMP e cGMP. De fato, a hipótese de inibição
de PDE5 e 3 no mecanismo de ação de LASSBio-294 foi corrobora-
da com a evidência experimental que identificou um perfil de ativi-
dade similar entre LASSBio-294 e o zaprinast (43)73, conhecido
inibidor de PDE5 e PDE3, que possui índice de seletividade PDE5/
PDE3 de 50 e manifesta propriedades natriuréticas acessórias, aliás,
empregado como protótipo no desenho estrutural do sildenafil (19)38.

Os bioensaios farmacológicos realizados com LASSBio-294 (37)
indicaram, ainda, que esta substância apresentou tímidas proprieda-
des antiinflamatórias, contrastando com outros derivados NAH sin-
tetizados no laboratório14,59, pois em concentrações de 100 µM/kg,

p.o., foi capaz de inibir o edema da pata de rato induzido por
carragenina em apenas 20%.

Curiosamente, quando LASSBio-294 (37) foi bioensaiado na
inibição da agregação plaquetária (100 µM) induzida por ácido
araquidônico ou colágeno em plasma rico em plaquetas de coelho,
inibiu em 100% a agregação plaquetária. Outrossim, nesta mesma
concentração, (37) não apresentou efeito anti-agregante quando a
agregação plaquetária foi induzida por ADP, U-46619 e trombina74.
Considerando-se que as principais isoformas de PDE presentes em
plaquetas são as  isoformas 3 e 5, os efeitos observados para o
LASSBio-294 na inibição da agregação plaquetária são coerentes
com aqueles obtidos em bioensaios com músculo liso e, em conjun-
to, permitem sugerir que este derivado NAH cardioativo esteja inter-
ferindo com a atividade destas isoformas de PDE. Contudo, a carên-
cia de inibidores específicos para muitas das isoformas de PDE’s
(e.g. PDE2), também presentes no músculo cardíaco, dificulta a iden-
tificação farmacológica das eventuais propriedades inibidoras sele-
tivas de LASSBio-294 (37), não sendo possível descartar o
envolvimento das isoformas 1 e 2 em seu mecanismo de ação.

O novo protótipo cardioativo (37) apresentou ID
50

 8,2 µM/kg no
modelo de analgesia das contorções induzidas por solução 0,2% de
ácido acético (i.p.)74, em camundongos, sem manifestar, entretanto,
efeito em protocolos de ação central (e.g. “hot-plate”, “tail-flick”)74,
eliminando a possibilidade de eventuais efeitos deletérios centrais.

Face ao atraente perfil farmacológico identificado para este au-
têntico protótipo cardioativo68-74, realizou-se uma investigação preli-
minar de seu perfil toxicológico, em ratos (1000 µM/kg, p.o. e i.p.).
Os resultados obtidos não  evidenciaram nenhuma reação de
toxicidade aguda (e.g. morte, letargia, perda de motilidade ou apeti-
te)74, credenciando este derivado NAH (37) como promissor  protó-
tipo, candidato a agente cardiotônico com propriedades seletivas no
catabolismo do Ca+2 celular, ao nível do SR, atuando, provavelmen-
te, como inibidor de PDE-c-GMP.

CONCLUSÕES

Neste trabalho ilustrou-se a importância da estratégia da simpli-
ficação molecular no planejamento racional de fármacos, a partir de
produtos naturais ou sintéticos. A utilização desta estratégia da Quí-
mica Medicinal permitiu a descoberta do novo derivado N-
acilidrazônico - LASSBio-294 (37) - que, face às suas importantes
propriedades farmacológicas, foi objeto de recente depósito de pa-
tente64. Este novo derivado NAH (37), de estrutura simples, desco-
berto pelo emprego da estratégia de simplificação molecular e sinte-
tizado, em elevado rendimento global, a partir de produto natural
brasileiro, abundante, acumula ações vasodilatadoras e potentes pro-
priedades inotrópicas positivas, que o credenciam como autêntico
composto-protótipo de novo fármaco cardiotônico para o tratamen-
to da insuficiência cardíaca e/ou muscular (e.g. distrofia ou fadiga
muscular), desprovido dos típicos efeitos deletérios dos glicosídeos
cardíacos39, particularmente útil a pacientes de terceira idade.

Com base nas etapas hierárquicas do planejamento racional de
novos fármacos, ilustrado na Figura 3, estudamos no laboratório, no
momento, a otimização do protótipo LASSBio-294 e a elucidação
de seu exato mecanismo farmacológico de ação.
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