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Benzaldehyde Semicarbazone: A Drug Candidate that Associates Structural Simplicity
to a Wide Range of Activities

Abstract: Since the efficacy and safety of many currently available analgesic, anti-inflammatory and
anticonvulsant drugs are not adequate, there is a continuing search for new drug candidates. Benzaldehyde
semicarbazone (BS) inhibits convulsions in experimental models of epilepsy. Upon inclusion of BS into
cyclodextrins (CDs) a 75-85% reduction of the dose necessary to induce the anticonvulsant effect is observed.
BS also inhibits the nociceptive response and edema induced by different stimuli, and angiogenesis in
experimental animals, suggesting that the compound, like many anticonvulsant drugs, presents anti-
inflammatory and analgesic properties. The wide variety of bioactivities indicates that BS and related
compounds, either free or included into CDs, represent a promising group of drug candidates that may be useful
in the treatment of human or veterinary diseases.
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Resumo

A busca por novos farmacos analgésicos, anti-inflamatdrios e anticonvulsivantes é importante, tendo em vista
que a eficacia e a seguranga de muitos medicamentos em uso clinico ndo sdo adequadas. Benzaldeido
semicarbazona (BS) inibe convulsdes em modelos experimentais de epilepsia. A inclusdo de BS em
ciclodextrinas (CDs) reduz em 75-85% a dose necessdria para a indugdo do efeito anticonvulsivante. BS inibe a
resposta nociceptiva e o edema induzidos por diferentes estimulos, e atenua a angiogénese em animais
experimentais, o que sugere que o composto, assim como muitos anticonvulsivantes, apresenta também acdo
analgésica e anti-inflamatéria. A variedade de atividades farmacoldgicas indica que BS e compostos
relacionados, na forma livre ou incluidos em CDs, sdo promissores como candidatos a farmacos para o
tratamento de condigGes patoldgicas humanas ou veterindrias.
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1. Introdugao

A inflamagdo é um processo complexo, que
envolve vdrios tipos celulares e seus mediadores,
leitos capilares e fibras sensoriais, além de proteinas
presentes no plasma, e tem como objetivo isolar,
neutralizar e destruir um agente agressor, além de
estimular a reconstituicdo do tecido danificado.!
Embora a inflamagdo aguda seja fundamentalmente
uma resposta protetora, € comum que alguns sinais e
sintomas, como edema e dor, causem desconforto
aos pacientes. Por sua vez, a resposta inflamatéria
cronica pode ser prejudicial, levando a sequelas
indesejaveis, com destruicdo do parénquima tecidual.
Nesses casos, sdo usados farmacos que reduzem o
processo inflamatério por meio da inibicdo da
producdao, liberacdo ou acdo de mediadores
inflamatdrios ou do estimulo a producdo de fatores
enddgenos com propriedades anti-inflamatérias.

A reducdo de um processo inflamatdrio, com
consequente atenuagdo de sinais e sintomas
associados, tem sido o motivo da utilizacdo de
diversas classes de farmacos. Anti-inflamatdrios nao
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esterdides (AINES) sdo farmacos que, por meio da
inibicio da sintese de prostaglandinas’ e de outros
mecanismos,** apresentam grande eficdcia como
agentes analgésicos e antiedematogénicos. Além de
serem importantes no sitio da inflamagdo, as
prostaglandinas sdo também importantes no sistema
nervoso central, o que torna os AINES uma classe de
farmacos eficazes como antipiréticos e para o alivio
de cefaléias. Por outro lado, os anti-inflamatérios
esterdides (AIES) inibem a transcricdo de genes para
diversas citocinas inflamatdrias, além de induzir a
producdo de proteinas que inibem a atividade da
fosfolipase A,. Os AIES também inibem a
desgranulagdo de mastdcitos e a produgdo de o6xido
nitrico. Dessa forma, os AIES apresentam atividade
anti-inflamatéria mais ampla do que aquela
apresentada pelos AINES.”

A Figura 1 mostra de forma resumida o papel dos
principais mediadores inflamatérios de natureza
lipidica e que representam alvos potenciais para
farmacos anti-inflamatérios. As enzimas fosfolipase A,
e ciclooxigenases 1 e 2 representam os principais
alvos dos farmacos anti-inflamatdrios mais usados, a
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saber: os anti-inflamatodrios esterdides (AIES) e os
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anti-inflamatérios ndo-esterdides (AINES).

Lesdo tecidual:induz o
processo inflamatario

!

processo inflamataério: ativa a
fosfolipase A2 (PLA,)

PLA,: catalisa clivagem de fosfolipidios de membrana,

resultandona libera¢do de acido araquiddnico (AA) _l
¥ | v

5-Lipooxigenase
(5-LOX):
catalisa conversdodo AA
em leucotrienos

Ciclooxigenase
(COX-1e COX-2):
catalisa conversdodo AA
em prostaglandinas

15-Lipooxigenase
(15-LOX):
catalisa conversaodo AA
em lipoxinas

12-Lipooxigenase
(12-LOX):
catalisa conversdodo AA
em hepoxilinas

Importantes mediadores
inflamatorios

Figura 1. Esquema indicando vias para producao de mediadores inflamatérios de natureza lipidica,
prostaglandinas e leucotrienos

Em casos de dores cronicas, notadamente aquelas
associadas a neuropatias, nas quais o evento
determinante é o aumento da excitabilidade
neuronal, os AINES e os AIES ndo apresentam eficacia
analgésica satisfatdria. Nesses casos, geralmente
usam-se alguns fdrmacos menos tradicionais, mas que
podem apresentar atividade analgésica, como
antidepressivos triciclicos, agonistas o,-adrenérgicos,
agonistas gabaérgicos e antiepilépticos, entre
outros®’

Entre os farmacos menos tradicionais usados como
analgésicos estdo os antiepilépticos. Muitos
antiepilépticos apresentam atividade antinociceptiva
(reduzem a sensibilidade dos animais experimentais a
um estimulo nocivo), inibem certas manifestacGes da
resposta inflamatdéria em modelos experimentais e
também sdo Uteis para aliviar diferentes condig¢Ges
dolorosas em humanos. O tratamento sistémico de
ratos com lamotrigina, felbamato e gabapentina inibe
a sensibilizacdo a estimulos térmicos em um modelo
de dor neuropética induzida por constri¢cdo de nervo,®
enquanto carbamazepina inibe a sensibilizacdo a um
estimulo nocivo e o edema induzidos por levedura.’
Foi demonstrado que o efeito antinociceptivo

induzido por  antiepilépticos em modelos
experimentais pode resultar da ativacdo de
mecanismos periféricosm'11 ou centrais."> Muitos
antiepilépticos que apresentam atividade

antinociceptiva sdao bloqueadores de canais para
sédio sensiveis a voltagem.'*

2. Semicarbazonas: candidatos a
farmacos analgésicos, anti-inflamatoérios
e anticonvulsivantes

Uma classe de drogas com atividade antiepiléptica,
mas que ndo se encontra em uso clinico, as
semicarbazonas, também apresenta perfil de
farmacos potencialmente analgésicos.
Semicarbazonas exibem um amplo espectro de
atividades,**® como as atividades anti-hipertensiva,17
hipolipidémica,® antineoplasica,”® hipnética® e
anticonvulsivante.”

Entre as bioatividades das semicarbazonas, a mais
estudada é a anticonvulsivante. Essa atividade foi
demonstrada nos modelos experimentais de
convulsGes induzidas pela injecdo subcutanea de
pentilenotetrazol ou por eletrochoque*** e também
em um modelo que utiliza uma linhagem de animais
geneticamente  selecionados para  apresentar

~ . . , 2
convulsdes induzidas por estimulo sonoro.”

Semicarbazonas contendo grupos aril, arilideno,
ariloxi(aril) tém sido investigadas.”**> De acordo com
Dimmock et al.,, a atividade anticonvulsivante das
semicarbazonas resulta da presengca, em sua
estrutura, de pelo menos trés grupos: duas unidades
hidrofdbicas e um doador e receptor de ligagdo de
hidrogénio.”>*® A partir desses resultados, Pandeya et
al. fizeram modificagdes estruturais em moléculas de
diversas semicarbazonas e sugeriram a possibilidade
de mais um grupo, sendo esse um doador de elétrons,
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contribuir para a atividade anticonvulsivante desses
compostos.”® Acredita-se que as semicarbazonas
devam interagir em dois locais no alvo molecular —
uma darea de ligacbes de hidrogénio e uma regiao
hidrofébica.”*?**

Semicarbazonas aumentam a concentragdo de
acido gama-aminobutirico (GABA) em algumas
regies do sistema nervoso central”’ e também
reduzem a concentracdo de glutamato no fluido
cérebro-espinhal,?® alteracBes que podem contribuir
para a atividade anticonvulsivante desses compostos.

Benzaldeido  semicarbazona  (BS), a aril-
semicarbazona de férmula molecular mais simples, é
uma molécula que contém os requisitos estruturais
necessarios a atividade anticonvulsivante (Figura 2) e
apresenta baixa neurotoxicidade.”® A literatura relata
que 4-[4-fluorfenoxilbenzaldeido  semicarbazona
bloqueia canais para sédio sensiveis & voltagem,* o
que sugere que BS também possa bloquear esses
canais e, assim como os demais bloqueadores desse
tipo de canal, possa apresentar atividade
antinociceptiva. Alguns farmacos com atividade
anticonvulsivante inibem certas manifestacdes do
processo inflamatdrio, e BS também apresenta tal
perfil.

BS é um composto de facil obtencdo, cuja sintese
compreende apenas uma etapa (Figura 3), realizada a
temperatura ambiente, utilizando solventes atdxicos.
O produto é obtido com rendimento entre 80 e 85%.
No entanto, BS possui como desvantagem a baixa
solubilidade em agua.

benzaldeido semicarbazona (BS)

Figura 2. Estrutura de benzaldeido semicarbazona
(BS) com os possiveis sitios de ligagdo com o alvo
molecular importantes para a atividade
anticonvulsivante, a saber: 1 (sitio de ligacdo de
hidrogénio) e 2 (sitio de interagdo hidrofébica)

PhCHO, EtOH/H,0
24 h, t.a.

Figura 3. Sintese de benzaldeido semicarbazona (BS).

3. Atividade de
semicarbazona (BS)
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experimentais de dor, inflamagdo e

epilepsia

BS inibe o processamento da resposta nociceptiva
ou manifestacdes da resposta inflamatéria em
modelos experimentais de dor e inflamagao. O
tratamento com BS inibe a resposta nociceptiva
induzida por formaldeido em camundongos, um
modelo experimental com alto valor preditivo para
farmacos analgésicos. A resposta nociceptiva induzida
por formaldeido envolve duas fases distintas. A
primeira comeca imediatamente apds a injecdo e
dura menos de 5 min. A resposta nociceptiva
observada durante essa fase aparenta ser causada
predominantemente por ativacdo direta de neurdnios
sensoriais nociceptivos, principalmente os do tipo c.t
A segunda fase comec¢a em torno de 15 min apds
injecdo de formaldeido e dura aproximadamente 15
min. A resposta nociceptiva durante essa fase
depende da producdo de mediadores inflamatérios
locais e da facilitacdo da transmissdo sindptica na
medula espinhal, sendo essa resultado da ativacdo de
receptores para glutamato® e da produgdo de 6xido
nitrico.”® Usualmente, a segunda fase da resposta
nociceptiva induzida por formaldeido é inibida por
anti-inflamatérios,>** enquanto a primeira e a
segunda fase sdo inibidas por fdrmacos de acdo
predominantemente central, como os analgésicos
opioides* e os antidepressivos triciclicos.® A
administragdo de BS inibe tanto a primeira quanto a
segunda fase da resposta nociceptiva induzida por
formaldeido, sendo que a segunda fase é inibida em
maior extensdo. A inibicdo mais evidente da segunda
fase da resposta induzida por formaldeido indica que
BS apresenta uma atividade farmacoldgica que se
assemelha mais aquela de anti-inflamatarios.

Com o objetivo de investigar a acdo de um
composto sobre manifestagbes de uma resposta
inflamatdria com curso temporal mais prolongado,
avalia-se o efeito induzido pelo composto sobre a
sensibilizacdo a estimulos térmicos ou mecanicos
provocada pela injecdo intraplantar de carragenina,
um estimulo inflamatdrio tradicionalmente usado em
modelos experimentais. A carragenina induz resposta
inflamatdria local caracterizada por edema e
sensibilizacdo a estimulos nocivos e nao nocivos.
Essas respostas estdo associadas com a produgdo
local de multiplos mediadores inflamatdérios, como a
bradicinina,® as prostaglandinas38 e o 6xido nitrico,*
que sensibilizam e ativam os neurdnios sensoriais
nociceptivos, e também com a facilitacdo de
transmissdo sindptica no sistema nervoso central
como resultado da ativacdo de receptores para
glutamato® e da producdo de éxido nitrico.”* O
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edema induzido por carragenina também resulta da
acdo local de varios mediadores inflamatdrios,
incluindo bradicinina,42 6xido nitrico,43
prostaglandinas,** 5-hidroxitriptamina,*® histamina® e
citocinas diversas.*’*®

A administracdao de BS inibe a sensibilizacao aos
estimulos térmico e mecanico e o edema induzidos
pela carragenina em ratos. Esses efeitos induzidos por
BS, associados a inibicdo marcante da segunda fase da
resposta nociceptiva induzida por formaldeido,
reforcam a hipétese de que o efeito induzido por BS
nos modelos experimentais de dor se deve mais a
uma acdo periférica do que central. Além de BS inibir
as manifestacdes agudas do processo inflamatdrio, o
tratamento prolongado de camundongos com BS
inibe a angiogénese (formagdo de vasos sanguineos)
induzida pelo implante subcutineo de discos de
esponja.49

4. Formulagdes farmacéuticas de
benzaldeido semicarbazona obtidas por
inclusao em ciclodextrinas

BS, apesar de ser facilmente sintetizada e obtida
com rendimento elevado, apresenta baixa
solubilidade em d4gua e veiculos aquosos. Além disso,
os resultados obtidos nos modelos experimentais de
dor, inflamacdo e epilepsia também indicam que sdo
necessdrias doses elevadas para observacdo dos

efeitos antinociceptivo49, antiedematogénico49 e
anticonvulsivante®, Assim, formulagses em
ciclodextrinas (CDs) revelam-se uma estratégia

interessante para facilitar a solubilizagdo e a
administracdo, bem como reduzir a dose de BS
necessdria para a obtencdo dos efeitos
farmacoldgicos.

CDs sdo oligossacarideos ciclicos que foram
obtidos inicialmente como produtos de degradagdo
do amido. Esses compostos sdo constituidos de
unidades de glicose unidas pela ligagdo a(1-4), sendo
os mais utilizados aqueles que apresentam seis, sete
ou oito unidades de glicose, denominados

Ciclodextrina

Farmaco

[Va

respectivamente o, 3 e y-CD. A Figura 4 mostra as
unidades de glicose formadoras das estruturas das
CDs.

50,51

Figura 4. Unidades de glicose unidas pela liga¢do a(1-
4) da estrutura de ciclodextrinas. a-CD: n =6, R = H; -
CD:n =7, R =H; HP-B-CD: n = 7, R = hidroxipropil; y-
CD:n=8,R=H

As CDs formam uma estrutura ciclica na forma de
cone truncado, com uma cavidade interna apolar,
cujo diametro varia entre 0,49 - 0,79 nm. As hidroxilas
primarias ficam localizadas no lado mais estreito do
cone e as secunddrias no lado mais largo.

CDs sdao compostos quimicamente estaveis, que
podem ser modificados de maneira regiosseletiva.
Estudos de toxicidade, mutagenicidade,
teratogenicidade e carcinogenicidade indicam que as
CDs s3o compostos que apresentam boa seguranca.>
As CDs (hospedeiros) formam complexos com varias
moléculas hidrofébicas (hdspedes), incluindo-as em
sua cavidade, de forma completa ou parcial.”® A
inclusdo pode alterar caracteristicas farmacocinéticas
dos compostos e farmacotécnicas das formulagGes,
levando a um aumento da estabilidade, solubilidade e
biodisponibilidade dos farmacos.>* A utilizacdo de CDs
também permite a conversdo de farmacos liquidos ou
oleosos em poés de alta fluidez, um processo
importante  na  fabricacdo de  formulagdes
farmacéuticas sdélidas, como comprimidos. O emprego
de CDs pode igualmente evitar possiveis
incompatibilidades entre os componentes das
formulacdes.>

O equilibrio de associagdo/dissocia¢do entre a CD
e uma molécula do farmaco estd esquematizado na
Figura 5.

— + @ = 0y

LR

Composto de Inclusio

Figura 5. Representacdo esquematica do equilibrio de associacdo/dissocia¢do entre farmaco e ciclodextrina
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No mercado ha véarios compostos de inclusdo em
CDs de farmacos de diferentes classes terapéuticas.
Esses compostos envolvem anti-inflamatdrios nao-
esterdides, anti-inflamatérios esterdides, hormonios,
antifUngicos e antiulcerosos, entre outros, em
formulagdes com diferentes CDs e destinadas a
administracdo por diferentes vias (e.g. oral, tdpica,
intravenosa).>® A caracterizacdo de complexos com
CDs, com o objetivo de evidenciar o processo de
inclusdo e estabelecer a propor¢do CD/farmaco, é
realizada por meio da avaliagao de suas propriedades
fisico-quimicas. Para isto, além de estudos de
equilibrio em solugdo, sdo utilizadas técnicas como
espectroscopia na regido do infravermelho, andlise
térmica (TG, DTG e DSC), difracdo de raios-X de pé e
ressonancia magnética nuclear '4, C RMN, medidas
de tempo de relaxacdo de hidrogénio (T;) e técnicas
bidimensionais de RMN.

BS forma compostos de inclusdo do tipo 1:1 com
-ciclodextrina e hidroxipropil-B-ciclodextrina (BS/B-CD
e BS/HP-B-CD). Para a caracterizacdo todas as analises
sdo feitas comparando-se quatro amostras: BS, a CD,
o composto de inclusdo e uma mistura fisica. O
composto de inclusdo é obtido misturando-se BS e CD
em agua com subsequente liofilizacdo. A mistura fisica
é preparada imediatamente antes da andlise,
colocando-se os compostos em contato no estado
solido. A inclusdo é evidenciada por mudangas no
comportamento térmico de BS, pelas alteragdes nos
tempos de relaxagdo de hidrogénio de BS no
complexo com a CD, e pelo aparecimento de
correlagdes entre hidrogénios de BS e hidrogénios da
cavidade da CD nos espectros de RMN
bidimensionais.”**

Estudos dos efeitos induzidos pelos compostos de
inclusdo BS/B-CD e BS/HP-B-CD em viérios modelos
experimentais de epilepsia mostram que inclusdo faz
aumentar a biodisponibilidade de BS com a
consequente diminuicdo da dose terapéutica de 100
mg/Kg, para a droga livre, para 25-15 mg/Kg, para os
compostos de inclusdo, o que representa 75-85% de
reducdo da dose.”>’
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